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INTRODUCCION

Desde sus inicios. el proceso evolutivo de los seres vivos ha dependido basicamente
de la capacidad adaptativa de éstos con su entorno. ya sean los cambios climaticos. la
seleccion natural. las catastrofes naturales. etc. Es por ello que los seres vivos han tenido
que modificar o cambiar, tanto sus conductas y necesidades. como a ellos mismos. para
lograr sobrevivir v asi dejar descendencia. En todos los organismos la manera de registrar y
heredar todas esas adaptaciones de una generacion a otra. es mediante su material genético
(ADN). v si bien es cierto que las conductas sociales o aprendidas no las dicta el material
genético. éste si es responsable de crear al organismo con las caracteristicas similares a las

de su especie.

La Genética como ciencia. se inicio [ormalmente con los principios v reglas
analiticas propuestas en 1865 por el monje agustino Gregorio Mendel. las cuales no fueron
comprendidas por sus contemporaneos sino hasta principios del siglo pasado. cuando [Hugo
de Vries, Erich Tschermak y Karl Correns redescubricron dichas investigaciones. Hasia la
fecha. la Genética ha avanzado a tal grado que se aplica en multiples disciplinas. teniendo
gran relevancia en campos como la salud o la investigacion. A pesar de que hace mas de 50
anos se conoce la estructura del ADN. v que recientemente se haya completado la
secuenciacion del genoma humano, ain se considera a la Genética como una ciencia joven.

la cual provee una amplia gama de opciones de estudio (1).

La Genética Toxicologica es una de las ramas de la Genética que ha tomado gran
auge. en especial desde finales de los 60°s. donde se presentaron las primeras
investigaciones que relacionaron a los metabolitos carcinogénicos v el ADN (2). es decir.
se¢ relaciond a la carcinogénesis con la mutagénesis asi como su asociacion con la
genotoxicidad. Asi. se desarrollaron estudios acerca del efecto carcinogénico de ciertos
agentes quimicos en algunos sistemas celulares. En este contexto. LLH. Weisburger v col.

introdujeron el término “genotoxico™ para identificar a los carcinogenos que reaccionaban



con el ADN. en contraste con los carcinogenos que cjercian su electo por otros mecanismos

(3).

Se han identificado agentes genotoxicos lisicos. quimicos v biologicos en
practicamente todas las dreas relacionadas con el hombre: laboral. farmacéutica. alimenticia
o de habitos personales. lo que propicid a una especie de saturacion genotoxica y. como
consecuencia, la busqueda de estrategias para evitar o reducir los efectos negativos de estos
agentes. Dicha informacion hace posible evitar la exposicion a aquellas sustancias
mutagénicas por otras “innocuas” cuando eslo es factible. o bien. modificar la estructura
molecular de los mutagenos con la idea de que este cambio elimine ¢l potencial genotosico
(4. 5). En esta busqueda de soluciones surgié el conocimiento de que en el universo de
agentes quimicos también se encuentran los antimutagenos o antigenotoxicos. es decir.
aquellos agentes que son capaces de reducir o eliminar el dafio al material genético en los

organismos. independientemente de que éste sea espontaneo 6 inducido (4).

Esta bisqueda es de vital importancia. por un lado. nos avuda a esclarecer los
procesos de homeostasis celular. mutagénesis v carcinogénesis al estudiar los mecanismos
de accion de los antigenotoxicos. y por otro, a obtener conocimientos mas confiables v
completos acerca de los habitat. comportamientos personales. habitos. alimentos o
compuestos que ayuden por ejemplo. en la lucha contra el cancer: va que se ha estimado
que un 50% o mas de dicha enfermedad se podria prevenir si se llevaran a cabo ciertos
habitos y costumbres. como: el dejar de fumar. llevar una dieta baja en grasas v calorias
incrementado el consumo de frutas y verduras (6. 7). asi como una rutina de ejercicio y el

control del peso (8. 9).

Un aspecto que cabe mencionar. es ¢l hecho de que independientemente de los
agentes genotoxicos a los que estamos expuestos por ¢l contexto generado por ambientes
laborales. urbanizacion o estatus socioeconomico de un pais. existen genotoxicos a los que
hemos estado expuestos desde siempre y que pueden causar mutaciones. Dentro de los mas
comunes y universales se¢ encuentran los radicales libres (RL). de los cuales hablaremos

mas adelante. De tal forma. surgié la necesidad de estudiar antigenotoxicos faciles de



adquirir - en costos y disponibilidad - y consumir de manera segura. coman y habitual. con
¢l fin de protegernos contra aquellos genotoxicos universales. v de manera mas especilica.
como estrategia para prevenir el dafo provocado por agentes implicitos en el medio
ambiente. por ejemplo: la contaminacion. el estrés. el crecimiento desmedido de las
ciudades, entre otros. o bien. por cultura y economia. razones por las que no se tiene ni la
conciencia ni los recursos para mejorar la alimentacion o asistir regularmente a revisiones
médicas. con los cuales se podria tener un diagnostico temprano de alguna enfermedad
asi tener una terapia temprana e incrementar la oportunidad de cura (10). Estos. entre otros.
son problemas muy comunes en paises del tercer mundo. como es el caso de México. en
donde se podria obtener un beneficio sobre la poblacion. de los antigenotoxicos presentes
en la gran diversidad de productos naturales con que se cuenta v de los que no sc ha

aprovechado todo su potencial. o mas grave aun. no han sido investigados.

Debido a lo anterior. en esta investigacion en particular. se intenta aportar datos
utiles sobre los efectos antigenotoxicos del jugo de toronja contra los efectos producidos

por los RL generados por la daunorrubicina (DAU).

GENOTOXICIDAD

Se puede definir como un genotoxico a todo aquel agente [isico. quimico o
biologico capaz de ejercer algin efecto nocivo sobre el material genético. alterando sus

funciones y generando diferentes trastornos celulares.

Existen varios aspectos que intervienen en el efecto de los agentes genotoxicos. que

se pueden dividir en tres puntos generales:

e Del genotoxico: sus caracteristicas fisicoquimicas. su farmacocinética.
farmacodinamia. etc.
e La idiosinerasia de cada individuo: la condicion de los mecanismos de defensa

reparacion del dano. su salud. predisponibilidad génica. ete.

s



e La exposicion del individuo al genotoxico: Cantidad v tiempo de exposicion.

alimentacion. costumbres. habitat. ocupacion. ete.

[.a ciencia encargada de estudiar a los genotoxicos. su identificacion. sus clectos.
consecuencias v prevencion es la Genética toxicologica la cual se reconocio como ciencia
en 1969 cuando Hollaender v otros genetistas fundaron la “Environmental Mutagen
Society” preocupados por la salud publica afectada por los fenomenos que incidian sobre el
material genético. tales como las enfermedades cronicas degenerativas en donde ¢l mas

clasico ejemplo es el cancer.
CARCINOGENESIS

La carcinogénesis es el proceso mediante el cual se produce y desarrolla el carcer.
por ende un carcindgeno. por definicion. es un agente que causa o induce cincer. aunque
este concepto estd a discusion debido a que la carcinogénesis no es producida en su
totalidad a un solo evento o agente. sino que es inducida v desarrollada por multiples

factores de muy diversos origenes y mecanismos.

El termino genotoxico surgio precisamente por la necesidad de distinguir a aquellos
carcindgenos que interactuaban con el ADN de los que no lo hacian. es decir que no en

todos los tipos de cancer tienen como inicio a las mutaciones (2).

. Carcinogenos genotoxicos: contribuyen en el proceso canceroso directamente o a
través de especies o metabolitos reactivos. danando al ADN.

. Carcinogenos no genotoxicos o epigenéticos: son sustancias quimicas o virales.
que ejercen su efecto por mecanismos que no comprenden dafio al ADN.
origen de estos carcindgenos pueden ser exogenos o endogenos: en ¢l primer caso
se pueden incluir a algunos xenobioticos. mientras que en el segundo se
encuentran sustancias como las hormonas que ejercen su accion sobre células

especificas.



MUTAGENESIS

La mutagénesis es el proceso mediante el cual se origina una mutacion. la mutacion
se define como los cambios al azar en la cantidad. cualidad y arreglo de los genes que se
mantiene en las replicaciones celulares subsecuentes. v que tiene la posibilidad de
manifestarse como una alteracion cromosomica y/o como un cambio fenotipico en los
organismos afectados (11). es decir. es un error en el almacenaje de la informacion
genética. En éste concepto el caracter de aleatorio esta en entredicho va que el material
genético no es una molécula que se encuentre aislada con el exterior sino por el contrario.
existen diversos agentes externos que interactian con el ADN v lo afectan causindole
mutaciones. dichos agentes son conocidos como mutdgenos. Se han realizado algunos
experimentos en donde se sugiere que existe una maquinaria genética responsable de
responder al ambiente produciendo mutaciones adaptativas. o sea. que la célula al estar en
un estres mutacional. activa a los genes inductores cierta maquinara: lo cual tiene como
consecuencia que la célula permanezca en un estado hipermutable. con el fin de
sobreponerse a ese estrés y asi sobrevivir: esta hipotesis es logica. ya que las mutaciones
son una explicacion del proceso evolutivo. solo que ha sido dificil demostrarlo en modelos

a corto tiempo.
Clasificacion de las mutaciones

Hay diferentes eriterios para clasificar a las mutaciones una ¢s por su origen gue
serian las espontaneas o naturales (aleatorias) como las causadas por los cambios
tautoméricos. v las inducidas (no aleatorias) causadas por los mutdgenos. Otra es si son
mutaciones somaticas o germinales. en el primer caso la mutacion ocurre en células
somaticas pudiendo. no manifestarse en organismos diferenciados. por el contrario. si la
mutacion se presenta en estados germinales poco o no diferenciados puede causar
teratogénesis. En el segundo caso si la mutacion se produce en las células germinales esta
puede transmitirse a la descendencia o bien causando problemas de fertilidad o esterilidad

(figura 1). Por su morfologia pueden ser:
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«+ Génicas o puntuales

¢ Transiciones: cambio de purina por purina o pirimidina por pirimidina.
¢ Transversiones: cambio de purina por pirimidina o viceversa.

¢ Lliminaciones: delecion de uno o mas nucleotidos (Cambio de fase),

¢ Inserciones: insercion de uno o mas nucleotidos (Cambio de fase).

¢ Sin sentido: crea un codon de terminacion.

% De extension variable

+ Cambios en la estructura de los cromosomas
e Deleciones: perdida intracromosdmica de material.
o Translocaciones: intercambio intercromosomico de material.
e Inversiones: corte y giro de 180° de material intracromosomico.
* [Inserciones: traspaso de material de un cromosoma a otro.
e Duplicaciones: Repeticion de un fragmento cromosomico.
e [xpansion de tripletes repetidos.

¢ Cambio en el numero de cromosomas
* Aneuploidias: Poseen un nimero incompleto de cromosomas.

e Poliploidias: Numero distinto de cromosomas,

O bien desde el punto de vista funcional. las cuales pueden ser:

e  Silenciosas: no se observa ningan efecto en el fenotipo v no parecen ser
influidas por la seleccion natural.

s De cambio de encuadre: (por delecion o insercion) se produce un cambio en la
lectura de los tripletes.

e Sin sentido: cambio de una base que convierte un triplete codificante ¢n uno
sin sentido a la traduccion.

e De elementos de control: al alterar promotores. intensificadores u otras

secuencias reguladoras.
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Figura 1. Efectos de los genotoxicos sobre el material genético.

Clasificacion de los mutagenos

Los mutagenos. también son llamados comunmente genotoxicos. aunque este
término abarca de una manera mas amplia a los compuestos que danan al ADN. va que no

todos producen mutaciones. v se clasifican de acuerdo a su naturaleza como sigue:

“+ Fisicos
¢ Radiaciones electromagnéticas: rayos cosmicos. catodicos. gamma. UV, ete.
¢ Lnergia caldrica.

< Quimicos



¢ Agentes alquilantes: etil v metil metano sullonato, gases mostaza. ete.
¢ Agentes desaminantes: acido nitroso. bisullito. cte.
¢ Andlogos de base: 5-bromo-2"-desoxiuridina (5-Brdll), 2- amino purina. etc.
¢  Agentes intercalantes: proflavina, naranja de acridina. ete.
# Agentes miscelaneos: hidracina. nitroquinolina. hidroxilamina, cle.
< Biologicos
¢ ADN polimerasas alteradas.
¢+ Virus.

¢ Trasposones.
ANTIMUTAGENESIS

La busqueda de agentes con capacidad antimutagénica permitio el surgimiento de lo
que conocemos actualmente como antimutagénesis. que es el evento de contrarrestar o
eliminar los dafios mutagénicos provocados por componentes de origen diverso. v que son
un factor de riesgo para el material genético. que puede traducirse en cancer. ks
indispensable tomar conciencia de todo lo anterior. para asi. desarrollar las medidas
adecuadas que detecten y prevengan la exposicion a mutagenos en forma oportuna, Sin
embargo. se deben tener ciertas precauciones cuando se extrapolan al hombre los resultados
obtenidos en la experimentacion con animales. Hay que tomar en cuenta que cada sujeto
responde de manera particular a la accion de estos agentes mutagénicos. debido a que los
aspectos farmacocinéticos estin genéticamente determinados v a que hay funciones
asociadas a la sensibilidad a carcindgenos. promotores. regulacion del metabolismo v a la

destoxificacion (2).

En el estudio de los antimutdgenos se han encontrado algunos problemas. uno de
ellos es establecer las dosis para que ejerzan su efecto protector. debido a que la mavoria
trabajan a través de multiples mecanismos. que pueden incluir tanto efectos protectores
como efectos adversos v esto debe ser tomado en cuenta en los analisis de riesgo-
beneficio(12. 13). Otra hmitante que se ha observado en los antimutagenos es su

especificidad hacia los diversos tipos de agentes genotoxicos. Asi. la importancia de



conocer su mecanismo de accion permite sugerir el tipo de mutigenos contra los cuales

pueden prevenir o reducir sus electos.

Clasificacion de los antimutagenos

Obviamente. los agentes capaces de disminuir la [recuencia de mutaciones se

denominan antimutagenos. De Flora (13) propuso una clasificacion detallada sobre los

puntos de intervencion en los cuales es posible prevenir una mutacion, ademas de la

secuencia de eventos ocurridos durante el proceso de carcinogénesis. haciendo énfasis en

que la clasificacion debe ser flexible ya que muchos de los mecanismos se interconectan.

Esto incluye una gran variedad de mecanismos tanto celulares como extracelulares que

modulan la respuesta genotoxica y la iniciacion tumoral. la promocion. progresion.

angiogenesis. invasion y metastasis.

A) Mecanismos Extracelulares

Inhibicion del aumento de carcinogenos v
mutagenos

Inhibicion de la formacion enddgena de
mutagenos/carcinogenos

Formacion de complejos. dilucion y/o

desactivacion de mutagenos/carcinogenos

Favorecer la absorcion de agentes protectores

Inhibiendo la entrada o penetracion
Ifavoreciendo la eliminacion del organismo
Inhibicion de la nitrosacion

Modificacion de la flora intestinal

Por medios fisicos 0 mecanicos

Por reacciones quimicas

Por reacciones enzimaticas

e




B) Inhibicion de mutaciones ¢ iniciacion del cancer por mecanismos celulares

Estimulacion del blogqueo v destoxificacion en células no blanco

Modificacion del transporte transmembranal
Modulacion del metabolismo {
Bloqueo o competencia
Inhibicion de la replicacion celular i
Modulacion del metabolismo vy reparacion del ADN

Control de la expresion génica

- S— S S———— . N

C) Inhibicion de la promocion tumoral

Inhibicion de los efectos genotoxicos

Actividad antioxidante v captura de radicales libres |
Inhibicion de proteasas

Inhibicion de la proliferacion celular

Induccion de la diferenciacion celular

Induccion de apoptosis
Proteccion de la comunicacion intercelular

Modulacion de las senales de transduccion
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1) Inhibicion de la progresion tumoral

Inhibicion de los efectos genotoxicos

Actividad antioxidante v captura de radicales libres
Inhibicion de proteasas

Modulacion de las sefales de transduccion

Efectos del estatus hormonal

Efectos del sistema inmunologico

Inhibicion de la neovascularizacion

Actividad antineoplasica de tipo fisico. quimico o biologico

I2) Inhibicion de la invasion v metastasis

Inhibicion de proteasas (relacionadas en la degradacion de las bases

membranales v la interaccion con la matriz extracelular)
Induccion de la diferenciacion celular

Inhibicion de la neovascularizacion

I:fecto en las moléculas de adhesion celular

Actividad antioxidante

Regulacion de las senales de transduccion

Activacion de los genes antimetastasis




RADICALES LIBRES

Definicion

Los radicales libres (RL) son dtomos o moléculas que tienen en su altimo nivel
energético un electron libre. lo que les confiere una alta energia y una configuracion
espacial que genera gran inestabilidad. por lo tanto. son especies altamente reactivas v de

vida media muy corta (14.15).

Radicales libres en los sistemas biologicos

La generacion de RL en los organismos es un proceso natural. dinamico v continuo.
inherente para el funcionamiento normal de varios procesos biologicos (16). aunque

también se encuentran involucrados en diferentes fisiopatologias.

Algunos ejemplos son: en el metabolismo de cualquier ser vivo. en donde
intervengan enzimas de oxidacion-reduccion. las cuales son las encargadas de catalizar las
reacciones redox vy por lo tanto hay transferencia de electrones. donde se generan R en las
mitocondrias. donde se produce aproximadamente ¢l 95% del ATP, por medio de la cadena
respiratoria donde el oxigeno actia como altimo aceptor de electrones. Se ha caleulado que
de un 2 a un 5% del O, consumido en el metabolismo normal se transforma en R1 (17). los
cuales se consideran dentro de las principales moléculas a las que estamos expuesto y se les
han llamado especies reactivas de oxigeno (ERO). tales como ¢l radical oxidrilo ( OH). el
anion superoxido (- O,). el radical peroxido ( O,H). el singulete de oxigeno ( O) v ¢l
peroxido de hidrogeno (H,0,). Otro de los procesos metabolicos donde se producen RI.
principalmente ERO. es la fagocitosis como mecanismo microbicida. por medio de la
NADPH-oxidasa. la superoxido dismutasa. la mieloperoxidasa y la oxido nitrico sintasa.
Estos mecanismos pueden ser evadidos por algunos agentes patogenos causando la muerte

del fagocito y por lo tanto liberando sus componentes intracelulares. originando con esto la



liberacion de RL. que ahora actdan en contra del organismo en lugar de contra el agente

patogeno.

También existen en el medio ambiente xenobidticos que al estar en contacto con el
organismo pueden generar RL, entre los mas comunes estan: el ozono. los productos de la
combustion del tabaco y la polucion ambiental, las radiaciones de alta energia o ionizantes
como los rayos UV, que al atravesar la piel confiere energia a las biomoléculas

propiciando ia formacion de RL (12.18).

Siendo los RL imprescindibles en los organismos. ¢ ineludible su generacion por la
influencia del medio ambiente. los seres vivos han desarrollado estrategias para protegerse
de los efectos deletéreos de los RL. A la etapa de desequilibrio en el organismo entre los
mecanismos antioxidantes v los agentes oxidantes. incluidos los RL. cuando éstos
aumentan se le ha denominado estrés oxidativo. Esta situacion se puede presentar cuando
existe baja concentracion o inhabilidad de los mecanismos antioxidantes para controlar la
existencia normal de oxidantes. o bien por el aumento excesivo de éstos ultimos. por

razones fisiopatologicas o por intoxicaciones.

Los daios causados por los agentes oxidantes en ¢l cuerpe son diversos. dentro de
ellos, pueden atacar a las biomoléculas. por ejemplo. a los lipidos. produciendo
lipoperoxidacion. a las proteinas. tanto estructurales como funcionales. generando
disminucion o anulacion de sus funciones. asimismo en los carbohidratos. v no es la
excepcion el ADN donde los danos generados pueden derivar en mutaciones o muerte
celular. Todos estos daios evidentemente tienen repercusiones sobre ¢l organismo v se han
asociado a enfermedades cronico degenerativas como el Parkinson. el Alzheimer. la artritis
reumatoide o procesos de mutagénesis y carcinogénesis. ademas la toxicidad de los RI. se

ha asociado con el envejecimiento.



ANTIOXIDANTES

Definicion y clasificacion

Los antioxidantes que se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos
alimentos, bloquean parte de toxicidad producida por los RI. oxidantes. entregando
electrones que estabilizan v neutralizan los efectos daiiimos de los RL. es decir. son
sustancias que tienen la capacidad de inhibir la oxidacion causada por los agentes
oxidantes: actuando algunos a nivel intracelular. otros en la membrana de las células. en
la circulaciéon o deteniendo su absorcion al organismo: actuando todos con el fin de

proteger a los diferentes organos y sistemas (19).

Los antioxidantes pueden ser endogenos o exogenos., dentro de los endogenos se
encuentran diversas enzimas por ejemplo. las enzimas catalasa. glutation peroxidasa v
superoxido dismutasa: en el plasma sanguineo estan la trasferrina. lactoferrina.
ceruloplasmina y albumina. Otros antioxidantes encontrados en ¢l plasma sanguineo o
en las células. son sustancias que no son enzimas tales como las bilirrubinas, ¢l dacido
arico. las vitaminas C. E. A, la melatonina. los estrogenos. los flavonoides v algunos
metales. como el selenio. cobre. zinc y magnesio. que actiia como cofactores de algunas

enzimas antioxidantes(20).

Se debe tener claro que para fines diddcticos se estudian todos estos mecanismos y

compuestos por separado. pero en realidad en el organismo se presentan de manera

simultanea vy continua. interactuando entre si con el fin de contrarrestar los efectos toxicos

de los oxidantes. por ejemplo. el glutation contiene selenio y ayuda en la prevencion de la

formacion del radical hidroxilo. este mismo regenera la vitamina C. quien a su vez es

regenerada por la vitamina L.



Por otro lado los flavonoides. carotenoides v licopenos son  compuestos
polifendlicos que se encuentran en las algunas plantas y han resultado ser excelentes
antioxidantes. Algunos ejemplos donde los podemos encontrar cominmente es en el té
negro. el € verde. en el vino tinto. en vegetales como el jitomate. la zanahoria. la soya: o

bien en las frutas como los citricos en donde tenemos el caso de la toronja (16).

TORONIJA

Origen

Los citricos se originaron hace unos 20 millones de afios en el sudeste asiatico.
Desde entonces han sufrido numerosas modificaciones debidas a la seleccion natural y a las

hibridaciones tanto naturales como las producidas por ¢l hombre.

La dispersion de los citricos desde sus lugares de origen se debio fundamentalmente
a los grandes movimientos migratorios: las conquistas de Alejandro Magno. la expansion

del Islam. las cruzadas. el descubrimiento de América. ctc.

La toronja es una hibridacion natural que se dio en las islas Barbados en el siglo

XVIL. entre un naranjo dulce y un pummelo (Citrus grandis).

Taxonomia y morfologia

-Familia: Ruraceae.

-Género: Citrus,

-Especie: paradisi

-Porte: Reducido. Tronco corto v copa compacta. Brotes color parpura, I'scasa

espinosidad.
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-Hojas: medio-grandes. algo vellosas. con alas grandes. nervios muy marcados v
olor tipico.

-Flores: grandes de color verdoso y estambres reducidos.

-Fruto: Hesperidio. Consta de: exocarpo (flavedo: presenta vesiculas que contienen
aceiles esenciales). mesocarpo (albedo: pomposo y de color blanco) grueso y endocarpo
(pulpa: presenta tricomas con jugo) blanco. rosa o rojo. De tamano grande y forma redonda

v algo aplastada. Superficie con glandulas prominentes con aceites (21).

las variedades de toronja pueden clasificarse en dos grupos. Iin ¢l primer grupo se
incluven las variedades blancas o comunes. la Duncan v Marsh (Marsh seedles). Iin el
segundo grupo se engloba las variedades pigmentadas. como la Burgundy. la Ruby (Ruby
red. Redblush, Henninger). la Star Rubvov la Thompson o Pink Marsh; que estan

adquiriendo mayor popularidad entre los consumidores.

Requerimientos edafoclimaticos

Es una especie subtropical. La calidad de la toronja esta asociada a una alta integral
térmica. En general. la temperatura se considera el factor ambiental mas importante en la
incidencia sobre el color del fruto tanto externo como interno. La forma del fruto depende
de la humedad relativa: las toronjas cultivadas en zonas tropicales o subtropicales tienen
una forma aplanada. mientras que los cultivados en zonas mas aridas tienen frutos
esféricos. Requiere importantes precipitaciones (alrededor de 1.200 mm). que cuando no

son cubiertas hay que recurrir al riego.

Es una especie davida de luz para los procesos de floracion v [fructificacion. que
tienen lugar preferentemente en la parte exterior de la copa y faldas del arbol. I's muy
sensible al viento, sufriendo pérdidas de frutos en precosecha por transmision de la

vibracion.
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En cuanto a los suelos son preferibles los arenosos o franco-arenosos. bien
drenados. profundos. frescos y sin caliza. con pH comprendido entre 6 y 7. No tolera la

salinidad. tanto de agua como de suelo.

Actividad biologica

El efecto biologico del IT se empezo a estudiar a raiz de la observacion de algunos
pacientes que se dieron cuenta que cuando ingerian ciertos medicamentos con JT. el efecto
del farmaco se incrementaba. o en otros casos disminuia. asi se empezaron a estudiar las
interacciones farmacologicas del JT Illegando a la hipotesis de que tenia algin efecto sobre
el citocromo P450. ya que los medicamentos con los que interactuaba se biotransformaban

en la 1soenzima CYP3A4.

A partir de ese echo la curiosidad de varios investigadores se incremento. hasta
llegar al campo de la Genética toxicologica donde se estudio el efecto del JT sobre el
citocromo P450 ya que en ésta superfamilia se biotransforman una gran candidad de
mutdgenos (21). Actualmente se siguen estudiando los posibles mecanismos de accion
antigenotoxica del JT. por otro lado existen algunos v antecedentes que han demostrado
individualmente efecto antigenotoxico de varios de sus componentes y del jugo completo,
pero aun estan en etapa experimental. A continuacion se dan los principales mecanismos

estudiados.
Actividad antigenotdxica

ELJT tiene contiene varios flavonoides y furanocumarinas que han demostrado tener
la capacidad de inhibir preferentemente algunas familias de isoenzimas del citocromo P450.
especificamente a las CYP3A4 v CYPIA2 (21). el principal lavonoide en el IT es la
naringina. de la cual se ha visto un efecto inductor sobre la Cyp3a4 (22). De tal forma que
al tener cierto efecto en estas enzimas la biotransformacion de genotoxicos indirectos no se
lleva acabo pudiendo ser eliminados sin que lleguen a ejercer su dafio al ADN con toda su

capacidad.



Actividad antioxidante

Otro mecanismo propuesto del jugo de toronja contra agentes genotoxicos es el que
adquiere por su capacidad como antioxidante que. como se ha mencionado. la
genotoxicidad provocada por agentes oxidantes como los RL al ADN es un mecanismo de

accion muy comun para muchos de estos agentes.

El JT contiene varias sustancias que por separado han demostrado ser antioxidantes.
tal es el caso de las vitaminas, A, C y [ dcidos hidroxicindmicos como ¢l telarico.
sinapico. p-cumarico v caféico. asi como oligoelementos como el Fe. Zn. Cu. Se. Mn v los
propios flavonides. como la naringina. (23.24.25.26.27). Efecto antioxidante que. dichos

compuestos. pueden ejercer directa o indirectamente.

Actividad sobre enzimas independientes del Citocromo P450

El JT puede inhibir a la 11-pB-hidroxiesteroide deshidrogenasa. la cual oxida al
cortisol para inactivar a la cortisona. de tal manera que en dosis altas el JT. puede producir
un incremento en el efecto minenalocorticoide. Induce a la quinona reductasa en células de
raton in virro. la cual tiene actividad anticancerigena. El aceite esencial de la toronja induce
un incremento de la glutation S-transferasa administrado por via oral en raton. enzima

antioxidante que se relaciona también en procesos antimutagénicos (21).
Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de la toronja se encuentra principalmente en la cascara.
en extractos. Se ha probado esta actividad principalmente contra bacterias Gram-positivas
ya que las Gram-negativas presentan mas resistencia: también el JT ejerce actividad

antimicotica ya que redujo hasta un 80% del crecimiento de Aspergillus parasiticus, A



toxocarium. A flavus v A orvzae var. effusus in vitro. Ademas inhibio significativamente el

crecimiento micelial v la germinacion de esporas en Penicilluim spp. y Altenaria spp.(21).

Actividad insecticida

El aceite esencial de la toronja ha presentado un control efectivo de los gorgojos
(Callosobruchus muculatus). asi como una disminucion en la produccion de sus huevos.
Contra la mosca comun (Musca domestica) y el mosquito (Culex pipiens) ha presentado

actividad insecticida contra las larvas y los adultos (21).

Actividad farmacologica

En cerdos que ingirieron alimento suplementado con toronja se observo una
reduccion de la concentracion sanguinea de colesterol. asi como una disminucion de
arteriosclerosis (28.29). la explicacion para tales efectos se ha atribuido a las pectinas
presentes en el jugo. las cuales adsorben las grasas v otros nutrientes. Ademas. ¢n ctros
estudios se ha demostrado que la naringina también reduce las concentraciones plasmaticas
de los triglicéridos. el colesterol total y de baja densidad. sin embargo. este efecto no se

observa en ¢l colesterol de alta densidad (30).



DAUNORRUBICINA

Caracteristicas generales

La Daunorrubicina (DAL, es un antibiotico antineoplasico producido por el hongo
Streptomyces peucetius var. caesius que se aislo en forma independiente por primera vez
por Di Marco. Dubost y col. en 1963. La IUPAC acepta los siguientes sinonimos: (85-cis)-
8-acetil-10-[(3-amino-2.-3.6-trideoxi-ct-L-lixo-hexopiranosil-)oxi| -7.8.9.10-tratrahidro-
6.8.11-trihidoxi-1-metoxi-5.12-naftacenediona;  daunomicina.  leucaemomicina (.
cerubidina y rudidomicina. Su formula es Cy7H20NOjy y tiene un peso molecular de 527.53
g/mol. y un pka de 8.2. Como antibidtico antraciclico posee una estructura de anillo de
tetraciclina con un azucar, la daunosamina, unida por un enlace glucosidico (figura 5). Por
su estructura quinona- hidroquinona. puede actuar como agente donador v receptor de
electrones. teniendo su actividad antitumoral por reduccion de un electron en su estructura
quinona. la cual puede ser catalizada por varias enzimas o reducida quimicamente por
agentes tales como borohidruro de sodio para formar el radical semiquinona. el cual. en
presencia de oxigeno molecular propicia la formacion de las ERO. (31: 32.33).

La DAU es muy atil en el tratamiento de leucemias linfocitica y granulocitica
agudas. se encuentra entre los farmacos mds activos para tratar la leucemia linfloblastica
aguda en adultos. en nifios se ha visto una gran actividad en tumores solidos y linfomas:
actualmente la DAU liposdémica ha tenido excelentes resultados contra tumores malignos

derivados de complicaciones en pacientes con SIDA en especial en el sarcoma de Kaposi.

Los efectos indeseables se muestran. esencialmente. en los tejidos mitdticamente
activos. como los del tracto digestivo (estomatitis v ulceracion aftosa. nauseas. colicos.
diarreas. etc.). la médula osea (mielosupresion). la piel v mucosas (mucositis. alopecia.
erupciones. urticarias. etc.). Del mismo modo. ocasiona fiebre y escalolrios. convulsiones.
lagrimeo. conjuntivitis, hiperpigmentacion de las ufias e hiperuricemia por lisis rapida de
las células atipicas. Como consecuencia deletérea mas trascendente de la DAU tenemos la

ejercida sobre el miocardio que pueden surgir al iniciar el tratamiento oncologico.
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cardiotoxicidad aguda. o bien de manera cronica, dependiente de la dosis total acumulativa,
teniendo como sintomas v signos: taquicardia. arritmia, disnea. hipotension. derrame
pericardico e insuficiencia congestiva. que pueden conducir al paciente a miocardiopatias

irreversibles (especialmente coronariopatias) (34).

Mecanismos de accion

Dentro de los efectos bioquimicos de la DAU se han encontrado diferentes
mecanismos de accion de los cuales algunos o todos pudieran intervenir en sus
manifestaciones tanto terapéuticas como cito y genotoxicas: intercalacion en las bases del
ADN. produccion de RL. union covalente a metabolitos reactivos. interaccion con

membranas y alquilacion.

e Intercalacion: En diferentes estudios han demostrado que la Dau tiene la habilidad de
intercalarse dentro del ADN. forma un complejo ternario con la topoisomerasa Il y ¢l
ADN. provocando errores en la replicacion ¢ de la transcripeion (35:36). pudiendo
traer consigo diferentes trastornos como los intercambios de cromatidas hermanas.
Estudios con rayos X y resonancia magnética nuclear. de un modelo del complejo
Dau-hexanucledtido. muestran que los oligonucledtidos forman seis pares de bases a
la derecha de la doble hélice con dos moléculas de Dau intercaladas en la secuencia
d(CpG). El croméforo tetraciclico esta orientado ortogonalmente a lo largo de la
dimension de los pares de bases. v el anillo que tiene el sustituyente aminoazucar
empuja hacia el interior del surco menor. Los sustituyentes en este anillo unen el
hidrogeno al par de bases por encima y debajo del sitio de intercalacion. El
aminoazucar casi cubre el surco menor, pero sin unirse al ADN. El complejo es
estabilizado por energia estdtica y por enlaces de hidrogeno a los grupos hidroxilo y
carbonilo del C-9 del anillo con el sustituyente. La Dau se une a ambas hebras de la
hélice de ADN. se intercala entre pares de bases adyacentes y altera la estructura
cromosomica. evitando el enrollamiento v plegamiento de las hebras de DNA.
prolonga el periodo G-2 del ciclo celular. reduce el indice mitotico ¢ induce

aberraciones cromosomicas (37.38).
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Produccion de RL: Uno de los mecanismos de dafio al ADN mas importante y
diverso es la transferencia quimica de electrones. La reduccion de un electron de la
antraciclina. catalizada por flavoproteinas como la NADPH-citocromo  P-450
reductasa. NADH deshidrogenasa v xantina-oxidasa. produce el radical de
semiquinona de la antraciclina (fig. 3) el cual puede transferir un electron al oxigeno
para regenerar la antraciclina y producir superéxido ( 02.). Ambos. el superoxido y
los radicales aniones de semiquinona de la antraciclina pueden generar el radical
hidroxilo ( OH) (fig. 4). Este ciclo de reduccion puede ocurrir en el citoplasma
(xantina-oxidasa). mitocondria (NADH deshidrogenasa). reticulo  endoplasmico
(NADPH citocromo p-450 reductasa) y ntcleo. asi como también por las bacterias de
nuestra flora normal mediante el ciclo enterohepatico. Cuando se une al ADN
nuclear. la Dau puede ser metabdlicamente activada para producir radicales libres que
danan al ADN. Otra prueba que respalda ¢l papel de los radicales libres en la
cardiotoxicidad inducida por antraciclinas es el efecto protector de los recolectores de
radicales libres como el alfa-tocolerol y la coenzima Q. que inhiben la

cardiotoxicidad sin interferir con el efecto antitumoral de la Dau (39).

o La formacion del complejo [érrico es un 111ccani.~';mn de formacion de
radicales libres dependiente de la quelacion de iones metalicos.
particularmente con el hierro. Por ser una hidroxiantraquinona. la Dau tiene
una alta afinidad por el hierro inorganico. Fe(lll) y tiene capacidad para
formar el complejo de coordinacion Dau-Fe(ll) en sistemas biologicos (fig
2). el cual se auto-reduce a Dau-Fe(ll) y en presencia de oxigeno se oxida a
Dau-Fe(1ll) y forma el radical superdoxido. que se dismuta a H202 entra a la
reaccion de Haber-Weiss o Fenton (fig. 4) catalizada por el radical Dau-
Fe(ll) y formar el *OH. Otro mecanismo de formacion de radicales libres
dependiente del complejo Dau-Fe(Ill) involucra la interaccion del complejo
con sistemas reductores. El complejo Dau-Fe(Ill) puede ser reducido
enzimaticamente por flavoproteinas como la NADPH- citocromo P-450

reductasa o por el glutation (GSH) a Dau-Fe(ll). esto es. sin una
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semiquinona intermediaria. v reaccionar con oxigeno para formar un radical
superoxido. el cual. después de la dismutacion a H202. prosigue con la
reaccion de Haber-Weiss (fig. 4) catalizada por el complejo Dau-Fe(1l) v
forma radicales hidroxilo. los cuales provocan ruptura de cadenas de ADN
(40). En resumen. la interaccion de la Dau con el hierro estimula
notablemente la produccion de radicales libres. Ademas, las reacciones de
transferencia de electrones intramoleculares. propias de los intermediarios
semiquinonicos generan otros radicales. y por ello surgen agentes de

alquilacion.

Figura 2. Complejo Fe(lll)-daunorrubicina (40).

Alquilacion: En ausencia de oxigeno la semiquinona ¢s convertida a su metabolito
C7-desoxiaglicona. el cual no es farmacologicamente activo. Sin embargo. su
tautomero. la C7-metilquinona es un agente alquilante de ADN (fig 3) (39).

Interaccion con membranas: Esta antraciclina también puede reaccionar con las
membranas celulares. especialmente con los lipidos. alterando sus funciones: lo cual
esta muy ligado a su actividad antitumoral y a su cardiotoxicidad. va que se producen

RL derivados de la lipoperoxidacion.
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Figura 3. Mecanismos de activacion de la
daunorrubicina. formacion de radicales libres vy sus

implicaciones bhiologicas.
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20;* 2H" ~H0,* O, o; *Fe" — 0,* Fe”
H,0,*0; —= OH*OH *O, HO,* F&' —= ‘OH* OH ¥ Fe”

Reaccion de Haber-Weiss Reaccion de Fenton

Figura 4. Formacion del radical hidroxilo

Farmacocinética

La DALU se administra generalmente por via intravenosa y desaparece rapidamente
del plasma humano. Las principales reacciones involucradas en el metabolismo de la Dau
en humanos se presentan ¢n la figura 5. LI principal paso metabolico es su reduccion a
daunorrubicinol. un agente citotoxico activo, esta reduccion es catalizada por aldo-ceto
reductasas citoplasmaticas dependientes de NADPH encontradas en todos los tejidos
analizados. L.a DAU y su forma reducida son substratos de glucosidasas microsomales
presentes en la mayoria de los tejidos. Estas enzimas hidrolizan a la DAU en agliconas
inactivas y el aminoazucar libre. Las agliconas son demetiladas. conjugadas con sulfatos y
ésteres glucoronido. v excretados principalmente en la bilis y la orina. Despucs de la
inyeccion intravenosa. los niveles plasmaticos de DAL disminuyen rapidamente conforme
el farmaco es distribuido en los tejidos. La curva de desaparicion de la DAU es trifasica.
con un t Y2 inicial de unos 12 mimutos. un ' intermedio de unas 3.3 horas v un valor
terminal aproximado de 30 horas. Hay rapida acumulacion farmaco en el corazon. los

rifones. los pulmones. el higado y el bazo. pero no parece cruzar la barrera

hematoencefalica (35).
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Figura 5. Principales rutas metabolicas de la daunorrubicina en humanos.
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INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS

Para detectar las mutaciones v por ende el efecto de los agentes genotoxicos 3
antigenotoxicos se han empleado diferentes sistemas de prueba. las cuales sen casi tan
numerosas como los dafios que se desean detectar en el material genético. por ejemplo.
dentro de las pruebas citogenéticas se encuentran las aberraciones cromosomicas. donde se
detectan los cambios morfologicos de los cromosomas. por otro lado los métodos de
ingenieria genética permiten distinguir hasta el error en una sola base de la secuencia en ¢l

ADN.
Definicion

La prueba de intercambios de cromatidas hermanas (ICH). es una técnica muy util
para detectar compuestos genotoxicos. ya que se puede evaluar el dafio al ADN mediante el
incremento en la frecuencia de ICH. que se pueden definir como el intercambio de
segmentos homologos o casi homologos. simétricos v equivalentes entre las cromatidas de

un mismo cromosoma (41).
Antecedentes

La primera en percatarse de la existencia de los 1CH fue McClintock en 1938,
cuando observo que los cromosomas en anillo podian. eventualmente. originar anillos
dicéntricos. Fue en 1958 cuando Tylor y col. demostraron y publicaron la existencia de ICH
usando timidina tritiada durante ¢l primero de dos ciclos de division sucesivos. en las
células de la raiz de  Crepis  capaluris  (42).  analizando  citologicamente  las
microautorradografias observaron intercambios de segmentos entre una cromatide marcada
yotra no marcada. Afios mas tarde los intentos para detectar la sintesis de ADN. vy junto
con ella a los ICH. se basaron en la incorporacion en el ADN de un dtomo pesado y
polarizable como el bromo en forma de un andlogo de base. la 5-BrdU. que pudiera ser
detectado por la perturbacion a estados excitados de dicho sustitiyente y que. por tanto.

mostrara las propiedades luminiscentes de €l o los colorantes apropiados. unidos al ADN.
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Los primeros experimentos de este  tipo se realizaron a mediados de 1972 por
investigadores como Latt y Sugivama (43). centrandose en el uso de la quinacrina v sus
derivados. principalmente debido a la capacidad de estos compuestos de producir patrones
de bandeo de cromosomas en metafase. Sin embargo. debido a que no habia un marcado
efecto entre la sustitucion de la 5-BrdU y la fluorescencia de la quinacrina sdio se pudo
continuar con este procedimiento hasta que Grapp v Hilwigo encontraron nuevos colorantes
como los bisbencimidazoles. Mds tarde se comprendio que dichos bisbencimadazoles al
unirse al ADN podian ser reducidos por la sustitucion de 5-BrdU v que dicho efecto podria
servir para la deteccion citologica de la incorporacion y por tanto de la sintesis de ADN.
Poco después se observo que la emision de fluorescencia del Héechst 33258 al unirse a la
5-BrdU incorporada al ADN era inestable a la iluminacion repetida y que las células

sustituidas con 5-BrdU y expuestas al colorante eran claramente sensibles a la luz.

Debido a que el método original de Latt requeria entonces un microscopio de
fluorescencia y que ademads esta fluorescencia se extingue rapidamente. Perry v Wolf en
1974 propusieron un muevo método utilizando ademas de la 5-BrdU. el colorante de
Giemsa v la exposicion de las preparaciones a un buffer caliente de citratos saturada. con
esto obtienen preparaciones que duran mucho tiempo y que no requieren microscopio de
fluorescencia. en donde se pueden observar en células en mitosis de un segundo ciclo
celular a partir de la incorporacion de 5-Brdl! los intercambios entre cromatidas hermanas

teniendo una cromatida mejor tefiida que la otra (42).

Formacion de los intercambios de cromatidas hermanas

Hasta la fecha. no esté claro el significado bioldgico ni el mecanismo de formacion
de los ICH. aunque en la mayor parte de las células se encuentran en forma basal. en los
humanos el intervalo varia de entre 2 a 20 ICH/metafase con una media de 5 a 8 (1).
Especialmente los agentes productores de rupturas. aductos. uniones cruzadas v los
implicados directa o indirectamente en con el proceso de replicacion son los que aumentan
la frecuencia de ICH. Se ha observado que los agentes que luncionan durante la fase S del

ciclo celular son buenos productores de ICH. fendmeno que se correlaciona con la



produccion de mutaciones puntuales y de citotoxicidad. Por otra parte. aquellos agentes que
provocan una inhibicion del inicio del replicon en la misma fase del ciclo producen una

baja frecuencia de ICH (44).

La existencia de 1CH en una célula comienza durante la fase de sintesis de ADN.
cuando se termina esta etapa se observan cromosomas bivalentes y se mantienen en 2n
hasta la division de la célula en la cariocinesis. Durante la replicacion el ADN esta mas
expuesto. por consiguiente es cuando se le puede causar mayor dafo. Existen mecanismos
especializados encargados de proteger o bien reparar algin error en la sintesis del ADN. ya
sean espontineos o inducidos por agentes genotoxicos. algunos de ellos son los
involucrados en las rupturas de doble cadena. como la reunion de terminaciones no
homologas. el alineamiento de cadenas sencillas o la recombinacion homaéloga que actia en
la fase S tardia y G2. La mayoria de las aberraciones cromosomicas provienen de la

formacion de rupturas de doble cadena por la reparacion inapropiada (45).

En una revision que realizaron Tice v Hollander en 1989 (46). se encontraron varias
hipotesis de la formacion de los ICH. en donde. el mas aceptado hasta la fecha es el
propuesto por Robert B. Painter en 1980 al que llamo el modelo de Replicacion de 1CH
basado en la idea que los rompimientos de doble cadena son generados en la conjuncion
entre un replicon completamente duplicado y otro parcialmente duplicado. Painter sugirio
que el daio que involucra la detencion en la progresion de los origenes de replicacion
provoca una sincronia en la replicacion de dichas unidades lo que incrementa la posibilidad
de dobles rupturas después de que una unidad haya terminado su replicacion (47). A partir
de esta teoria se ha podido inferir la participacion de diferentes enzimas o proteinas
involucradas en la replicacion ( Helicasa. Topoisomerasa 1l. ADN-polimerasa. et¢) que
pudieran dar origen a los ICIT ya sea por la accion erronea de una de ellas. o de varias

secuencialmente.

Otra hipdtesis. trata de explicar la formacion de ICH desde un punto fisiologico.
donde se encuentran implicados los genes RAD, los cuales dan origen a proteinas cono la

Rad 51. Rad 52. Rad 54. involucradas en la reparacion de danos de rupturas de doble



cadena por medio de la recombinacion homdloga. Se ha probado en ratones Knock-out gue
cuando se carece del gen RAD 54. los embriones son mas sensibles a la radiacion ionizante
v a los agentes alquilantes ya que la proteina que codifica es necesaria para el proceso de
reparacion. Con esto nos sugieren que el entrecruzamiento de las cromatidas hermanas
proveniente de la recombinacion homologa. no produce rearreglos deletéreos en el
cromosoma, es un evento comun que se prefiere al entrecruzamiento con el cromosoma
homologo. ya que esto puede acarrear pérdidas de heterocigocidad por conversion génica.
Los entrecruzamientos entre las cromatidas hermanas resultan en un ICH a nivel

cromosomico (48).

FUNDAMENTO

Es posible evidenciar citologicamente la presencia de los ICH mediante una tincion
diferencial de las cromatidas hermanas. siempre y cuando la célula se encuentre en
metafase: esto se logra. mediante la incorporacion de la 5-BrdU. la cual es andlogo de la
timina con basa a la propiedad del ADN de replicarse semiconservativamente. asi en un
primer ciclo de division celular. detenido en metafase. los cromosomas bivalentes tienen
una cadena de ADN sustituido con 5-BrdU y otra normal. después de dos ciclos de division
se obtienen cromosomas que presentan en una de sus cromatidas las dos cadenas de ADN
substituidas con 5-BrdlU, mientras que en la otra cromdtida se mantiene una cadena de
ADN con timina. es decir. sin 5-BrdU: por ultimo en una tercera division se tienen varios
cromosomas con sus dos cromatidas sustituidas completamente con 5-BrdU y algunos ctros

iguales a los de segunda division.

Al tener a las metalases con estas condiciones se adiciona el fTuorocromo Hoescht
33258. que se compleja con la 5-BrdU creando un compuesto fotosensible, exponiéndose
después a luz ultravioleta produciendo una fotolisis. para asi tefirlos con el colorante de
Giemsa, lo que da como resultado un patrén de tincion especilico pudiendo diferenciar a las
cromatidas que contienen una cadena normal de ADN (mas tefiida) de las cromatidas que

tienen sus dos cadenas de ADN sustituidas con 5-BrdU (menos tefiida), de tal manera que



es posible diferenciar a las metafases de primer a, segunda y tercera division (figura
6), asi como los ICH en metafases de segunda division (figura 7).

Primera division Segundé division Tercera divisiéon

Figura 6. Cromosomas tefiidos diferencialmente.



Metafase de segunda division
f Intercambio de cromatidas hermanas

Figura 7. Intercambios de cromatidas hermanas.



JUSTIFICACION

Los seres vivos estamos expuestos constantemente a la accion de diversos agentes
genotoxicos. los cuales pueden llegar a ocasionar multiples alecciones como el desarrollo
de enfermedades cronico degenerativas, entre ellas el cancer. razones por las cuales es
necesario identificarlos y caracterizarlos. para asi establecer estrategias eficientes con el fin
de evitar y/o reducir el dano genético. El uso de sustancias de uso comun que protejan al
ADN. puede ser una opcion eficaz y sencilla de implementar. aunque como cualquier
antigenotdxico, aunque existen limitantes para su uso. como son su especificidad o su dosis.
de tal manera es importante estudiarlos para conocer contra que tipo de mutagenos ejercen
su efecto. poder establecer en un futuro la dosis terapéutica. y asi evaluar globalmente los

riesgos v beneficios en su uso.

Considerando que el jugo de la toronja contiene sustancias que individualmente han
demostrado poseer actividad antimutagénica. y que no se han realizado estudios que
evalten la capacidad antigenotoxica del JT como una mezcla compleja. que es como se

consume, propusimos este estudio.

Ademas. el JT es un claro candidato para capturar radicales libres, en vista de que
posee gran cantidad de vitaminas, en especial la vitamina C. polifenoles y elementos traza.
cuya capacidad antioxidante se ha confirmado individualmente. Considerando estos datos
es que se selecciond a la daunorrubicina para determinar si su genotoxicidad puede
inhibirse con la toronja hecho que indicaria la participacion de su mecanismo de ac:ion

como antimutageno.

Tl
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la antigenotoxicidad y anticitotoxicidad del jugo de toronja frente al dano

ocasionado por la daunorrubicina.

PARTICULARES

Determinar la genotoxicidad generada por la daunorrubicina mediante la frecuencia
de intercambios de cromatidas hermanas.

Determinar la citotoxicidad producida por la daunorrubicina mediante la evaluacion
del indice mitético y el tiempo promedio de generacidn.

Establecer la antigenotoxicidad del jugo de toronja sobre el dafo ocasionado por la

daunorrubicina.

Evaluar el efecto anticitotoxico del jugo de toronja al enfrentarlo a la daunorrubicina,



METODOLOGIA

ELABORACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

Jugo de toronja: se ocupd para el experimento una sola toronja (Citrus padisi var
Ruby Red). proveniente de Albericias Veracruz, La extraccion del jugo se hizo cortando
con un cuchillo de plastico una parte de la ciascara lo suficientemente grande para extraer
solo un gajo de la toronja. al extraerlo se exprimio con ayuda de una gasa obteniendo asi su
jugo. el cual se utilizé Unicamente para la administracion de un lote experimental.
posteriormente se extrajeron los gajos necesarios para los demas lotes teniendo la

precaucion de tomar los gajos no expuestos a la luz ni al aire.

Comprimidos de 5-bromo-2’-desoxiuridina (5-BrdU): se utilizd el reactivo
comercial de la empresa SIGMA; se pesaron 45 g del compuesto para cada comprimido. los
cuales se realizaron con una prensa manual ejerciendo una presion de 28 Ib por 3 segundos
para posteriormente recubrirlos de parafina en un 60% aproximadamente de su superficie.
Los comprimidos fueron hechos un dia antes de empezar el experimento manteniéndolos

protegidos de la luz.

Daunorrubicina: se utilizé el medicamento comercial Rubilem™ del laboratorio
Lemery. presentacion liofilizada solucion inyectable que contiene 20 mg de clorhidrato de
daunorrubicina. a partir de la cual se realizaron los pasos correspondientes para administrar

a los ratones la dosis de 1 mg/kg de peso.

Colchicina: se utilizo el reactivo comercial de Sigma C-9754. de la cual se preparo
una solucion de 900 pg/ml. para administrar una dosis de 7.5ug/g de peso a los ratones por

via intraperitonial en agua destilada.

KCl: se preparé una solucion de 0.075M al disolver 1.3979 g de la sal de KCI de

Sigma en 250 mL de agua destilada.
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Solucion de Héechst: se utilizo el fluorocromo de Sigma 32258. del cual se prepard
una solucion de concentracion 107 M. de esta solucion se tomd un ml. v se le adicionaron 9
ml. de agua destilada y 10 ml. de buffer de diferenciacion: con esta altima solucion se

realizo la tincion diferencial.

Buffer de diferenciacion: se disolvieron 1.18 g de citrato trisodico dihidratado en 50
mL de agua destilada, y se titulé hasta un pH de 7 con una solucion de fosfato de sodio

monobésico preparada con 1.221 g de en 10 mL de agua.

Giemsa: se tomaron 5 mL del colorante 9204 de Merck. junto con 5 mL de buffer de

fosfatos a pH= 6.8 v 40 ml. de agua destilada.

METODO

Para realizar la téenica de intercambios de cromatidas hermanas (ICH). se utilizaron
ratones machos de la cepa NIH de 23 a 25 g de peso. los cuales [ueron donados por ¢l
Instituto Nacional de Higiene. SSA. Los animales estuvieron en observacion en las
instalaciones del Laboratorio de Genética durante un periodo de 7 dias antes de iniciar el
experimento: en este tiempo v durante el experimento los ratones se mantuvieron en cajas
metdlicas con cama de aserrin. confinados en un cuarto con temperatura controlada entre 21
v 24 "C. v tuvieron libre acceso al alimento v agua. Los animales se dividieron de forma

aleatoria en 0 lotes con 3 ratones cada uno como se muestra en la Tabla [.



Tabla I. Administracion de los lotes experimentales.

LOTE COMPUESTO 1 DOSIS (WL/g) | COMPUESTO2 | DOSIS (mg/kg)
1 Agua - - -
2 - - DAU i
3 Jugo de toronja 41.6 - e
4 Jugo de toronja 4.1 DAU 1
5 Jugo de toronja 20.8 DAU 1
6 Jugo de toronja 41.6 DAU 1

Al inicio del experimento. a los ratones del primer grupo se les administro por via
oral agua destilada para asi fungir como testigo negativo. un grupo mas se trato con DAL,
via intraperitonial (1 mg/kg). es decir el testigo positivo. A otro grupo solo se le administro
JT (41.6 pl/g). mientras que a los tres grupos restantes se les administro el jugo de toronja
via oral en las dosis de 4.1, 20.8 y 41.6 pul/g mas DAU (1 mg/kg) una hora después via
intraperitonial respectivamente. Treinta minutos después de la administracion de la DAL
se anestesio a cada raton con éter por inhalacion. v se procedio a realizar una pequeiia
incision en la region lateral del raton, entre el 4" v 5% espacio intercostal. para implentar
subcutineamente la tableta de 5-BrdU: por altimo. se colocd una grapa en el lugar de la
incision para evitar la salida de la tableta. A las 22 horas de implantada la tableta de 5-
BrdU. se les administré colchicina por via intraperitoneal a una dosis de 7.5 pg/g.
Concluidas las 24 h del implante. los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical ¢
inmediatamente se les disectaron ambos fémures con la finalidad de obtener su médula
osea. la cual fue extraida mediante una solucion hipotonica de KCI 0.075 M a 37"C. donde

permanecieron en incubacion por una hora.



Obtencion de metafases

Al término de la incubacion. los tubos se centrifugaron a 1500 rpm durante 10
minutos y se retird el sobrenadante. Se resuspendio el paquete celular realizando la fijacion

con 8 mL de una solucion de metanol-acido acético (3:1). Se repitio la fijacion 2 veces mas.

Las preparaciones cromosomicas se realizaron sobre portaobjetos perfectamente
limpios v desengrasados con etanol, dejandoles caer dos o tres gotas de la suspension
celular a una altura aproximada de 60 cm, secandolas inmediatamente por flameo (de 1 a 2
seg) y después al aire. Posteriormente se procedio a realizar la tincion diferencial de los

ICH.

Tincion diferencial

Se colocaron en cada laminilla 5 6 6 gotas de la solucion de Haechst las cuales se
expandieron con un cubre objetos y se mantuvieron en oscuridad por 25 minutos.
Posteriormente se adiciono buffer de diferenciacion alrededor del portaobjetos suficiente
para humedecer toda el area del mismo. El paso siguiente fue exponer las laminillas a luz
negra por 90 minutos, a una distancia no mayor de 1 cm de la lampara. Terminado este
tiempo se retiraron los cubreobjetos de las preparaciones por inmersion en un vaso de

precipitados con agua destilada y los portaobjetos se secaron al aire.

Las laminillas se sumergieron en solucion salina de citratos a 60°C por 15 minutos.
se enjuagaron por inmersion en agua caliente y luego en fria. secandolas al aire. Por ultimo

se tifieron con el colorante Giemsa preparado durante 12 minutos.



Analisis microscopico

Para cada uno de los ratones en estudio se llevo a cabo el siguiente analisis
microscopico:

-Determinacion de la frecuencia de ICH en 30 metafases de segunda division.

-Evaluacion de la cinética de proliferacion celular (CPC) en 100 metafases
contabilizando el numero de mitosis en primera. segunda y tercera division: para
posteriormente calcular el tiempo promedio de generacion (1PG).

-Evaluacion del indice mitotico (IM). contabilizando las células en division dentro
de 1000 células.

Por ultimo se realizo el andlisis estadistico con la prueba de analisis de varianza

(ANOVA = 0.05) y la prueba de comparaciones multiples Tukey-Kramer.



RESULTADOS

ENSAYO ANTIGENOTOXICO

El pardametro que se cuantifico en este ensayo fueron los ICH. los cuales se ha
demostrado ampliamente que se pueden inducir por agentes toxicos para el ADN. en
especial aquellos que forman aductos. rupturas y/o que interfieran con la replicacion, por lo
que es un parametro muy Otil para detectar compuestos mutagénicos (41). Los frecuencia
de ICH se cuantifico en 30 células de la médula dsea en las metafases que se encontraron

en el segundo ciclo celular por raton. valores que se reportan en la figura 8.

Con lo que respecta al lote administrado sdlo con agua destilada, se puede obscivar
que presenté una frecuencia de ICH promedio de 2.808 por metafase. valor que se
encuentra dentro del valor normal de ICH. por lo que es un buen modelo para ser tomado

como testigo negativo (TN) para el experimento.

Referente al lote administrado con IT en la dosis mas alta utilizada la cual fue de
41.6 pl/g. se obtuvo una frecuencia promedio de ICH de 2.89. el cual es muy similar al del
TN y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. lo que sugiere que el J'T
en la dosis citada no fue capaz de incrementar la frecuencia de ICH. es decir. no ejercié un

efecto genotdxico.

Por otro lado. en el caso del lote tratado con una dosis de Img/kg de peso de DAL
se observo una dilerencia estadisticamente significativa con respecto al valor basal. va que
incremento la frecuencia de ICH en un 242 % con respecto al TN, obteniendo un valor
promedio de 6.9 ICH por célula. comprobandose con esto la genotoxicidad de éste
antineoplasico ya reportada. Con lo anterior se pudo utilizar para el ensayo ¢ste lote como
testigo positivo (TP) al haber ejercido la DAU a la dosis administrada su efecto genotoxico

significativamente.
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Con respecto a los resultados obtenidos para los lotes problema administrados con
DAU vy diferentes dosis de IT se comportaron de una manera muy similar: no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos. por el contrario las
diferencias se presentaron al compararlos con ¢ | TP v TN. como se describe a

continuacion.

El lote administrado con DAU y la dosis mas baja de JT ( 4.1uL/g). presentd un
valor promedio de ICH de 3.606. lo que representd una disminucion de la frecuencia de
ICH del 77.87 % con respecto al aumento provocado por el TP sobre ¢l valor basal. ¢s
decir. en este lote problema el JT redujo la genotoxicidad producida por la DAL ¢en la
magnitud mencionada. Para ¢l lote administrado con DAU y JT en la dosis de 20.8 pl/g. se
observo una proteccion del JT en un 80.64 % con respecto al dano ejercido por el TP. al
haber presentado un valor promedio en la frecuencia de ICH de 3.482 por célula. Por
ultimo el valor promedio de la frecuencia de [CH para el lote administrado con la dosis mas
alta de JT utilizado (41.6 pl./g). fue de 3.394 ICH por célula. lo que representa una

disminucion de la genotoxicidad del 82.73 % con respecto al dafio observado en el TP,

Por lo anterior, estos resultados sugieren que el JT en un intervalo amplio de dosis

ejerce proteccion sobre el ADN.
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Figura 8
Efecto del JT sobre la frecuencia de ICH en células de la médula ésea
de raton.

(TN) testigo negativo, (TP) testigo positivo, (JT3) jugo de toronja (41.6 uL/g), (DAU)
daunorrubicina (1mg/kg), (JTI+DAU) jugo de toronja (4.1 pul/g) mas daunorrubicina
(1 mg/kg), (JT2+DAU) jugo de toronja (20.8 ul/g) mas daunorrubicina (1 mg/kg),
(JT3+DAU) jugo de toronja (41.6 uL/g) mas daunorrubicina (1 mg/kg).

Diferencia estadisticamente significativa respecto al testigo positivo.
Diferencia estadisticamente significativa respecto al testigo negativo.
Pruebas de ANOVA y Tukey-Kramer (« = 0.05).



ENSAYO ANTICITOTOXICO

En el ensayo anticitotoxico los pardametros que se midieron fueron el indice mitdtico
(IM) vy la cinética de proliferacion celular (CPC). Para cuantificar el IM fue necesario
contar el nimero de células en metafase contenidas en mil células de la médula dsea. con
esto se puede observar la cantidad de células que estan en division. de tal manera que una
disminucion o un aumento en la cantidad metafases células. sugiere un efecto citotoxico

ejercido sobre las divisiones celulares.

Los resultados obtenidos en el IM presentados en la figura 9. no se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre ninguno de los lotes. es decir. la DAUL ¢l jugo
de toronja y sus combinaciones presentaron un valor promedio de 26.08 metafases en mil
células. de manera similar a la observada en el TN que fue de 23.8. Esto indica que el IT en
sus tres dosis administradas no fue citotoxico y la DAU en la dosis utilizada no inhibi6 la
division celular en la médula osea. por lo tanto. no fue posible evaluar ¢l eflecto

antigenotoxico del JT con este parametro.

Para determinar la CPC se cuantificaron cien metafases. clasificandolas como
metafases de primera. segunda y tercera division celular: con la media de éstos datos.
reportados en la Tabla 1. se calculo el TPG mediante la formula presentada en el pie de
figura (figura 10). el cual representa el tiempo promedio en que las células llevan a cabo un
ciclo celular. de tal manera que si las células retrasan o aceleran el TPG. por accion del
mutageno. esto indicaria citotoxicidad.

Los resultados del TPG mostrados en la figura 10 indican que el lote administrado
con DAU (12.0 h). presenté un retraso estadisticamente significativo con respecto al TN
(9.7 h). de aproximadamente 2 h v 20 minutos. Esto sugiere que la DAU gjercio

citotoxicidad. debido a éste aumento en ¢l TPG.



Por otra parte. en los grupos administrados con JT (4.1. 20.8 v 41.6 pl/g) mas DAU
v el grupo administrado solo con I'T (41.6 pl/g). el valor de 117G obtenido fue de 9.8, 9.5,
9.7 v 9.5 horas respectivamente. no presentando diferencias significativas estadisticamente
con respecto al TN, lo cual sugiere por un lado que el I'T la dosis mas alta utilizada no
ejerce efecto citotoxico. vy por otro lado que el JT ejercio efecto protector contra el dafio

producido por la DAU en las tres dosis utilizadas.

Tabla II. Cinética de proliferacion celular en células de la médula osea en raton.

LOTE Metafases de 1* Metafases de 2* Metafases de 3"
division (%) divisién (%) divisién (%)

TN 15.8 41.6 42.6

TP 41.2 344 244 I
JT (41.6 mL/g) 14 40 46

JT1(4.1 mL/g) +DAU 17 40.6 424
JT2(20.8 mL/g)+DAU 16 39.8 442
JT3(41.6 mL/g)+DAU 16.4 40.6 43
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Figura 9
Efecto del JT sobre el indice mitético.

(TN) testigo negativo, (TP) testigo positivo, (JT3) jugo de toronja (41.6 pL/g), (DAU)
daunorrubicina (1mg/kg), (JT1+DAU) jugo de toronja (4.1 uL/g) mas daunorrubicina (1
mg/kg), (JT24DAU) jugo de toronja (20.8 pL/g) mas daunorrubicina (1 mg/kg),
(JT3+DAU) jugo de toronja (41.6 ul./g) mas daunorrubicina (1 mg/kg).

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales. Pruebas de ANOVA y Tukey-Kramer (a = 0.05).



Figura 10
Efecto del JT sobre el tiempo promedio de generacion en células de la
médula ésea de ratén.

(TN) testigo negativo, (TP) testigo positivo, (JT3) jugo de toronja (41.6 uL/g), (DAU)
daunorrubicina (1mg/kg), (JT1+DAU) jugo de toronja (4.1 pl/g) mas daunorrubicina
(1 mg/kg), (JT2+DAU) jugo de toronja (20.8 pul./g) mas daunorrubicina (1 mg/kg),
(JT3+DAU) jugo de toronja (41.6 pL/g) mas daunorrubicina (1 mg/kg).

pPiferencia estadisticamente significativa respecto al testigo positivo.
Prucbas de ANOVA y Tukey-Kramer (o= 0.05).

No. horas de BrdU
(1(M1) + (2)(M2) + (3)M3)

En donde: (BrdU) 5-bromo-2’-desoxiuridina; (M1) Metafases de primera division (M2)
Metafases de segunda division; (M3) Metafases de tercera division.

TPG =
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DISCUSION

Hasta el momento. existen suficientes evidencias para relacionar que el dafo
producido por diferentes xenobidticos sobre el ADN. son parte importante en el desarrollo
de multiples enfermedades. que pueden presentarse en cualquier etapa de la vida desde los
dafios a nivel gestacional hasta las relacionadas con el envejecimiento. como son el ciancer
v los padecimientos cardiovasculares. enfermedades cronico degenerativas que son las

principales causas de muerte en los seres humanos (49.50).

Dentro de los principales agresores de las biomoléeulas. incluido el ADN. se
encuentran los RL. los cuales al producirse dentro del organismo. ya sea por razones
fisiologicas o patologicas. atacan indiscriminadamente a las biomoléculas causandoles
dano. que si no es controlado a nivel molecular. celular o sistémico. el organismo entra en

estrés oxidativo y eventualmente puede traducirse en los padecimientos antes mencionados.

Las ERO se encuentran dentro de los principales Rl son  producidos
endogenamente de manera normal. pero también pueden ser inducidos por diferentes
xenobioticos. es decir agentes que pueden incrementar la formacion de las 1RO, de maaera
independiente o en conjunto con el efecto oxidante que puedan presentar por si mismos

(51).

Una estrategia util para evitar el daiio caudado por oxidantes. o en general ¢l dano
producido por cualquier xenobidtico. es el uso de sustancias quimioprotectoras. las cuales
provienen principalmente de los alimentos. Por ejemplo. existen evidencias
epidemiologicas que indican que un alto consumo de frutas y vegetales. ricos en
antioxidantes. se relaciona de forma directa con una reduccion en la incidencia del cancer
(2. 52). Refiriéndonos a la estabilidad genomica. la ingesta adecuada de nutrientes en la
dieta es un factor determinante. ya que se ha demostrado que la deficiencia nutricinnal

puede incrementar la incidencia de lesiones en el material genético, esto debido a que los
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sustratos v los cofactores son importantes en procesos bioquimicos utiles para la proteczion

y conservacion del ADN (53).

Por lo anterior se estan vy se han realizado un importante namero de investigaciones
tanto para evaluar la capacidad protectora de varios alimentos como de algunos de sus
componentes principales. tal es el caso del té verde y el negro. el café. el chocolote. la

manzanilla, la clorofilina. el acido nordihidroguayarético. etc. (54. 55. 56. 57).

Con relacion al JT se ha visto que contiene sustancias que han comprobado tener
capacidad antioxidante. actuando como agentes interceptores de RL y agentes electrofilos.
tal es el caso de los flavonoides. terpenos. acidos hidroxicinamicos. vitaminas v
minerales(23. 24. 25, 26. 27. 51. 58): por ejemplo: la vitamina E tanto in vive como in vitro
intercepta a los radicales semiquinona e hidroxilos (59). la vitamina C in vive actia como
un interceptor de radicales formando el radical hidroascorbato que es muy poco reactivo
(60). por otro lado también se ha comprobado el efecto antigenotoxico de varios de sus
componentes, por ejemplo: la vitamina C en dosis de 700 mg/kg redujo en un 50.04% la
induccion de ICH in vivo por la accion de la mitomicina C (2mg/kg) (61). la naringina en
dosis de 50. 250 y 500 mg/kg redujo en promedio un 46.6 % el efecto genotoxico de la
ifosfamida y en un 39.5 % ¢l clecto del metil-metanosulfonato. evaluado con la prucha de
micronticleos (21). con esta misma técnica la naringina redujo hasta en un 56 % ¢l dano
genotoxico de la DAU en dosis de 2.5 mg/kg (62). mediante ¢l ensayo cometa: esle
flavonoide redujo el dafio producido por la DAU en un 45 %(63). con la téenica de ICIT in
vivo y con JT. se observo una reduccion del dafio genotoxico hasta en un 72% contra la

ifosfamida (64), y hasta en un 56 % contra el metil-metanosulfonato (65).

ENSAYOS ANTIGENOTOXICOS Y ANTICITOTOXICOS

Efecto genotdxico vy citotoxico de la daunorrubicina

La DAU fue el agente mutageno elegido para este ensayo. debido a que la mayor

parte de sus mecanismos de accion son buenos inductores de ICH. y que en general ha
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actuado como un buen agente inductor de cito v genotoxicidad en ensayos de este tipo (57.
62). En la clinica la DAU es utilizada para el tratamiento de leucemias (66), es decir. tiene
un potente efecto citotoxico sobre la médula dsea. Por otro lado la DAU es un productor de
RL. como lo son en general todas las antraciclinas. familia a la que pertenece este
antineoplasico (36). Se puede inferir que la produccion de RL es el principal mecanismo de

accion de la DAU. ya que puede ser producirlos mediante varias vias:

e Por la reduccion de la antraciclina al anion semiquinona la cual en presencia de
H>0; produce el radical *OH. también en presencia de oxigeno molecular la
semiquinona produce ERO, por ultimo el radical semiquinona se puede unir
covalentemente a diferentes biomoléculas. de las cuales cuando se une a las
membranas provoca lipoperoxidacion. proceso que también se origina po: las
ERO ya inducidas. produciendo radicales epoxidos. hidroperdxidos. alcoxidos v
peroxilos lipidicos. todos ellos con capacidad genotoxica y citotoxica (67. 68).

e  Sin una semiquinona intermediaria la DAU por ser una hidroxiantraquinona,
tiene alta afinidad por el Fe’* formando el complejo de coordinacion DAU-
Fe(I11). el cual al reducirse y en presencia de oxigeno forma las ERO (39).

e LaDAU al intercalarse en el ADN per se causa genotoxicidad. pero se sabe que
la oxidacion de las antraciclinas puede llevarse a cabo en el citoplusma. ¢l
reticulo endoplasmico. la mitocondria v particularmente en ¢l nicleo por ésta

union al ADN con lo que la DAU puede ser activada en ¢l (38),

La dosis de DAU que se utilizdé en este ensavo fue de 1 mg/kg de peso. se
obtuvieron resultados satisfactorios (6.9 ICH por metafase). los cuales estan de acuerdo a
los datos referentes a la genotoxicidad del compuesto. Con un estudio similar evaluaron el
efecto de la DAU en la misma dosis en ensayo cometa (56). y demostraron que es un
compuesto genotoxico. El ensayo cometa evalia la genotoxicidad de los xenobioticos a
través de las rupturas de las cadenas de ADN. Por otro lado. Martino y cols. (62).
determinaron la genotoxicidad de la DAU en una dosis de 2.5 mg/ kg de peso. con el
ensayo de microntcleos. obteniendo una induccion favorable de ¢stos. lo cual es

congruente con nuestros resultados, debido a que los ICIH es una prueba mas sensible que
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los micronticleos. y por lo tanto para un microntcleo es necesario una dosis mas alta que

para producir [CH.

En la evaluacion del efecto citotoxico la dosis utilizada de DAU en este
experimento no fue suficiente para observar tal efecto. como se observo en los resultados:
el grupo tratado con DAL presento diferencia estadisticamente significativa con el TN en el

IM. es decir. la DAU en dosis de | mg/kg inhibid la cantidad de metalase observadas.

Sin embargo. al evaluar la CPC y el TPG la DAU produjo un retraso en el tiempo
que se lleva acabo un celular. El echo de que la DAU no afecto el IM. pero si el TPG
sugiere que la DAU en la dosis administrada (1 mg/kg) resultd ser insuficiente para
producir en 24 horas un efecto citostatico visible mediante el numero de células en division
de la médula ésea. no obstante éste efecto se empezd a dar. ya que el tiempo que estin
tardando las células en completar el ciclo celular es mayor. es decir, les esta costendo
mayor esfuerzo a las células de la médula dsea completar su proceso mitdtico. pero la

induccion de division de éstas sigue manteniéndose constante.

Efecto genotoxico y citotoxico del jugo de toronja

Las dosis utilizadas del JT fueron de 4.1. 20.8 y 41.6 pl./g de peso. lo que equivale
respectivamente a 1. 5 y 10 vasos de JT consumido por un individuo de 60 kg. ahora bien.
para este ensayo solo se utilizo la dosis mas alta (41.6 ml./g) para observar la posible
citotoxicidad. asi como la posible induccion de ICH que pudiera presentar. es decir la
genotoxicidad. ya que en estudios previos se ha comprobado que el JT a las dosis utilizrdas
para este ensayo carece de dichos efectos (64. 65). De esta forma se comprobo nuevamente
la condicion inocua del J'T en un estudio agudo.

Por otra parte. el hecho de que el JT en la dosis mas alta no presento efecto
genotoxico ni citotoxico en este ensayo es muy favorable. ya gque algunos compuestos que
han mostrado una alta capacidad genoprotectora en dosis bajas. pero a dosis elevadas. se
observa el efecto contrario, es decir. se presenta genotoxicidad. por ejemplo. la vitamina C

induce la formacion de ICH in vitro ¢ in vivo y modifica la proliferacion celular (69: 70): ¢l
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acido nordihidroguayaretico incrementa ligeramente los ICH (54). flavonoides como la
quercetina. el kaemferol y la genisteina funcionan como venenos para la topoisomerasa II.
actiian como agentes clastogenos v favorecen la recombinacion cromsomica (71). o efectos
citotoxicos como los producidos por la activacion de la via de las caspasas. lo que lleva a

las células al proceso de apoptosis (72).

Sin embargo aunque a la naringina (flavonoide mayoritario en la toronja). no se le
han encontrado efectos genotoxicos o citotoxicos en ensayos agudos en altas dosis (22. 63).
conviene sefialar que algunos compuestos contenidos en el JT si lo presentan. tal es el caso
de la vitamina C. sin embargo. una explicacion para nuestros resultados, donde no se
observo que el JT produjera genotoxicidad en la dosis de 41.6 pL/g. es que la concentracion
de vitamina C no alcanza el umbral requerido para producir genotoxicidad o citotoxicidad.
en el ensayo agudo: v por otro lado. seria conveniente evaluar este factor en investigaciones
futuras de tipo subcrdnico o cronico. para evaluar los efectos del JT en estudios a mediano

o largo plazo.

Efecto antigenotoxico y anticitotoxico del jugo de toronja

El efecto antigenotoxico del JT contra la induccion de ICH en médula dsea
producida por la DAU en este ensayo. como se puede observar en los resultados
experimentales. es muy evidente. ya que en las tres dosis probadas se obticne una
proteccion elevada: explicitamente con la dosis de 4.1 pl./kg disminuyo en 77.87 % la
frecuencia de ICH producidos por la DAU. en la dosis de 20.8 pl./g la inhibicion fue de
80.64 % y en la dosis de 41.6 pl/kg. el JT redujo en un 82.73 % la genotoxicidad de la

antraciclina.

En términos practicos se puede decir que la proteccion fue la misma para las tres
dosis. o sea. se obtuvo la misma proteccion con la dosis mas baja utilizada (equivalente a 1
vaso de jugo) asi como con la dosis mas alta utilizada (equivalente a 10 vasos de jugo). lo
que resulta ser muy conveniente en agentes quimioprotectores, ya que por un lado se evita

llegar a dosis en donde per se. se obtengan efectos no deseados: y por otro. se obtenga una
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buena proteccion mediante una ingesta facil de adquirir por costos v disponibilidad: u otra
opcion es en el tratamiento del cancer con quimioterapias y radiaciones en donde los
pacientes sometidos a dichos tratamientos cuando se les administran antioxidantes aparte de
soportar mejor la terapia. perder menos peso y en general tener mejor calidad de vida: han
demostrado tener un efecto sinérgico con el tratamiento, salvo en algunos casos especificos

(73).

Se han evaluado otros antimutiagenos constituidos de varios compuestos que
presentan actividad antigenotoxica. tal es el caso del ¢ verde. que contiene varias
sustancias con dicha actividad. dentro de los cuales se encuentran sus flavonoides: la (-)-
epigalocatequina. la (-)-epigalocatequina-3-galato y la (-)-epicatequina galato. Sin embargo
el efecto antigenotoxico de los tés es mayor al de sus flavonoides evaluados por separado.
lo cual ha sugerido que existe sinergismo entre estos compuestos y probablemente otras
sustancias para incrementar la antimutagénesis del té (74). En este sentido es probable que
en nuestro experimento se haya presentado un sinergismo entre los componentes del JT

para obtener una genoproteccion del 80.41 % en promedio.

Al comparar el porcentaje de inhibicion obtenido con otros antimutigenos en
experimentos similares al nuestro. por ejemplo. el del aceite esencial de manzanilla contra
la DAU (57). la vitamina C contra la mitomicina C (61). se observa que el porcentaje de
inhibicion promedio para IT en este estudio. (80.41 %). es mayor que el del aceite esencial
de manzanilla o la vitamina C. v si bien la induccion de ICH en esos modelos fue mayor al
inducido por ambos mutagenos. es diferente la cantidad de antimutageno utilizado para
alcanzar la proteccion. la cual fue mucho menor en el caso del JT. que con la vitamina C o
el aceite esencial. lo anterior sugiere que el JT posee una mayor capacidad antigenotoxica.
en comparacion con el aceite esencial de manzanilla v la vitamina C: probablemente este
efecto puede deberse a un sinergismo de los componentes antioxidantes del JT. v por lo

tanto éste sea mas efectivo al antagonizar a los RL producidos por agentes como la DAL

Por otro lado. no se puede atribuir todo el electo antimutagénico del JT a su

capacidad antioxidante. ya que la DAU tiene otros mecanismos de accion independientes

U
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de la produccion de RIL aunque se considera que es su principal mecanismo de
citotoxicidad. La DAU también presenta la capacidad de intercalarse al ADN. y por ende
puede producir errores en la replicacion o bien otras alteraciones como los ICH. asimismo.
puede actuar como agente alquilante generando la C; metil-quinona: en los mecanismos
mencionados. es posible que el JT reduzca el dafio al ADN porque se ha demostrado que
algunos agentes con capacidad antioxidante la genotoxicidad provocada indirectamente por
mutdgenos directos. La explicacion para tales efectos no ha sido demostrada por compieto,
no obstante. se ha sugerido que los antioxidantes inducen la produccion de las enzimas de
fase Il involucradas en la desintoxicacion de los organismos, o bien que inhiban a las
enzimas de fase l. que se encargan de la activacion o desactivacion. segin sea el caso de los
mutdgenos (75). En el caso particular de la DAU si se induce o hace que funcionen mas
eficientemenete a las enzimas de la fase Il por el JT se puede incrementar la detoxificacion
del compuesto en las células. en donde al eliminarlo de manera mas eficiente. el tiempo de
accion del agente genotoxico se ve disminuido. evitando en cierto grado la intercalacion y/o

alquilacion (76). contribuyendo este proceso. a su vez con la formacion de RL.

Otra hipotesis. es que los antioxidantes pueden interactuar directamente cor las
especies electrofilicas interceptando a los agentes alquilantes. de manera similar a lo que
ocurre con los RL. En general los antioxidantes poseen una alta densidad electronica y esto
les confiere la capacidad para actuar como trampas para agentes electréfilos. en donde la
alquilacion se lleva a cabo sobre ellos y no sobre el material genético. impidiendo asi la

accion genotoxica de los compuestos (77).

Con respecto al efecto anticitotoxico del JT solo se pudo evaluar con el tiempo
promedio de generacion (TPG). va que la DAU no modifico el IM. Como se puede
observar en los datos experimentales el TPG ocasionado por el TP fue mayor que el de
todos los demas lotes. siendo estadisticamente significativo al compararlos con el TN. ¢l
grupo administrado con JT en la dosis de 41.6 pl/g. y los tres grupos administrados con J1
en las tres dosis utilizadas mas DAU. Esto sugiere de que el JT modifico en la médula osea
el retraso en el ciclo celular producido por la DAU. no obstante, existen otras pruebas mas

especificas que el TPG para evaluar la citotoxicidad. tal es el caso del la prueba basada en
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la transformacion de la sal de tetrazolio MTT (3-(4.5-dimetiazol-2-il)-2.5-bromo
difeniltiazolio) que es un colorante amarillo soluble en agua en un producto color purpura
(formazan) por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa. éste es un ensayo de
microtitulacion basado en la capacidad metabdlica en donde la transformacion es realizada
solo por las células vivas y la cantidad de formazan producido es proporcional al numero de
células presentes (78); prueba que se podria aplicar en un futuro ya que se tienen indicios
de que la citotoxicidad ejercida por la DAU no es eliminada por compuestos contenides en

el JT. como por ejemplo la naringina (62).

Por todo lo anterior. este estudio proporciona informacion acerca de la capacidad
antigenotoxica y anticitotoxica del I al enfrentarlo a un agente productor de RL. sin
embargo. es necesario realizar otros estudios tanto genotdxicos. como de otras drcas de
investigacion, donde se identifiquen los mecanismos mediante los cuales el JT ejerce su
efecto genoprotector. y confirmar su efecto citoprotector. para proponerlo como

antimutageno a la poblacion en general.
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CONCLUSIONES

LLa DAU es un agente genotoxico en la dosis de 1 mg/kg. ya que incrementd 256 %

la frecuencia de ICH.

La DAU es un agente citotoxico en la dosis utilizada ya que aumento el TPG en

aproximadamente 2 horas y 20 minutos con respecto al valor basal.

El JT es un agente antigenotoxico en las dosis de 4.1, 20.7 y 41.6 pl./kg debido a
que disminuyd en un 77.87. 80.64 v 82.73 % respectivamente. la frecuencia de 1CH

producidos por DAL

El JT es un agente anticitotoxico en las dosis mencionadas porque disminuyo el

TPG producido por la DAU de 12.01 horas a 9.67 horas en promedio,
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