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RESUMEN. 

El acldo nordlhldroguayerétlco (ANDG) es un antioxidante polifenólico que de manera 

natural se extrae del exudado resinoso de arbustos de Larrea divarlcata y Larrea tridentata: 

Obteniéndose también por slntesis qulmlca. Tiene capacidad antltumoral en roer1ore~ }. :..:~cto 

antlmutagénieo en la prueba de AMES contra mutágenos como metil-metano-sulfonato (MMS), 

benzo(a)plreno y aflatoxlna e, . Dadas estas caracterlsticas surge el interés de llevar acabo un 

estudio del efecto antigenotóxico del ANDG en un organismo completo, se utilizo un sistema in 

vivo con ratones macho cepa NIH, la evaluación se realizó a través del estudio de la frecuencia de 

intercambio de cromátidas hermanas (ICHs) y la prueba de micronUcleos. 

Para poder establecer la dosis de trabajo del mutágeno se determinó primeramente la 

dosis letal cincuenta (DL!>O) del MMS que fue de 177.46 mgtKg. 

En el ensayo de ICHs se formaron 8 lotes de S ratones cada uno, a los que al inicio del 

experimento se les Implantó subcutáneamente una tableta de 45 mg de 5 Bromodesoxiuridina, a 

los 30 minutos s~~inistraron 6 lotes con el ANOG con las siguientes dosis 1,6 y 11 mg/Kg , y 

una hora más tarde 4 lotes fueron inoculados con MMS a una dosis de 40 mg/Kg el lote restante 

fungió como control y recib\O 0.3 mi de dimetilsu\fOxido (OMSO) al 24% v/v. A las 21 horas se 

administró colchieina (5 µg/g) y transcumdas 24 horas los animales fueron sacrificados y se extrajo 

la médula Osea. Con las suspensiones celulares obtenidas de la cosecha se prepararon las 

laminillas que fueron tel\idas con el método de Hoechst-Giemsa. 

El análisis citogenélico se reallzO evaluando la frecuencia de ICHs, cinética de 

proliferación celular e indice mitOtieo. 



Para el ensayo de la prueba de micronúcleos se determinó primeramente el tiempo de 

máxima Inducción de micronúcleos (MN) en eritrocitos policrométlcos (EPC) por el MMS a una 

dosis de 40 mg/Kg para lo cual se utilizó un lote de 5 ratones a los que se tes tomo muestra de 

sangre periférica por corte de la porción lerminal de la cola antes de la 1-noculación y después de 

ésta a las 24,48,72 y 96 horas. Ya listas les laminillas se fijaron y Unieron con Glemsa. Se 

analizaron los MN en 1000 EPC. Le méxlme Inducción de MN en EPC por el MMS fue de 13.2 la 

cual correspondió a las 48 horas de haber sido administrado. 

En la evaluación del efecto anticlastogénico del ANDG se formaron 7 lotes de 5 ratones 

cada uno, a los que se les tomó muestra sangulnea de la manera ya mencionada anteriormente, 

antes de la administración de cada tratamiento; enseguida se inocularon 6 lotes con las siguientes 

dosis del ANDG 6, 11 y 17 mg/Kg; a los 30 minutos se administró el MMS a la misma dosis que en 

el ensayo de la Inducción de MN en EPC a los 3 lotes. el lote control recibió 0.3 mi de DMSO al 

24% v/v. A cada uno de los tralamlento se les tomó muestra a ras 48 horas. Las laminillas fueron 

tet'lidas con Giemsa y se analizaron los MN en 1000 EPC; ademas se cuantificaron 1000 eritrocitos 

con el fin de obtener la relación entre entrocilos policromálicos y eritrocitos norrr.ocrómicos. 

Los resultados de ambas pruebas mostraron que el ANDG es un buen agente 

antigenolOxico y su compor1amienlo es dosis-respuesta. las mejores dosis de acción son las de 11 

y 17 mgfKg. 

En cuanlo a la evaluación de la cltotoxicidad en el ensayo de ICHs a las dosis empleadas 

el ANOG no presenta efecto citotOxlco. ya que no modifica el indice mitótlco ni la cinética de 

proliferación celular; en la prueba de MN, el ANOG per se a las dosis empleadas modifica la 

producción eritropoyética, es decir reduce de manera estadlstlcamente significativa la relación 

EPC/ENC; pero al retarlo con el MMS el ácido logra restllulr la actividad erilropoyétlca. 
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1.- MUTAGENOS 

Una mutación es un cambio súbito heredable que afecta al material genético de un organismo o 

célula: los agentes que causan las mu1aciones son conocidos como mutágenos. Los agentes 

mutagénlcos pueden ser nslcos como la luz ultravioleta y las radiaciones y sustancias qufmic.ns que por 

si mJsmas o después de una activación metabólica son capaces de alterar la lnfonnación genética (Lewin 

B.1994, Salamanca F. 1990, Slanley E.1988). 

1.1.- AGENTES FISICOS 

Los rayos ultravioleta, gama y X. asi como las emisiones aira y beta son capaces de causar 

mutaciones. La acción de la irradiación ultravioleta puede ser explicado como un efecto especifico a 

nivel molecular, pero las r-adiaciones de alta energia lienden a producir más eventos al azar como lo son 

los rompimientos de cadenas y cromosomas (Etine·Decant 1986. Smith W. 1990, Watson R. 1987). 

La radiación es probablemente el mutágeno ambiental más comUn. La radiación ultravioleta (UV) 

en la luz solar, los rayos cósmicos (rayos gamma) y recienlemente el radón (que emite largas particulas 

aira) en alguna atmósfera familiar pueden causar mutaciones. Las emisiones alfa y beta no pueden 

penetrar profundamente en el tejido, pero si estos llegan a tener contacto muy cercano con éste, como el 

radón en los pulmones o es Incorporado dentro de los tejidos, por ejemplo la inclusión de isotopos de 

fósforo o estroncio dentro de los huesos y dientes, puede causar efectos locales muy severos (Garner E. 

1991, GoJdstein A. 1969, Smith W. 1990). 

En el laboratorio los rayos UV son las más convenientes para usarse com.:> mutágeno, su efecto 

mutagénico m<!lxlmo (y letal) es alrededor de una longitud de onda de 260 nm y ésta corrE:spo,.,de a la 

longilud de onda de max1ma absorción del ácido desoxlrribonucJelco (ADN) (Gamer, e. 1991. Smlth 

W.1990). 



La energla de los rayos UV es principalmente absorbida por las plrlmldlnas del ADN: por lo cual 

donde existan dos plr1midlnas adyacentes (en particular dos timinas) en una cadena de AON y bajo la 

Influencia de los rayos UV, se pueden enlazar mutuamente de manera covalente provocando la 

formación de los dlmeros de tlmlna como se muestra en la figura 1 y que conducen a una dlstorclón local 

en el AON (Etlnne·Decant 1988, Gamer e. 1991). 

~~~;'.,e.55··~1 ~ reactivo j 
.... 
......._P r......_ 

Timinas adyacentes 

Union covalente de los carbones 

S y 9Q6 de ~illo de timina 
s 

6 

-....... ........ 

Dimcro de timina 

Figura 1: Cimero de timlna formado por los rayos ultravioleta • 

1.2.· AGENTES CUIMICOS 

Los compuestos qulmicos pueden ser agrupados según sus propiedades y sus mecanismos de 

lnducclOn del fenómeno mutaclonal. 



1.2. 1 .- Anélogos de bases. 

Las bases anélogas, tales como el 5-bromouracllo, la 5-bromo-z-deoxiuridlna y las 2-

amlnopurlnas, son estructuralmente similares a las bases encontradas naturalmente en el AON. pero 

contienen modificaciones que Incrementan la probabilidad de un mal apareamiento y de una 

tautomerizaclón. El mecanismo de mutación implica la incorporación de la base análoga durante la 

replicación del ADN y un apareamiento equivocado con otra base nitrogenada de la cadena 

complementaria (Garner E. 1991, Lewin B. 1994, Miller.J. 1992). 

La base análoga más comunmente ulllizada es el 5-bromouracilo (5-Bru). En la form:1 celo el 5-

Bru es incorporado en lugar de la timina durante la replicación del AON y se aparea con la adenina. lo 

que Incrementa la tendencia de Ja tautomerización de la forma enol que se muestra en la figura 2, en 

consecuencia en el siguiente cicla de replicación del ADN la base es probablemente complementada al 

parecer con una guanina resultando una transición adenina-guanina. Este podrla ser un templete de 

transición. la forma ceto se incorpora correctamente en el sitio opuesto a la adenina y tautomeriza la 

forma enol en el templete del ADN para el siguiente ciclo de replicación. Allernativamente, pero con 

más frecuencia el tautómero enol puede ser incorporado en el sitio opuesto al de la guanina. 

tautomerizando la forma ceto. especificamente la adenina y se complementa a una transición guanina­

adenina_ Esto es referido a una transición de sustrato porque el error de apareamiento con la ouanlna 

ocurre durante la incorporación y no por el cambio que ocurre después de la i.lcorporación del 

templete(Salamanca F. 1990. Smith W. 1990, Williams K. 1991). 
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Timina (R=CH 3) 
5.Bromouraci1o (R-Bromo} 

Figura 2 •• Tautomerlsmo de tlmlna y 5-bromourac:ilo. 

1.2.2.- Mutágenos lntercalantes. 

L.os mutágenos intercalantes son moléculas planas que con11enen series de anillos (policiclicos) 

que se enlazan a sus equivalentes bases planas pUricas y pirimidicas de ADN; los colorantes derivados 

de acridina con núcleos de dimensiones exactas para intercalarse en la doble hélice ocasionan un 

alargamiento de ésta como se muestra en la figura 3. por lo que si se transcribe el ADN se produce una 

mutación por cornmiento, desfasa miento o transversión (Salamanca F. 1990, Smith W.1990. Willlams K. 

1991). 

Figura 3. Estructura anonnal resultado de una mutación provocando la distorción de la doble 
hélice causada por la Intercalación de la acrldina entre las bases. 



1.2.3.· Deamlnacl6n. 

Tres de las cuatro bases naturales en el A!lN tienen grupos amlnos (adenlna. guanina. cltoslna ) 

y estos pueden ser removidos por reacciones con agentes como lo es et ácido nitroso CHN02). La acción 

del HN02 es la conversión de los grupos amino a grupos ceto. lo que provoca casnbios en las 

propiedades de apareamiento (Lewin B. 1994, Stanley E. 1968, Smith W 1990). 

Los productos de reacción y sus propiedades de apareamiento son: 

adenina ~ipoxantina, que se aparea con citosina 

guanina HNO ... ;'ll;antina. que se aparea con citosina 

citosina .... .!::!~Q-+J.uncilo. que se aparea con adcnina 

5-metiJcitosina HNO ... timina. que se aparea con adenina 

La hidroxilamina (NH20H) deamina a la citoslna formando derivados N-hlciroxilados en las 

posiciones 4 6 6 e Incluso en ambas siendo su producto de reacción y su apareamiento el siguiente: 

cltoslna ~ 4-N-hidroxlcitoslna. que se aparea con adenlna.(Salamanca F. 1990, Smlth W. 

1990). 



1.2.4.6 Agentes alquilantes 

'· 
La palabra alquilante deriva del término alcano, y se emplea para denominar a -;::ual4uler cadena 

hidroearbonada con ta fórmula general CnH2 n+ 2 • Algunos autores definen a estos compuestos qufmlcos 

como sustancias capaces de reemplazar un átomo de hidrógeno, en otra molécula, por un radical alquilo. 

Otros los describen como un grupo de compuestos qufmlcos con capacidad para establecer enlaces 

covalentes con los ácidos nucleicos(González B. 1989). 

Los agentes alquilantes son carcinógenos y mutégenos muy potentes en una gran variedad de 

organismos; la facilidad con que algunos de éstos qulmlcos reaccionan directamente con 

macromolécutas hace que sea particularmente conveniente estudiar los mecanismos de interacción con 

el ACN (Beranek T. 1990. Salamanca F. 1990). 

El dai"lo resulta por la alquilación. la transferencia de un grupo metil (CH3 ) o etil (C2 M~ ), en los 

sitios reactivos en las bases y los fosfatos en la cadena de ADN (Stanley E., Watson H. 1987). 

Se distinguen dos tipos de agentes alquilantes en función del número de radicales alquilas los 

monofuncionales, con un sólo grupo alquilo activo, y los polifunclonales. con dos o mas grupos alquilo 

(Beranek E. 1993, Goldesleln A. 1979, Smith W. 1990). 

1 .2.4.1.- Tipos de agentes atquilantes. 

Los agentes alquilantes simples, principalmente metllantes y etilantes, no son oeneralmente 

considerados como contaminantes ambientales, pero son el modelo de compuestos que por formar 

reactivos de muchos alquil carcinógenos. Los agentes alquilantes son divididos dentro de tres grupos: 

a) Alqull sulfatos. consistentes de dletll (DES) y dimetilsulfato (OMS) 

b) Alqull alcanosulfonato, Incluyen al metil (MMS) y etllmetanosulfonato (EMS) 

<· 



e) Nitrosamlnas, en las que encontramos a la metll (MNU) y etilnltrosourea (ENU), melit- (MNNG) y 

etil N'-nitro-N-nitrosoguanldina CENNG), y dlmetllnitrosamlna (DMN) que ambas actuan Indirectamente y 

la dletllnltrosamina (DEN). 

Los alquil sulronatos fueron Inicialmente desarrrollados para causar esterilidad a insectos y 

roedores y fueron considerados para usarse como anticonceptivo masculino. Mas recientemente Jos 

alqull sulfonatos son usados como agentes alquilantes solubles en agua en slntesls qulmlcas. La MNU, 

ENU y la MNNG se les encontró utilidad en laboratorios qulmicos para generar diazo compuestos. 

La MNU y la ENU junio con los di 4 alquil sulfatos son usados biológic.smenle como agentes 

mutagénlcos para crear nuevas variantes de plantas. Sin embargo no se produce en escala comercial. la 

MNNG y MNU son producidas concurrentemente para la investigación. La DES y la DMS son producidas 

en Estados Unidos y son usados en la industria para preparar derivados de alquil para aminas, alcoholes 

y ácidos orgánicos. Las dialquilnitrosaminas difieren de los a1qu1l sulfonatos, alquil mtrosoureas y alquil 

alcanosulfonatos en que estas no actuan directamente. es decir que sufren una activación metabolica 

antes de exhibir sus efectos. En tanto agenles alquilantes como fa DEN y DMN son enconlrados en 

cantidades variantes en muchos productos alimenticios (Beranek T. 1990). 

Los alquilanles al interaccionar con el material genético. frenan la replicación y por ende la 

división celular, además de que ras mutaciones ocasionadas a las células pueden ser lel1.:1les. siendo ésta 

la base para utilizarlos como agentes terapéulicos en procesos neoplásicos: actualmente cinco tipos de 

agentes alquilantes se usan en la quimioterapia: 1) las mostazas nitrogenadas. 2) la etilenlmlnas, 3) los 

alquilsulfonatos, 4) las nitrosoureas y 5) los triacenos (Goodman,S.1994). 
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1.2.4.2.- Mecanismo de unión al AON 

La simple unión de los agentes alquílantes a la variedad de sitios en la molécula de ADN sigue 

básicamente el papel de electrofilidad y nucleofilidad Swenson (1983) revisó las teórias qufmlcas que 

involucran la sustitución del melil o elil. y se ha explicado esas sustituciones usando dos relaciones 

fundamentales; el concepto de lngold de la sustitución nucleofllica (SN) y la ecuación de Swaln·Scott por 

el porcentaje de reacción f"elaliva. Bajo el concepto de SN de lngold se involucrnn los tipos de rección de 

sustitución nucleofllica tipo 1 (SN,) y sustitución nucleofílica tipo 2 (SNz ): la reacción de SN 2 es 

biomoleculaf" y es estf"ictamente dependiente de ta estereoquimica. Este tipo de sustitución involucra un 

estado de lf"ansición donde el ataque electrorllico al centro nucleofilico forma un complejo de transición 

cuando al formarse el producto alquilado se libera al grupo saliente. En general. las reacciones de SN, 

siguen una cinética de primer orden. El porcentaje de la reacción completa es dc:pendiente de la 

formación del carbocalión electrofilico intermedia,-io. Este intermediario es rápidamente atrapado por el 

centro nucleofilico en la formación de la macromolécula formando un enlace covalente. Bajo este 

concepto de reactividad el electrófilo es dependiente de la estabilidad del carbocatión y de la capacidad 

del grupo salienle (Beranek T. 190. Brookes P. 1990. Vogel W. 1994). 

La ecuación de reacllvidad de Swam-Scott es expresada como: 

log (Kv/ K:r) = S(nv-n:r) donde: 

Sa es una expresión de la eleclrofilidad de el agente 

nv. n, = expresan la nucleofilldad de los sitios "y"' y silios "z" 

Kv• Ka.,. son el po,-centaje constanle de los sitios "'Y .. y los sillos 00z.•• respectivamente 

El valor de s es detennlnado en base a la reactlvldad relativa experimental de bromometil en 

donde se le asigna a s un valor de 1.0. Los valores de nucleofilldad tienen como base el valor de 



reactlvldad relativa del agua en donde se le asigna a n un valor de o. Factores S bajos son generalmente 

asociados eon una gran reactlvidad de SN, cuando el factor se aproxima a 1 indica un carácter de SN2. 

Los valores de S y el mecanismo de reacción de lngold para una serle de agentes alquilantes se 

muestra en la siguiente tabla (Beranek T. 1990, Brookes P. 1990): 

Tabla 1: Reactlvidad relativa de agentes alqullantes y su relativa afinidad por el lttomo de oxigeno 
deADN. 

Carcinóneno s Mecanismo -o/o o•: N 
bromometil 1.0 SN2 --
DMS 1.0 SN2 0.0005 
MMS >0.83 SN2 0.003-0.004 
EMS 0.67 SN,/SN2 0.03 
DES 064 --- 0.02-0.03 
DMN 1 --- --- o 1 
MNU 0.42 SN, 0.1 
MNNG 0.42 SN, 0.1 
DEN 0.42 --- 0.5 
ENU 1 0.26 SN, 0.6 

Una alternativa Que se aproxima al concepto de Swain-Scott e lnglod fue ofrecida por Safhill y 

colaboradores (1985). Ellos sugieren Que el concepto tiene sólo la habil;dad limitada de predecir los 

productos de reacción de la alquilación de ADN y sugiere la teorla de Pearson (1986) basada en la 

fuerza y debilidad de tos ácidos (Beranek T. 1990). 

De acuerdo con la 1eoria de ácidos fuertes (por ejemplo especies electrofilicas) tienen 

preferencias por ba~ es fuertes (por ejemplo especies nucleofilicas). mientras que los ácidos débiles 

prefieren bases débiles (Beranek T. 1990, Brookes P. 1990). 

En términos de ácidos fuer1es y ácidos débiles. los agentes alquilanles no son ácidos ni fuertes ni 

débiles pero son inlermedios en 1érminos de esa aciividad. Sirnilarmenle en el ADN los átomos de 

nitrógeno (N) en el anillo y los átomos de oxigeno (O) del hexoclclico de las bases pUr1cas y Pirimldlcas 

son también intermedias en esa basicidad. Los átomos de N y o en el ADN podrlan ser los sitios 

preferentes para la alqullaciOn. Dentro de la clasificación Intermediaria. ros átomos de o son las bases 



más fuertes que los atOmos de N, y entonces las especies electrofilicas formadas por los compuestos N· 

nitrosos mostrarían preferencia principalmente por reaccionar con. et átomo de o que los 

aleanosulfonatos. 

Las alquil nilrosoureas preferentemente se unen al oxígeno por mecanismos de SN1 o por una 

Interacción fuerte écldo--base, donde el melll·metano·sulfonato muestra una preferencia por el sitio de la 

guanina, y reacciona a través de un mecanismo de SN2. 

La distribución de los productos de alqullaclón parecen ser un lmpo11ante fae1or en los efectos 

biológicos generados por agentes alquilantes, entonces la mutagenlcidad o carcinogenicidad relativa de 

los agentes alqullanles simples parece correlacionarse con la habilidad de unirse a los sitios de oxígeno 

(Beranek T. 1990). 

1.2.4.3.· Mecanismo de acción con el ADN. 

En general, la guanina es la base más vulnerable a Ja alquilaclón siendo los sitios más 

frecuentemente atacados el OIS y el N' (Garner E. 1994, Goldestein A. 1979,Stanley E. 1988). 

La metllaclón del oxigeno del átomo de carbono numero 6, da como producto a la 01S • 

me1ilguanina la cual se muestra en la figura 4 que se aparea con llmina, cambiando de guanlna·ciloslna 

(GC) a adenina·timina (A T) cuando el AON se replica. 

¡ H3C,. 
O )"~ ,H 

Algunos 'e-e -e¡: 
apareamientos "' '' -N 

con timina 1"\. .IC ' 
C=N 

H-r{ 
H 

i 
····-···O )""> ,H 

Aparc:mtii:nt F-C\, T 
con ·····H-N c-N, 

citosina ):.=N" 

·····H-N, 
H 

Agente alquilan1e 

Figura '· Reacción de I• guanin• con un agente alquil•nte produciendo a la o• -metil guanina. 
(Gamer E.1991. Watson H.1987. Willlams K. 1991). 
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La alq,ulllacl6n del nitrógeno 7 de los residuos de guanina del AON, una reaccJOn altamente 

favorecida puede ejercer varios efectos de considerable Importancia biológica (Goodman Y. 1960, 

Willlams K. 1967). 

Normalmente, los residuos de guanina del AON existen principalmente como celo taut6meros y 

forman fácilmente pares básicos de wa1son-Crlck por unión de hidrógeno con residuos de citosina. No 

obstante, cuando el nitrógeno 7 de la guanina se alquila (convirtiéndose en un nitrógeno amonio 

cuaternario), el residuo de guanina es más écido y el taut6mero enol es favorecido corno se puede 

observar en la siguiente figura: 

Figura 5: Formación del tautómero enol por I• •lqull•clón d• I• guanina. 

11 



La guanina en esta forma puede formar pares básicos con residuos de timlna, llevando asf a una 

posible codlflcaclOn errónea y a Ja eventual sustituciOn de un par básico guanlna·cltoslna por otro básico 

adenlna·tlmlna como se muestra en la figura 6 (Goodman, v. 1980). 

Figura 6: Apareamiento anormal de la guanina metllada con tlmlna. 

La alquilaclón del nitrógeno 7 labillza al anillo de lmidazol, haciendo posible la apertura del 

mismo o depurinación por escisión de residuos de guanina como se puede observar en la figura 7, todo 

Jo cual puede producir serios dal"'los a la molécula de ADN; la escisión de la guanina da la formación de 

un hueco al que se le denomina brecha, en la cual puede entrar cualquier otra base, dando esto lugar a 

una transición o transvers16n (Garner E. 1991, Goodman Y 1980). 

ClnaJC del anillo 

Figura 7: Lablllzación del anillo de lmfdazol de la guanina alquilada, produciendo la aper1ura del 
mismo o depurlnaclón por escisión de la guanina. 
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Con alquiladores bifunclonales como la mostaza nitrogenada la segunda cadena :ateral de 2· 

cloroetllo puede experimentar una reaccJOn slmllar de cicllzaclón y alquilar un segundo residuo de 

guanina u otro resto nucleoflllco como un grupo amino o un radical sulfhidrilo de una protelna. Esto 

puede llevar a la doble ligadura cruzada de dos cadenas del ácido nucleleo con una protelna por uniones 

covalentes muy fuertes reacciones que causarlan gran dano a la funciOn del ácido nucleico; ya que se 

impide la separaciOn de las cadenas complementarias haciendo Imposible la replicaclOn (Garner 

E.1991,Goodman v. 1980)-

L.os agentes alquilantes también presentan radiomimetismo, es decir provocan rupturas 

cromos6micas al igual que las radiaciones ionizantes. mAs sin embargo la ruptura producida por los 

rayos X requiere de oxigeno. mientras que la que producen los agentes alquilantes no (Goldesteln 1979. 

Kaina B. 1993). 

El posible mecanismo que provoca la ruptura cromosOmica parece ser por la formación de la O'!· 

metilguanlna ya que al ser removida la base incorrecta se tiene la formación de una brecha en la cadena 

sencilla teniendo la posibilidad de que esta brecha pueda convertirse en ruptura de la doble cadena y por 

último en aberraciones cromosómicas estructurales(Galloway S. 1994). 

1.2.4.4.· Sistemas de reparaciOn del dano producido en el ADN por los agentes alquilantes. 

Las células bacterianas y de mamiferos pueden reparar un número limitado de cada tasión antes 

de la replicación del ADN, estos previenen mutagenlcldod y eventos potencialmente letales (Salamanca 

F. 1990, Stanley E. 1988). 

Los efectos mutagénlcos y carcinogénlcos de agentes alquilantes es debido a la generación de 

residuos de 0 5 - metilguanina que se aparea con tlmina, dando un cambio GC -AT cuando el ADN es 

replicado. El dafto Inducido por la alqu\laciOn en el ADN es reparado basicamente por dos procesos: 
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1) Transferencia directa de la modificación del grupo metilo. 

2) Remoción de la base modificada por una glicosllasa (Batlantyne B. 1993, Miller J.1992, S31amanca F. 

1990). 

1) Transferencia directa de la modificación del grupo metilo. 

Es un tipo de reparación directa, en donde la lesión es removida por la enzima 0 8 -melil guanina-

metlltransferasa de peso molecular de 20,000 y que es codificada por el gene ada; la enzima reconoce a 

las 0 15 ·metilguanlna en la cadena doble de ADN y remueve el grupo metil por transferencia a una 

cistelna de la enzima; la bioqulmica de esta reacción resulta poco usual, ya que la enzima no se 

regenera, •una enzima nueva es utilizada para remover cada grupo metil'", esta reacción es exactamente 

la misma en E coll que en los mamlreros, incluyendo al hombre (Ballantyne e. 1993, Salamanca F. 

1990, Watson H. 1987). 

2) Remoción de la base modificada por una glicosilasa. 

En el caso de la reparación de la glicosllasa, se salva un sitio apurlnico o aprimldico por la 

reparación de un proceso de escisión; en el que la glicosilasa rompe la unión del azúcar a la base 

dat'lada. El nucleótido reparado por escición, normalmente esta implicado en la reparación de los aductos 

que distorcionan la doble hélice del ADN , después se repara la secuencia usando la cadena como un 

templete (Ballantyne B. 1993, Beranek T. 1990). 

Si E. coll es expuesta a bajas concentraciones de un agente alquilante, un mecanismo de 

reparación es inducido a causa de incrementar resistencia a subsecuentes ataques con grandes dosis. 

Esta respuesta adaptativa fue descrita por primera vez por Samson y Caims (1977) y fue revlzada 

recientemente por Lindahl y colaboradores (1988). La via de reparaclOn esta particularmente bien 

entendida (Ballantyne B. 1993, Takasashl K. 1988). 
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La senal que provoca la inducción de esta respuesta es uno de los productos menores de la 

metllaclOn de un melii.tosfotriester, por ejemplo, un produclo formado en la 2·desoxlrribosa del fosfato 

unido a la molécula de AON (Ballantyne B. 1993). 

La inducción de la resistencia a la muerte celular es debida a la ADN..glicosllasa que libera un 

espectro de bases da.,adas del AON en particular, 3· metlladenlna. que puede bloquear de otra manera 

1a replicación. esta glicosilasa es codificada por el gen alk A· (Mlller J. 1992, Takasashi K.1988). 

La inducción a la mutagénesis es atribuida a la reversión de la oº -metilguanina por la reacción 

de transalquilación (Takasashl K. 1988). 

La respuesta adaptativa es regulada por el gen ada, que también codifica para la 

alquiUransferasa. Esta protelna Ada tiene dos funciones una regulatoria y Ja otra cC1mo enzima 

reparadora (Ba/lantyne B. 1993. Takasashi K.1988). 

1.2.4.5.· Metil-metano-sulfonato. 

El metll esler del ácido metilsulfónico es el metil-metano-sulfoato (MMS). y su fórmula estructural 

se muestra en la siguiente figura: 

Figura 8: Estructura quimica del Metif.metano-sulfonato. 

Es un liquido incoloro con un peso molecular de 110.3 y una densidad de 1.3 (The Merck lndex 

1989) Es un agente alquilante monofuncional con actividad neoplásica y mutagénica es un carclnógeno 
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directo. es decir, no requiere de la conversión melabóllca para actuar como carclnógeno (Millal A. 1990, 

Stanley E. 1968). Es usado únicamente como mutágeno en la Investigación (como control 

positivo) (Oerache R. 1990,The Merck lndex 1969) 

En cuanto al metabolismo del melll-metano-sulronato en 1963 A. Barnsley repor1ó que en la 

orina recolectada durante las primeras 16 horas después de la administración de [ 1•c ) MMS por vla 

Intravenosa. encontró metabolitos caracterfsticos de la blotransforrnación de Ja L-cisteína. El 80% de Ja 

reactividad e.Y.cretada se encontraba contenida en metabolilos como ácido metilmercaptúrico, S-metil-L-

clsteína. ácido-2-hldroxi-3-metilproplónico, ácido metiltloacético. N-(me111tlocetil) glicina (Barnsley E. 

1968). 

El dafto que produce el MMS al genoma es en una variedad de puntos por ejemplo sitios melil 

lábiles y produce mu1aciones letales dominantes, traslocaciones heredables. mutaciones en locus 

específicos (a una baja frecuencia) micronUcleos e intercambio de cromátidas hermanas; al parecer Jas 

lesiones predominantes en el ADN resultan en la producción de N 7 -melifguanina, 0 8 metilguanina y 3-

metil-adenina. La inducción del rompimiento es predominanlemente en rase S-dependienle (Rodríguez 

A. 1996). Los erectos propuestos sobre el ADN son alquilación, depurinación y rupturas de cadena 

sencilla e incluso formación de enlaces cruzados entre cadenas de ADN (Mittal A. 1990). 

El MMS ha mostrado ser mutagénico en varios estudios in vitro, Induce mutaciones en el gen hPI 

de células CHO y células V79 (Chaudhry M 1990, Koberfe B. 1992). En células germinales de Orosophila 

produce muchas aberraciones cromosómicas, pero pocas mutaciones puntuales(Lee W. 1989). en 

estudios in vivo en mamiferos se ha mostrado que el MMS es mutagénlco (Tao K. 1993), en el ratón, en 

células germinales induce tanto mutaciones lelales dominantes como mutaciones en locus especificas 

(Ehling H. 1990). Sin embargo K.Tao y colaboradores en 1993 confirmaron que el MMS es més potente 

como clastOgeno que como mutágeno y pod'ria ser llamado o considerado como un super clastógeno de 

igual manera que se maneja que fa etilnitrosourea es un super mutágeno. La carcinogenicidad del MMS 
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es probablemente el resultado de ese potencial crastogénico, ya que su porcentaje de acuvidad de 

mutágeno puntual es débil(Tao K. 1993). 

La clastogenlcldad de agentes monofuncionales puede resultar predomlnatemente por reaccionar 

con étomos de nitrógeno del ADN. ROdrfguez y colaboradores (1996) reportan que los sitios apurl'nlcos 

actúan como mutégeno intermediario y es muy frecuente encontrarlos en la vía de agentes alquilantes 

con alta selectividad nucJeofilica por ejemplo el MMS (Rodríguez A. 1996). 
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2.- MUTACION Y CANCER 

se ha relacionado desde hace tiempo el cáncer con una aberración del malerial genético que 

puede transmitirse. Esta idea fue cuestionada cuando por los al\os 50's se observó que carcinógenos 

conocidos como los hidrocarburos policfclicos, las aminas aromáticas, no causaban mutaciones en 

experimentos In vltro en microorganismos como las bacterias y ras levaduras. Sin embargo, hacia 1970 

se vió que si se al\adla al medio una preparación de hígado de rata, rica en microsomas, es decir. rica 

en enzimas metabolizantes de xenobioticos. si se producfa el efecto muiagénico sc.bre los 

microorganismos. La aplicación de este test fue utilizado sobre todo por Ames y colaboradcres (1973). 

La mayoria de Jos estudios concluyen que existe una correlación de un 90°/o en1re carcinogénesis y 

mutagénesls (Derache R. 1990). 

En 1978 la relación entre mutación y cáncer se estableció de forma deíiníliva. enconlrandose 

involucrados un grupo de determinados genes. Al parecer esto abre el camino para estudios de ciertos 

virus infectados en aves y mamlreros. Eslos virus llenen un genoma RNA pero pueden producir un AON 

copia por una enzima llamada transcriptasa inversa y entonces integrar esa copia denlro del cromosoma 

del hospedero. Las cepas inductoras de lumores de esos virus son invariablernenle encontradas hasta 

después de haber adquirido un gen hospedero. en cualquier genoma es1e virus podria tranrenrse a un 

nuevo huésped. Sólo un numero !Imitado de genes hospederos son efec1ivos, probablemte menos de 50 

y en algunos casos virus no relacionados a tumores tendrlan afinidad a estos genes aunque podria ser 

en regiones colindantes (Smith W. 1990). 

los genes efectivos son llamados oncogenes (genes que pueden producir cáncer) y son a través 

de éstos que se involucra el control de la división celular a nivel fundamentar. Algunos de ellos son 

encontrados en organismos distanciados evolutivamente como la levadura y el ratón. Cuando genes 

hospederos dentro del virus son comparados con el mismo gen dentro de una célula normal, ta copia 

viral tiene generalmente mutaciones puntuales o deleciones por arriba de los genes seleccionados. 

Siguiendo esle Indicio. en esos mismos genes es donde se observa que se inducen tumores por 

sustancias qulmlcas no por virus. En varios casos donde se encontraron mutaciones, el que más se 
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encuentra es el oncogen ras, llamado asi porque fue originalmente encontrado en el virus de la cepa 

Rasheed (Salamanca F. 1990, Smilh W. 1990). 

El gen ras ha sido clonado y secuenciado para un número de tumores espontáneos e inducido 

por agentes quimlcos, de tejido epitelial. En cada caso este tiende a mostrar que experimenta una 

mulaclOn puntual simple, usualmente en el codon 12 pero también en los codones 13,59 ó 61. La 

proteína producto del gen ras es la encargada de mediar ta acción de los factores de crecimiento, cuando 

se estimula la división celular los estudios atacan intensivamente a diferenciar con presición entre las 

funciones de Ja protelna normal y la protelna ras mutante. Este tipo menor de tumor es reducido a un 

problema exclusivamente bioqulmico (Watson H. 1987). 
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3.- ANTIMUTAGENOS 

Las sustancias Inhibitorias de la mutagenesls y carclnogenesls son de particular interés porque 

también contribuyen en la prevención del cáncer humano (Calrns D. 1993). 

El término de antlmutégeno ha sido utilizado para describir esos agentes que reducen la 

frecuencia o el porciento de mutación espontánea o Inducida independiente del mecanismo Involucrado 

(Otha T. 1993, Waters O. 1996), la habilidad del hombre y de otras especies animales es dependiente de 

los sistemas de destoxificaclón y antioxidantes. Esos dos sistemas de defensa están estrechamente 

relacionados y la superfamilia del citocromo P-450 y las isotermas de enzimas es un componente de 

ambos sistemas (Cortinas de Nava c. 1990, Waters O. 1996). Las isoformas p.4 SO funcionan en el 

sistema de destoxificación como oxigenasas o como reductasas, y en el sistema antioxidante atrapando 

y neulralizado compuestos que generan radicales de oxigeno. radicales libres y oxigeno actiV"o. entre las 

enzimas antioxidantes encontramos a la superóxido dismutasa. glutatión peroxidasa. glutatión 

transferasa y a la catalasa (Ames B. 1993, Waters O. 1996). 

Algunas drogas y componentes en la dieta pueden funcionar como antimutágenos. y estos son 

clasificados de acuerdo a su mecanismo de acción (Otha T. 1993, Watwrs D. 1996): Kada ha designado 

a los antimutágenos que actUan antes de la reacción de un mutágeno con el AON como ~dismutágenos·. 

Estos incluyen factores que qulmicamenle o enzímáticamente inactivan compuestos mutagénicos, 

compuestos de alto peso molecular como los son las fibras que absorben mutágenos, inhibldores de la 

acción metabólica de mutágenos. y agen1es que interfieren con la generación quimlca de mutágenos a 

partir de sus precursores. afectando la activación de los sistemas de destoxificación. interfiriendo con el 

metabolismo P·450 dependiente. éste parece ser el mecanismo más selectivo por el cual los 

componentes de la dieta ejercen los efectos sobre el metabolismo de las drogas y la carcinogénesis 

(Otha T. 1993, Ramel c. t986. Water.> o. 1996). 
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En la mayorla de los casos, la inhibición puede ocurrir fuera de la célula, pero algunas acciones 

Inhibitorias sobre la activación metabOllca de los mutágenos puede ocurlir en el Interior de la célula 

blanco. A la par del término dlsmutágeno, Kada ha propuesto el uso del término • blomutágeno• para los 

factores antlmutagénicos que reducen la frecuencia de mutagenesls celular después de que el AON ha 

sido danado por mutégenos. Factores que suprimen la mutagénesis inducida por la radiación UV son 

generalmente considerados como blomutágenos {De flora S. 1986. Otha T. 1993). 

Ramel y colaboradores también clasificaron a los inhibidores de mutagénesis de acuerdo a la 

etapa durante la cuál ejercen sus efectos protectores. la e lapa 1 comprende a los inhibidores que actuan 

extracelularmenle y la etapa 2 comprende agentes que actuan intracelularmente. Sin embargo los de la 

etapa 1 casi corresponden a los dismutágenos, más los atrapadores de especies reactivas de oxigeno 

son incluidos como inhibidores de la etapa 2 (Otha T 1993). 

Un intenlo de disminuir el porc1en10 de mutación en humanos y subsecuentemente a disminuir la 

incidencia de cáncer. puede ser identificando antimutágenos y anticarcinOgenos e Incrementar nuestra 

exposición a éstos, especialmente a través de la dieta (Ames B. 1983. Ramel C. 1986 ). En la dieta se 

conocen algunas sustancias con estas propiedades. como antimutagénicas se encuentran las porfirinas, 

los ácidos grasos, vitaminas. pohfenoles y compuestos sulfhidnlos y como anticarcinogénicos las 

vitaminas A, E. C, compuestos sulfhidnlos. grasas, selenio. calcio y fibra (Hikoya H. 1988), 
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4.-RAOICALES LIBRES 

Un radical libre es cualquier especie atómica o molecular que tiene uno o més electrones no 

apareados, es decir. un número total Impar de electrones (Kager D.1990, Pina G. 1996, Pryor W. 1994). 

La tendencia espontánea de los electrones localizados en los átomos y moléculas es la formación de 

parejas, por lo tanto, Ja existencia de un electrón sin pareja, tal como aparece en los radicales libres, 

hace a dicha entidad quimica muy inestable, extraordinariamente reactiva y de vida efímera. 

Consecuencia de la inestabilidad y reactlvidad para combinarse. inespeciflcamente en la inmensa 

mayorfa de 1os casos, con la diversidad de moléculas integrantes de la estructura celular. (carbohidratos, 

llpidos, proteinas, ácidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos). A su vez. la combinación de la 

molécula funcional con el radical libre da Jugar a una molécula disfunclonal. lo que puede repercutir en la 

vida celular (Pina G. 1996, Pryor w. 1994). 

La prevalencia del oxigeno en sistemas biológicos (y la rapidez con que reacciona el oxigeno 

con los demás radicales orgánicos) hace que sea el centro de los radicales y el tipo más comunmente 

encontrado (Piña G. 1996). 

4.1.• NATURALEZA RADICAL DEL OXIGENO MOLECULAR. 

El oxigeno molecular (02 ) es fundamentalmente un birradical, ya que tiene dos electrones no 

apareados en su orbital externo, ambos con el mismo giro (paralelo) (Pina G. 1996, Wingrove S. 1986), 

esto impide que capte dos electrones slmunaneamente en las reacciones que Interviene, puesto que un 

donador de un par de electrones cede necesariamente un par antiparalelo; por ésta razón, el oxigeno 

sólo puede intervenir en reacciones univalentes y aceptar los electrones de uno en uno. Por lo mismo, 

muchas enzimas de tipo oxidasas y de las oxigenases contienen metales de tf"ansiclón en su sitio activo, 

puesto que éstos son capaces de aceptar y de donar electrones únicos (Pina G. 1996). 
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La mayor parte del oxigeno utilizado por el organismo humano es reducido a agua por ta acción 

del complejo cltocroma.oxldasa de la cadena respiratoria mitocondrial. según la siguiente reacción 

global: 

En realidad y por las razones expuestas anteriormente, ésta reducción se hace en cuatro pasos 

unlvalentes: 

e· e· 2H• e· + H'" e· + H'" 
02--->•02 --> H1 O--> OH + H10 --> H10 (2) 

En donde e· = electrón. H. = hldrogent6n. o2 · • radical anión super6xido o radical superóxido, 

H 20 2 = peróxido de hidrógeno. OH".,. radical hidroxilo. H 2 O= agua. 

Estos lntennedlarios quedan unidos al sitio activo de la citrocromo oxidasa y no se difunden al 

resto de la célula en condiciones normales (Plfta G. 1966, PryorW. 1994). 

4.2.- RADICALES LIBRES DE OXIGENO 

Las reacciones redox ocurren durante el transporte de electrones en los organelos celulares o en 

las membranas y son responsables de la generación de los radicales libres de oxigeno. Las mitocondrias, 

peroxisomas, el núcleo. el retículo endoptásmico y membranas plasmáticas son los sitios de formación 

de Jos radicales de oxigeno bajo condiciones fisiológicas (Karger D. 1 990). 

Cuando la molécula de oxigeno acepta un electrón, se convierte en un radical con carga 

negativa, el anión superóxido. Este se representa con el signo negativo de la carga aniónica, y un punto 

que indica que se trata de un radical y que por lo tanto, contiene un electrón no apcreado 0 2 la 

representación de los vectores magnéticos se puede ver en la figura 9 (Karger 1990, Pifta G. 1996). 



Figura 9: Representación de los vectores magnéticos de los electrones no apareados del radical 
anión superóxldo • Nólese que el oxigeno ha sufrido una reducción unlvalente por captación de 
un electrón, pero sigue siendo un radical pues tiene un electrón no apareado. B: peróxido de 
hidrógeno que ya no es un radical, pues en cada orbital hay dos electrones de giro antlparalelo. 
(Galloway s. 1994). 

El segundo produc10 de la reacción (2), H 2 0 2 • no es realmente un radical, pero su Importancia 

estriba en que por captación de un electrón y de un protón puede dar lugar a la formación de una 

molécula de agua y a un radical hidroxilo OH • cuya estructura electrónica se representa con Jos vectores 

magnéticos en la figura 1 o (Orrenius s. 1993, Pina G. 1996). 

OCD 
Figura 1 O .Estructura de los vectores magnéticos del radical hidroxilo que se produce en la 

reducción unlvalente a partir de peróxido (Palloway s. 1994). 



Por otro lado, el oxigeno molecular puede absorber energla (22 Kcal/mol) y convertirse en una 

molécula sumamente reactiva. el slngulete de 0 2 , representado gréfieamente como 10 2 • y cuya 

estructura electrónica se representra con los veclores magnéticos en la figura 11 .• 

CIDO 
Figura 11 .El slngulete 10 2 • llamado asl porque su espectro se caracteriza por dar una sola 
senal, no es realmente un radfcal, ya que Jos dos electrones no apareados se han unido. 
formando un par antlparalelo. Es sumamente Inestable y muy ractivo (Pina G. 1996). 

Por absorción de otras 15 Kcal/mol, este slngulete puede convertirse en otro, representado 

gráfieamente como 1
02 •• cuya vida es efimera y se convierte rápidamente en el slngulete '02 •. La 

representación magnética se puede ver en la figura 12 . 

CDCD 
Flgura12: El slngulete 1 0 2 •• tampoco es un verdadero radical, puesto que uno de sus 
electrones ha lnvenldo su giro y es antiparalelo. 

Debe notarse que en la formación de los slnguletes no hay adición de electrones sino que se 

trata realmente de redistribución de los mismos en el último orbital. 
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En la figura 13 se resumen las diferentes modificaciones que puede sufrir el oxigeno molecular para dar 

especies moleculares que son verdaderos radicales o que en el curso de su melabolismo dan origen a un 

radical. 

+ energia 

Oxigeno 
MoJc:culnr 

~ '/ "' 
102• 

j 

+electrones 

O::l Radical anión 
su peróxido 

1 •• 

H202 Peróxido de 

- Je" 

J 

hidrógeno 

'O:•• OH· Radical 
hidroxilo 

Flgura13: Resumen de Jos cambios: que puede sufrir el oxigeno mofecular estable por 
reducciones univalentes sucesivas o por captación de energia. 
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4.3.- ORIGEN CELULAR DE LOS RADICALES LIBRES. 

Un número de orfgenes Intracelulares de radicales y oxidantes ha sido Identificado como se 

muestra en la 14. La Importancia de cada orfgen en algún desorden especifico es a menudo 

desconocido, y el relalivo papel que juega cada uno en el dano del tejido parece que varia con las 

condiciones experimentales empleadas. Le formación de los radicales libres es probable que sea un 

proceso secundario a una enfermedad primaria (Pina G. 1996). 

A.Muto et'Odo.p~m•°"" 

~ ~~-

••I•) 
Fo 

•l•l 
Cu 

B~-•p.009 

X&n...ac•od'"•• 

~~~~~~-¡.-~-~---~..:.:,... 

Q$:~Q-$P. 
~~~~~~~~~-:._____=:= L._. ......... 

PT--.g•na-•ln-• 
NAOPHl .. pko..0"' 
_.,.._.9g~, 

Figura 14: Orlgenes Intracelulares de los radicales libres. Todas las células aeróbicas producen 
radicales libres a través de la acción de enzimas solubles y unidas a la membrana. 
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4.3.1.• Fagocitosis. 

Culzés el origen biológico de los radicales libres mejor reconocido son las células fagocitarlas, 

por ejemplo neutrófilos y monocltos. Cuando se activa la fagocitosis. las células exhiben un marcado 

incremento en el consumo de oxigeno, este proceso con es probablemente la fuente més Importante de 

radicales superóxido in vivo (Pryor W. 1994). 

Los radicales libres derivados del oxigeno desempel'.ian una función importante como oxidantes 

microbicidas asf como mediadores de la inflamación y lesiones tisulares. Gran parte del oxigeno 

consumido por las células fagocitarlas estimuladas se convierten directamente en aniones superóxido 

por la enzima NADPH oxidasa. El superóxido se convierte rápidamente en peróxido de hidrñgeno y 

radicales hidroxilo, que producen la mayor parte de la actividad microbicida del fagosoma y el ambiente 

extracelular. En presencia de la mieJoperoxidasa que procede de los gránulos citoplasmátlcos de los 

neutrófilos. se transforman los peróxidos de hidrógeno y halurns en oxidantes adicionales tales como el 

ácido hipocloroso y cloruro libre (Pir"la G. 1996, Pryor W. 1994. Sities T. 1993). 

Tabla 2.- Generación de productos tóxicos de oxigeno por el estallido respiratorio de los 
fagolisosomas de los leucocitos. 

1.- Transferencia de electrones por la repentina respiración 

vla hexosa monofosfa1o 
Glucosa + NAOPH

4 -------------------------> Pentosa PO.e + NAOPH 
NAOPH oxldasa 

NADPH + O: NADP•+ 02 

2.- Generación espontánea de productos tóxicos del oxigeno. 

:?O:" + ::!.r------

O:"+H:O: OHº +OH+ •o,• 

3.- Generación por la peroxldasa de compuestos halogenados 

............ 
H:O: + cr-----

ocr + H:O -----

ocr.,+: H:O 

1_0:• c_1.: +·H:O 
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4.3.2.- Sistema mltocondrlal de transporte de electrones. 

La membrana mltocondrial es capaz de generar especies reactivas de oxigeno tanto In vivo 

como in vitro. Las especies generadas son el anión superóxido y seguido de la dismutaclón de este, el 

peróxido de hidrógeno. El porclento de producción de las especies reactivas de oxigeno es directamente 

proporcional a el porclento de oxigeno mitocondrlal utilizado in vitro y puede ser alterado en respuesta al 

ataque de varios tóxicos, Incluyendo cambios en el pH o en el medio lónico de la mitocondria. 

El origen mitocondrlal de las especies reactivas de oxigeno involucra a la NAOH-coenzima O 

(complejo 1), succinato-coenzima O {complejo 11), y/o OH2 • citocromo e reductasa (complejo 111). Una 

protelna no heme con ión sulfuro parece involucrada en el transporte de electrones al oxigeno en cada 

sitio (Karger i 990. Pryor W. 1994). 

4.3.3.· Sistema mlcrosomal de transporte de electrones. 

En el reticulo endoplásmico se ha encontrado una familia de enzimas oxidases con función 

mixta, de las que se propone que oxidan varios xenobiolicos y sustancias endógenas, catalizando esas 

reacciones por el uso particularmente de especies de oxigeno generadas a través de la donación de 

electrones para el NADP(P)H. Aunque bajo cond1c1ones normales no se obtiene la mayor contribución. el 

disturbio de procesos normales a través del daño o de la presencia de un xenobiótico puede cambiar 

grandemente este origen de radicales libres. resultando en modificaciones quimicas de estructuras 

circundantes (Karger 1990). 

4.3.4.· Enzimas oxidasas solubles. 

Existen numerosas enzimas solubles que pueden oxidar substratos endógenos y exógenos y 

generar especies reactivas de oxigeno. Estás Incluyen a la xantina oxidasa. la dopamina, la li­

hldroxilasa, la O-amino ácido oxidasa. la urato oxidasa . Con excepción de la xantlna oxidasa y la 

dopamlna f'\-hidroxilasa las enzimas antes mencionadas no han sido bien estudiadas en términos de 
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toxlcologla de radicales libres, y su contribución de dano tisular. La xantlna oxidase, existe y es 

sintetizada en préctlcamente todos los tejidos y puede reducir directamente al oxigeno molecular en 

superóxido y peróxido de hidrógeno (Karger 1990, Plfta G. 1996, Pryor W. 1994). 

4.3.5.· Autooxldaclón de substratos endógenos o ex6genos. 

Los radicales libres son generados por la oxidación de varios compuestos qulmicos. La 

autooxidación de eplnefrina ha sido usada para generar radicales libres en una variedad de- situaciones 

experimentales. Este proceso puede llevar a dal"lar el tejido en un órgano aislado o sistemas celulares, 

pero este papel in vivo es Indeseable. La reducción enzimática es seguida por una autooxidación que 

puede resultar en una reacción clclica (ciclo redox) que produce una gran cantidad de radicales libres, 

esta via usualmente involucra qulnonas y ha sido estudiada en varios sistemas (Orrenlus S. 1993. pryor 

W.1994). 

4.3.6.- Metales de transición. 

La actividad redox de metales de transición, como el hierro y el cobre, es esencialmente como 

coractores enzimáticos. Cuando son liberados en los sistemas biológicos estos iones pueden también 

facilitar la 1ransferencia de electrones a macromoléculas como llpidos, protelnas y ADN. En suma estos 

metales pueden catallzar la descomposición de peróxidos orgánicos exls1entes (Kager 1990, Orrenlus S. 

1993, Pryor W. 1994). 

4.4.· REACTIVIDAD DE LOS RADICALES EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS 

La exposición de los radicales libres y oxidantes a los tejidos en una variedad de sistemas ha 

documentado la habilidad de éstas especies para producir dano. Como se ha mencionado ya 

previamente, los lipidos, protelnas y el ADN son capaces de reaccionar con radicales y oxidantes, y un 
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enorme número de cambios se han Identificado que podrlan proporcionar una explicación al mecanismo 

por el cual resulta el dano celular o tisular. La relativa contribución de cada uno de esos cambios en 

algún modelo especifico parece funcionar solo para unos cuantos. En general parece que la acumulación 

de los mUlliples efectos Inducidos por los radicales libres es la causa de la muerte celular, más que el 

efecto directo de toxinas no especificas como los agentes alquilantes(Burk D. 1991, Sherwln E. 1990). 

4.4. 1 .- Lípldos. 

Los fosfolipldos de las membranas contienen una gran cantidad de ácidos grasos 

polllnsaturados, muy vulnerables a la peroxldación, esta oxidación se presenta cuando se expone al 

llpldo al calor, luz. iones metálicos y oxigeno, generando radicales libres (Burk O. 1991, Orrenlus S. 

1993, Sherwln E. 1990). 

L.os efectos deletéreos son iniciados por los radicales libres, el radical hidroxilo (OH ) al atacar 

Jos ácidos grasos insaturados, sustrae un átomo de hidrógeno y crea un nuevo radical orgánico el cual es 

mostrado en la figura 1SA (Martln W. 1986, Orrenius S. 1993). 



Este radical orgánico es establllzado por un rearreglo lnlemo que produce un dleno conjugado, el 

cual reacciona rápidamente con o 2 para dar un radical peroxilo o dioxllo como se muestra en la figura 

156. 

H H H H H H H 

~t-t=t-t-t=t-t~ 1 • 1 
H H 

A 

HHHHHHH 

~t-t-t=t-t=t-t~ 
A 6 A 

~ 
B 

Figura 15: A: El radical hidroxilo. al atacar un ácido graso lnsaturado, sustrae un átomo de 
hidrógeno y crea un nuevo radical orgánico (centrado en el átomo de carbono).B: Por un 
rearreglo Interno, se produce un dleno conjugado que puede reaccionar con oxigeno molecular 
para dar un radical peroxllo to dloxilo). 
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El radical llpoperoxllo puede atacar un Upldo vecino. sustrayendo un átomo de hidrógeno para 

producir un hldroperóxldo y un nuevo radical (propagación) como se muestra en Ja figura 16A. Los 

hldroperóxldos llpldlcos son estables en estado puro, pero en presencia de metales de transición (hierro y 

cobre) se descomponen, dando un radical alcohoxllo el cual se muestra en la figura 16 (Burk D. 1991. 

Esterbauer H. 1990,0rrenlus s. 1993). 

HHHHHl-11-1 

-t-t-t=t-t=t-t-
1-1 H H H H H H 

-t-t=t-t-t=t-t-
1 1 1 1 • 1 

1-1 ? 1-1 H H 

? 
1-1 A 

H H H H H H H 
1 1 1 1 1 1 1 

-7-7-c=c-c=c-7~ 
H <? H 

B 

Figura 16: A(arriba). el radical peroxJlo puede atacar a un IJpldo vecino. sustrayendo un átomo de 
hidrógeno para dar un hldroperóxido y un nuevo radical orgénico (propagación del dai\o). B 
(abajo), los hidroperóxldos lipidicos son estables pero en presencia de metales de transición 
(hierro o cobre). descomponen dando un radical alcohoxllo (propagación del daño). 



Tanto los radicales peroxilos como atcohoxilos estimulan la reabclón en cadena al sustraer 

átomos de hidrógeno de otros lfpldos (propagación). Es posible que el slngulete de oxigeno 10 2 "' sea 

también un Iniciador de la reacción de Upoperóxldaclón. sobre todo en presencia de pigmentos 

orgánicos. Esto sucede mucho in vivo en el ojo de los memiferos, en cloroplastos y en los pacientes de 

porfirla. Se ha comprobado que la hepatotoxlcldad producida por el tetracloruro de carbono. el halotano, 

la lsoniaclda y la bleomiclna, tiene como uno de sus factores Importantes de llpoperoxidaclón (Orrenius 

s. 1993, Pryor W.1994). 

4.4.2.- Protelnas. 

En anos recieñtes se ha Incrementado el interés de las protelnas como blancos para los radicales 

libres. Las proteínas oxidadas son mucho más susceptibles a la proteolisls y la acumulación de grupos 

carbonilo en la protelna perece incrementarse con la edad. El incremento de proternas oxidadas puede 

relacionarse con le edad y la pérdida de funciones bloqulmlcas y fisiológicas selectivas, y puede reflejar 

la no reparación de un dano de otra macromoléeula como el AON(Pryor W. 1994). 

4.4.3.-AON 

Un mecanismo hipotético que explica la muene celular después de la exposición de especies 

reactivas de oxigeno es en el que participa la enzima poli (AOP·ribosa) polimerasa, la cual es activada 

después de que los peróxidos han daf\ado al ADN. Una vez activada, la poli (AOP·ribosa) pollmerasa 

utiliza grandes cantidades de nicotinamida adenindinucleótido (NAO) para reparar el AON dai'\ado por 

especies reactivas de oxigeno. La disminución del NAO sugiere que la célula activa su capacidad para 

producir ATP, lo que conduce posteriormente a un déficit de energia, cambios en la homeostasls del 

calcio. y finalmente la muerte celular. Aunque este concepto no es muy adecuado para explicar el dal"lo 

oxldatlvo. es claro que las especies reactivas de oxigeno pueden dai'\ar vlas criticas para el 

mantenimiento de las condiciones normales de nucleotidos de pirimidina y adenlna. Ya que esos 



nucleótldos son necesarios para el funcionamiento nonnal de muchas enzimas, células afectadas, si no 

es que danadas, pueden ser mucho mas susceptibles a otro stress. (Kager D. 1990, Pryor w. 1994). 

La Interacción de las especies reactivas de oxigeno con el ADN parece afectar la regulación de 

ciertos genes. Esas modificaciones pueden Involucrar modificaciones directas al ADN. o estos pueden 

ser mediados a través de cambios en la expresión del gen de regulación. Muchos de los trabajos sobre 

los efectos de la expresión de genes han sido conducidos por Investigadores Interesados en el papel de 

las especies reactivas de oxigeno en la carcinogénesis (Orrenlus S. 1993. Pryor W. 1994). 

4.5.· DEFENSAS BIOLOGICAS CONTRA LOS RADICALES LIBRES DE OXIGENO. 

La vida en presencia del oxigeno molecular exige contar con una batería múltiple de defensa 

contra los diversos radicales libres de oxígeno que por un lado tienda a impedir su formación y por otro. 

los neutralice una vez formados, estas defensas se efectúan en cinco niveles (Kager 1990,Pii'\a G. 1996). 

El primer nivel consiste en evitar la reducción unlvalente del oxigeno mediante sistemas 

enzimáticos capaces de efectuar la reducción tetravalente consecutiva sin liberar los Intermediarios 

parcialmente reducidos. Esto 10 logra con gran eficiencia el sistema citrocromo-oxidasa de la cadena 

respiratoria mltocondrlal. reponsable de més del 90°/o de la reducción del oxigeno en el organismo 

humano (Mar1in. W 1986, Pii"la G.1996). 

El segundo nivel lo conslituye la presencia de enzimas especializadas en captar el radical anión 

superóxido (O; · ). Estas son la superóxido dismutasas (500), metaloenzimas que catalizan la 

dismutación del radical anión superóxido para dar oxigeno molecular y peróxido de hidrógeno, con una 

eficiencia tan grande que se acerca al limite teórico de la difusión. En las células de los organismos 

eucarióticos existen dos. Una es citoplásmica y contiene un átomo de Cu2* y uno de Zn2
º en su sitio 

activo. La otra sao es mitocondrial y contiene Mn3• en su sitio activo (Mar1in W. 1986, Pil\a G. 1996. 

Pryor W. 1994). 



El tercer nivel de defensa está dado por un grupo de enzimas especializadas en neutral/zar al 

peróxido de hidrógeno (Pina G. 1998). Entre ellas esta la eatalasa que se encuentra en los peroxlsomas: 

ésta enzima es una hemoprotelna que posee actividad peroxldésiea; realiza una reacción de dismutaclón 

en la que utiliza al peróxido de hidrógeno como sustrato donador de electrones y otra molécula de 

peróxido de hidrógeno como oxidante o aceptorde electrones la reacción es: (Martin W. 1986). 

cai..lu.a 

H 2 0.: + H.:O----->lH2 0+02 

Además se cuenta con las peroxidasas que catolizan la reducción del peróxido de hic.irógeno por 

diversos donadores de electrones. En los mamfferos, la glutatlón peroxldasa (una enzima citoplásmica 

que contiene selenio ) es la más Importante, calalfza Ja siguiente reacción: 

slu11111<"1 pi:ru'.Oi.id.ua 

20SH + H: O.:···-----> GSSG + 2H: O 

(donde OSH• glulonión reducido) y 0550- gluttuión osidado). (63.65). 

El glutatlón GSH, puede espiar también el radical hidroxilo y el singulete de oxigeno (Pryor w. 

1994). 

Muchas proleinas. pero sobre todo la albúmina. pueden ser captadoras de radicales libres de 

oxigeno. en este proceso la proteina se transforma en una proteina anormal. t.as proteinas modificadas 

por los radicales libres de oxigeno son degradadas a una velocidad mayar que las protelnas normales. 

por enzimas proteoliticas, por lo que esta actividad es considerada Msuicida• (Karger 1990, Piíla G.1996). 

Una vez producido el dal"lo molecular, existe un quinto nivel de defensa que consiste en la 

reparación. La mayor parte de las moléculas del organismo sufren un recambio constante. por lo cual 

son periódicamente reemplazadas con lo que puede desaparecer el dal"lo. En el caso del malerlal 

genético, los radicales libres de oxfgeno son capaces de provocar rupturas en Ja cadena del AON y aún 
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de inducir mutaciones, Intercambio de cromatldas hermanas, aberraciones, citotoxicidad, carcinogénesls 

celular,(Cerrutl P. 1985, Orrenius s. 1993, Pina G. 1996) pero existen mecanismos enzimáticos de 

reparación que permiten restablecer la Información genética (Pina G. 1996, Salamanca F. 1990). Se ha 

calculado que, en promedio, pueden ocurrir 1000 casos de ataques oxidantes al ADN por célula por dla 

en el organismo humano (Kager 1990, Pif&e G, 1996). La Importancia de los mecanismos de reparación 

del ADN es evidente en algunos errores congénitos del metabolismo. por ejemplo. el síndrome de 

Bloom, en el que existe una deficiencia congénita de la enzima ADN-ligasa 1. no se reparan las cadenas 

rotas y esto resulta en Inestabilidad genética y aumento del riesgo de cáncer. En el xeroderma 

pigmentoso, la deficiencia genética estriba en la enzima que elimina las bases de timina moc.ificadas en 

el ADN. con el resultado de una hipersensibilidad a la luz solar y una mayor incidencia del cáncer de piel 

(Garner S. 1991, Pif\a G. 1996, Salamanca F. 1990). 

4.6.- ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LA ACCION DE LOS RADICALES LIBRES. 

Los radicales libres son especies de extrema reactividad, producidas continuamente en el Interior 

de las células, ya sea como mecanismos fisiólogicos, o como subproductos accidentales de varios 

procesos metabólicos, y que difunden a través de las membranas celulares. Cuando tas lasas de 

formación de estos radicales rebasan a los mecanismos antioxidantes normales, ocurre oxidación 

molecular desmedida, de consecuencias potencialmente letales a la larga para lao;, célulo::., y al 

organismo entero (Frenk S. 1996.0rrenius s. 1993). 

La lista de condiciones clln\cas asociadas con radicales libres continua aumentando. Esto es en 

pane debido a la habilidad de los radicales libres de inducir estados patológicos que parecen ser de un 

amplio rango de enfermedades, se desconoce mucho de lo que rodea a la patogénesis de numerosos 

desordenes (Pryor W. 1994); esto en virtud de su cor11sima vida media y su naturaleza fugaz casi 

Intangible (Frenk S. 1996). 
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En la tabla siguiente se muestran los padecimientos clfnlcos que presuntamente son asociadas a 

radicales libres de oxigeno. 

Tabla 3. Padecimientos clinlcos supuestamente asociadas a radicales de oxigeno. 

Ap.aralo c.ardlovascular 
Atero.c:ler05is 
Carcliopalla alcohohca 
Id.Por adr1am1c1na 

Eslados de lsqueml• 
repurfuslón 
Accidenle cerebrovascular 
lnfario m1ocárd1co. arnlm111s 
¡~~~~lanle de vls•culn 

Congelac1on 

Lesione• lnnarnalorla• de 
orden Inmunológico 
Glomerulonehrt'• odeopal•Cas o 
membranosas 
V1s1cu11!1s por v1rua de hepal•I•• B 
o por med1camen1os 
Artrrt•s reuma101de 

Sobre carga de hierro 
Hemoerom111os1s •d1cpat1ca 
D•elafla(en BantUs;) 
Talasemias y airas anemias crónicas; 
h•perfund1das 
Alcohohsmo 

MUsculo 
Algunas moochstrofias 

cuas hernopatlas 
Orepanoellosls 
Anemia de Fanconl 
Saturnrsmo 
Favlsmo 
Malar la 
FarmacolOgicas 
Carclnogénesls 
Radiaciones lonl~anles 
Accidentales; 
Rad1oterap1a 

Sindromes dl•belicos 
Oeflslenclas nulriclonales 
Cuas1orcor 
Alcohol1s;mo 
Enfermedad de Keshan (selenio) 

Envegl!'cimlenlo 
Aparato respiratorio 
Contaminantes 1:1•1dan1es (O. NO), 
otr1:1s cso,1 
Humo de 1ab11co 
H1pero1t1a 
01splasla brone1:1purmonar 
Efafuma 
Neumoconiosis 
lnto•oc::•c•On COl"I paracuat 

Aparato diegesUvo 
Hie~to~t.t endOIOlllliCa 
Id. Por hldroc::arburos h1drogenadcrs 
Panctaatrt1s aguda 
Gastritis por anUll"lnamatotlos 
no esleroldes 

Slslema nervioso 
Enfermedad de Parklnson y 
Alzheimer 
L1p1:1fuscionos1a, cero1dosrs 
Neurolo•inas 
Esclerosr• mUlltple 
Les10n cerebro vascular h1penensíva 

Nefroto••c1dad por ammonucleOsido 
Slndrome netr011eo a"1101nmune 
lnlo••cac•On por mel•le• pesados 

Ojo 
F1bros1• rettoh•nlal 
Catarala 
Hemorragia 1ntraC>Cular 
Ret1n1:1palla IOtoea 

Aad1ac1ón acllnlca 
Lesión t•rm1ca 
Algunas porfir .. s 
Oetmalll•• por contacto 

Como se puede apreciar es extensa la lista de padecimientos relacionados con los radicales 

libres, y sólo se revisaré el de carcinogénesls en base al proposito del presente trabajo. 

4.6.1.• Carclnogénesls. 

Es conocida la habllidad de las radiaciones Ionizantes de estimular el desarrollo del cáncer. Pane 

del dar.o puede radicar en la absorción directa de energla por el ADN con la consecuente alteración de 

su estructura. Sin embargo, la mayor parte de la radiación es absorbida por el agua que, por representar 



el 70% de un organismo, resulta ser su principal blanco y conduce a la formación de radicales de 

oxígeno. El ataque de estos radicales y sus derivados al ADN y a otras partes de la célula puede ser la 

base del cáncer Inducido por las radiaciones (Orrenius S. 1993. Pina G.1974, Pryor W. 1994). 

La teoría de la carcinogénesis en dos elapas, la iniciación y la promoción, explica algunas 

observaciones que implican a los radicales libres de oxígeno en este proceso. Asl , por ejemplo. algunos 

promotores tumorales como los ésteres de forbol son activadores muy efectivos de la descarga oxidativa 

de Jos fagocitos (Goldestein B. 1989. Gonzalez B. 1989;Pryor W.1994). Esta activación de los fagocitos 

también resulta en la liberación de una mezcla compleja de citocinas entre las que se Pncuentra un 

factor clastogénico (fraccionador del ADN) difusible. El dano al ADN producido por los radicales libres de 

oxigeno, por el factor clastogénico o por otros mediadores de Ja inflamación puede activar oncogenes o 

inactivar genes supresores de tumores como p53 (González B. 1989. Pu'ia G 1996,Pryor W. 1994) 

Como evidencia indirecta adicional del papel de los radicales libres de oxigeno en la 

carcinogénesls se tiene la asociación conocida entre el cáncer y diversos padecimientos genéticos e 

Inflamatorios crónicos, por ejemplo. la colilis ulcerativa y el mayor f'iesgo de desarrollar adenocarcinoma 

del colon. la cirrosis hepática y el carcinoma hepatocelular. la ataxia lelangiectasia. la anemia de 

Fanconi y el sindrome de Bloom (todos los cuales presentan un metabolismo ano,.mal del oxigeno) y una 

mayof' Incidencia al cáncer (Argarwal R. 1991 Galloway E. 1996). Sin embargo. no hay evidencias 

concluyentes directas de que los radicales de oxigeno sean factores principales en Ja iniciación o en la 

promoción del cáncer (Gamer E. 1991). 
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5.- ANTIOXIDANTES 

Los antioxidantes son los agentes protectores más estudiados para la prevención de 

enfermedades. puesto que estos compuestos Uberan a la célula directamente de reactivos 

oxidantes (Kuroda Y. 1992. Otha T. 1993). 

5.1,-ANTIOXIDANTES NATURALES 

Estudios epidemiológicos Indican que la dieta es un t8ctor qÍ.Je puede rriodtncar el 

desarrollo de algunos tipos de c.dncer y de enfermedades degen~~tiV~'s. · ~~~~·:·f~tas Y .. ·los, 

vegetables son las mejores fuentes de varios antioxidantes, vJ!amln-~~ ·; :·m·ic~~~Ut~lenles. Los 

tocoferoles, carotenos, ácido ascórblco son antioxidantes presentes en dlVersos alimeiitos (CerrutJ 

P.1985). 

5.1.1.-Vilamina E. 

El nombre genérico para todos los tocoferoles y derivados es el de vitamina e. En el 

humano. el más abundante es el a.-tocoferol seguido del y - tocorerol; el requerimiento diario para 

un hombre y mujer adultos son de 10 y 8 mg de o. - tocoferol por dia respectivamente, las fuentes 

más ricas de vitamina e en la dieta humana son la margarina, la mayonesa, el aceite vegetal, la 

mantequilla y el huevo (Pryor W. 1994). 

La vitamina E aclúa como antioxidante atrapando radicales libres, puede ac1uar dlrecta o 

Indirectamente en la Iniciación ( , 0 2 •, 0 2 · • OH ) o en la propagación (radical lipopreox1lo) en la 

oxidación de fa cadena lipldica (Otha T. 1993, Pryor W: 1994), el tocorerol también puede 

reaccionar con el oxido nitroso; en la clinica se ha utilizado a Ja vitamina E en enfermedades 

cardiacas producidas por oxidación. provocada por las quinonas adriamicina y deunomicina 

(Kurudoa V. 1992, PryorW. 1994). 
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5.1.2,· Carotenoldes 

La mejor fuente de carotenoldes son las frutas y los vegetales: por ejemplo las zanahorias. 

el tomate. el brocoll, la naranja y el mango, se puede hallar también carotenoldes en la piel de los 

animales. 

Los carotenoldes han mostrado ser atrapadores de radicales de oxigeno y pueden proteger 

contra la fotosensiblllzaclón provocada por la luz y contra la peroxldación de lípldos. Los 

mecanismos conocidos por los que los carotenoldes protegen a las células del dano oxldalivo son: 

extracción de un átomo de hidrógeno o un electrón de varias moléculas, atrapando singuletes de 

oxigeno • produciendo esta reacción un trlplete carotenolde excitado, y atrapando radicales 

lipoperoxilo, ocasionando una baja en la presión de 0 2 • 

5.1.3.· Vitamina C 

El ácido ascorblco o vitamina C, esta presente en muchos fluidos corporales, es requerido 

en la dieta de los humanos, monos, cerdos y otros animales porque no lo sintetizan. La 

recomendación diaria de vitamina C para el hombre y la mujer es de 60 mg por dla. Los 

vegetables y frulas contienen considerables cantidades de ascorbalo: por ejemplo; el brocoli. las 

espinacas, el tomate, el ajo, tas papas y frutas cítricas (Cerrutl P. 1990,0tha T. 1993). 

La vitamina C es un eficiente atrapador de radicales libres (02 · • 
1 0 2 • ). aünque el 

ascorbato se presenta en fase acuosa puede proteger a los llp1dos y las membranas del dano 

oxidativo por alrapamiento de radicales lipoperoxilo. Reduce la carcinogenicidad de las 

nitrosarninas y presenta actividad antitumoral en roedores expuestos a luz ultravioleta (Karger 

1990. Pryor W. 1994). 
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5.1.4.· Flavonoldes 

Los flavonoldes son un gran grupo de compuestos pollfenollcos que están ampliamente 

distribuidos en los alimentos de consumo humano. La mejor fuente son Jos pigmentos rojos y 

amarillos de los vegetales, en frutas (manzanas, limones, naranjas) y en vegetales (coliflor, 

papas). Su estructura fenOllca presenta actividad antioxidante hacia una variedad de sustancias 

fácilmente oxidables, Inhibe la llpoperoxidaclón atrapando radicales Involucrados en la Iniciación 

como hidroxilo, anión superóxido. el singulete de oxlgeno, se une a metales lónlcos, atrapa al 

radiacaJ llpoperoxilo: e inhibe enzimas responsables de la producción de radicales libres(Oe nora 

s. 1988, Pryor w. 1994). 

5.2.· ANTIOXIDANTES SINTETICOS. 

En la industria alimenticia un elemento indispesable hoy en dia son los aditivos para 

retrasar o inhibir la oxidación de ras grasas y aceites que contienen los productos y asl evitar la 

rancidez de éstos, logrando prolongar el tiempo de vida de anaquel de los alimentos. Los 

antioxidantes empleados son: el galato de propilo muy soluble en agua. el butilhidroxitolueno 

(BHn. el butilhidroxianisol (BHA). el butilhidroxitolueno (BHn que son solubles en grasas y 

aceites (Ballantyne B. 1993, Pryor W. 1994). 

5.3.· ACIDO NORDIHIDROGUAYARETICO 

El ácido nordihidroguayrélico (ANOG) como se muestra en la figura 17 es un lignano 

simple y un antioxidante fenóllco, que se encuentra en el exudado resinoso de Lo"ea dlvarlcata y 

Larrea trldentata, la primera se localiza en Argentina, Bolivia, Chile, Perú: y en el suroeste de 

Estados Unidos y norte de México la segunda (Campos L. 1981,Martinez M. 1989). 



Se obtuvo por primera vez de forma sintética en 1918 por reducción y desmetilaclón del 

ácido guayarétlco constituyente de la goma del gua~Scum (Ollveto E •. 1972). 

··· I ·.·· •. · .... Ha~·· .· ·cH, 

"º ~ 1 ~ ::· 

Figura 17: Estructura qutmlca del ácido nordihidroguayarétlco. 

Se utilizó como antioxidante en grasas de origen animal, aceite vegetal y productos 

lácteos por muchos anos en concentraciones de 0.01- 0.1% (Vogel W.1994); sin embargo a finales 

de ros 60's estudios de toxicidad indicaron que produce quistes en corteza y médula renal en ratas 

con una ingesta mayor del 3C/c1 del compuesto durante 6 semanas: por lo que Ja U.S. Food and 

Orug Administration lo removió de la lista de compuestos de seguridad reconocida (Goodman T 

1970. Grice H. 1968). 

A pesar de los indicios de toxicidad se encuentra en Europa como aditivo de crema para 

manos (!rache~. 1992), además los nativos de las regiones en donde crece la Larrea lo utilizan en 

heridas y escoriasiones de la piel en forma de cataplasmas para aliviar dolores; lo ingieren como 

diurético y para disolver cálculos renales y de veslculas aunque no hay evidencias clentiflcas que 

comprueben estas propiedades. 

Por contradiclorio que parezca ha surgido en Jos últimos a~os un interés creciente por 

estudiar las actividades biológicas del ANDG. 

El ANDG liene propiedades antimicrobianas contra Satmonella, Clostridium bolufinum (Mac 

Rae W. .Rcddy N 1982), actividad fungicida contra hongos como Rhizotonia solani, R oxisporum 

y Rhizopus nigrans (Campos L. 1981). 



Debido a su estructura pollfenólica que es la que determina la actividad antioxidante. se le 

ha relacionado como lnhlbldor de radicales libres (Nakayama T. 1992. Robison T. 1990), es un 

lntilbidor de las enzimas que intervienen en la cascada del ácido araquldónlco, la cicloxlgenasa y 

la llpoxigenasa y de los radicales libres que inician la peroxldación de la membrana lfpidica, 

ademés bloquea Indirectamente la acción de la fosfolipasa A 2 (Capedevila J. 1988, Roblnson T. 

1990). Inhibe las enzimas monooxlgenasas dependientes del cltocromo P·450, por lo que suprime 

la bioactlvaclón de promut.égenos y procarcinogénicos. que son activados por esta vis (Argawal R. 

1991, Capedevlla J. 1981). 

Actúa como neuroprotector; protegiendo contra la toxicidad del péptido p, amilolde, en 

cultivos de neuronas de hipocampo de ratas, al evitar la acumulación de especies reactivas de 

oxigeno y calcio extracelular (Goodman Y. 1994). El ANDG Interviene en el control del 

creciemiento de lineas celulares cancerosas de pulmón por la Interrupción de la 5-llpoxlgenasa, in 

111110 la inhibición de la ésta enzima da como resultado cambios en la programación de mue11e 

célular (lgalli M. 1996). 

Ha mostrado actividad antitumoral, Inhibiendo la etapa Inicial del desarrollo de tumores en 

plantas causadas por Agrobacterium tumefaciens (Wang Z. 1991). 

El ANDG actúa en la fase de Iniciación y promoción del tumor en ratones hembra Sencar 

inducidos por el 7, 12 dimetilbenz(a)antracieno (iniciador) y el peróxido de benzoilo (promotor) 

(Wang Z. 1991). En ratones Inhibe la promociOn tumoral de piel Inducida por el 12·0· 

tetradecanoilforbol·13· acetato (Nakadate T. 1992). 

Es un agente qulmiopreventivo del cáncer mamario en ratas (Srepague·Cawley) tratadas 

con N-metll N· nltrosourea • se redujo la Incidencia de cáncer mamario al ser tratadas con 0.1 % de 

ANOG como componente de su dieta allment.~ia (Me Cormick o. 1987). 

Proteje contra el dano en vejiga en ratones ICR Inducido por la clclofosfamlda: que al ser 

metabollzada provoca urotoxlcidad (Frasler L. 1993) 
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El ANDG presenta efecto antlmutagénico en estudios con SaJmonella typhlmurlum cepas 

TA 100 y TA 98 tratadas com metil·metano-sulfonato, benzo (a) plreno y la anatoxlna e,, con y sin 

activación microsomal, encontrándole efecto protector (Wang z. 1991). 

En ar1erias coronarias de cerdo, el ANDG muestra tener actividad vasodilatadora y/o 

broncodllatadora y por los resullados obtenidos se cree que la estructura básica del ácido posee 

muchas posibilidades para tomarse como modelo y producir nuevos compuestos, más potentes y 

selectivos para esta actividad farmacológica (Norihiro N. 1996). 

Se le han realizado estudios genotóxicos tanto in vitro como in vivo. En cultivo de linfocitos 

humanos de dos donadores sanos, se de!erminó el potencial genotóxico del ácido utilizando las 

concen1raciones de un rango de 1.1 µM a 27.0 µM. Los resultados mostraron que el ANDG es un 

inductor de intercambios de cromátidas hermanas (ICHs), ya que el incremenlo esta relacionado al 

Incremento de la dosis. En cuanlo al efecto citotóxico evaluado con la cinética de proliferación 

celular y el índice mitótico se observó un decremento proporcional a las dosis utilizadas 

presentando diferencia estadísticamente significativa a la dosis más alta (27.0 µM). En base a los 

resultados obtenidos se concluyó que el ANDG no presenta efecto citotOxico evidente, pero si un 

efecto genotóxico por la inducción de ICHs (Ponc:e A. 1995). 

En médula ósea de ratón cepa NIH. el análisis citogenético se realizó evaluado Ja 

frecuencia de ICHs, la cinética de proliferación celular. indice mitótico, y la frecuencia de 

aberraciones estructurales y numéricas. Se determinó la capacidad genotóxica utilizando un rango 

de e.e mg/Kg a 70 mg/Kg administrado vla i.p.; los resultados mostraron que el ANDG. es un 

Inductor de ICHs conforme aumenta la dosis. sin embargo el incremento total no llega a duplicar 

el valor basal, lo que sugiere que la toxicidad es moderada. En lo referente a la cinética de 

proliferación celular se presentó una modificación del ciclo celular en la dosis més alta (70 mg/Kg). 

sin alterarse el tiempo promedio de generación. Con respecto al efecto citotóxico este se presentó 

en la dosis máxima. En relación a las aberraciones cromosómicas se observaron valores 

semejantes al testigo. Lo antes mencionado sugiere que el ANDG es un agente genotóxico 

moderado y citotóxico a dosis elevadas (Malina .J. 1996). 



6.- SISTEMAS DE PRUEBA 

El ambiente en el que se desarrolla la vida moderna esté peligrosamente contaminados en 

la actualidad se ha difundido et empleo de sustancias qulmicas para el control de plagas y el 

enriquecimiento de los suelos, el uso de numerosos agentes para preservar y conservar alimentos, 

la exposición ocupacional a sustancias nocivas, el Impresionante desarrollo de la quimlca y la 

farmaeologla penden sobre la humanidad ta aterradora amenaza de Ja exposición accidental o por 

agresión bélica a la radiación, la energla atómica o a sustancias nocivas o deletéreas. y a la 

contaminación atmosférica y de las aguas aumenta en forma alarmante die tras die (Loomis T. 

1985, Salamanca F.1990). Existe una preocupación constante por las consect.enclas que pueden 

tener todos los contaminantes sobre el hombre y los seres vivos. Aún cuando son muy · ... ariadas 

las vlas por las que esos agentes pueden afectar Jos organismos. la mayor parte de los 

contaminantes que danan la células lo hacen a través de los cambios quimicos que provocan al 

interactuar con las moléculas de mayor importancia biológica (Ballantyne B. 1993. Morales R. 

1966). El efecto que dichos agentes pueden tener sobre moléculas de ADN. portadoras de la 

Información genética. es quizás el más relevante por el papel biológico fundamental que éstas 

desempenan y porque son insustituibles (Morales R. 1988. Salamanca F. 1990). 

En base a lo anteriormente dicho es justificable y necesario el interés creciente en el 

desan-ollo de métodos para detectar agentes genotóxicos, y desarrollar medidas adecuadas para 

prevenir cualquier exposición.(Salamanca F. 1990). 

Se han implementado numerosos sitemas de prueba que permiten identificar la acción 

mutagénica tanto in vivo. como in vitro. Los métodos empleados con mayor frecuencia son los que 

aparecen en la siguiente tabla. 
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Tabla 4 Sistemas de pruebas més utilizados para Identificar la acción de gentes 
mutagénJcos. 

Células soméllcas 

In vitro 

Bacterias 

Levaduras 

Hongos 
Células en cultivo 

Cultivo de fibroblaslos 
Cultivo de linfoncilos 

Tipo de células 

tnvfvo 
l. MUTACIONES GENJCAS 

Prueba de la mancha 
(spot test) 

11. CAMBIOS CROMOSOMICOS 

Micronúcleos 
Médula ósea 

111.INOICAOORES DE DAÑO BIOLOGICO 

Síntesis de ADN no 
programada en células 
Rupturas del ADN 

Intercambio de cromátidas 
hermanas (ICH) 
Recombinación génica 

Síntesis de ADN no 
programada en lejidos 
Rupturas del ADN 
ICH 

Alqullaclón de hemoglobina 

Células gaméllcas 

Receslvas letales 

Pruebas de rocus 
especifico 

Anomallas del 
espermatozaolde 

Dominantes letales 
Pérdida del X 

Transrocaciones 
heredables 
Cllogenélica de 
espermatozoides 
Aneuploidías 
no (disyunción) 

SJntesis de ACN no 
programada 
Rupturas del ADN 
ICH 
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6.1.· INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS. 

Los Intercambios de cromátidas hermanas (ICHs), son Intercambios de segmentos 

simétricos y equivalentes entre cromátidas de un mismo cromosoma (Ballantyne B. 1993, 

Encyclopedia 1991, Morales R. 1988). 

El primero en percatarse de éste fenómeno fue McClintok en 1938, y más tarde Taylor en 

1958 demostró los ICHs, usando la técnica de radlografia para detectar Id posición del ADN 

lasl:.mado seguido de una Incorporación de tlmidlra trillada (Ballantyne B. 1993,). Más sin ~mbargo 

el análisis lnequivoco del fenómeno se logró después de Ja incorporación de la 5· 

bromodesoxlurldlna (5·.Brdu) que ha reemplazado a la tlmlna trillada y varios pasos se han 

agregado al método para demostrar la Incorporación diferencial de la 5·BrdU entre cromátidas 

hermanas siendo estos, Ja tinclOn con el Hoechst 33258 (colorante fluorescente), la expostclOn a 

luz negra y le Unción con Glemsa para poder ser analizados con el microscopio de campo claro 

(Ballantyne B. 1993, Morales R. 1988, Perry P. 1974). 

El significado biológico y el mecanismo por el cual se producen los ICHs aún no se 

conoce, pero algunas lineas de evidencia indican que: 

a) Esos even1os ocurren durante Ja sfntesis de ADN, 

b) estos son producidos ya sea por dano o por inhibición de la slntesis del ADN, 

c) las lesiones Involucradas en 1a Inducción de ICH no son conocidas, 

d) las lesiones de los ICHs persisten por más de una división celular y son capaces de Inducir ICHs 

en el mismo locus en divisiones celulares sucesivas (Morales R. 1990, Morales R. 1992). 

La prueba de ICHs permite detectar la .:a:pacidad genotóxlca de diversas :;cstar,c.;ias (Latt 

S. 1981), y es particularmente sensitiva para agentes alquilantes y análogos de bases 

(Encyclopedia of Human Biology 1991).Los ICHs son un método de mayor sensibilidad para la 
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detección de muchos mutágenos qufmlcos en comparación con las aberraciones cromosómlcas , 

Latt (1974) considera que esta sensibilidad de la prueba de ICH es aproxlmldamente 1 o~ veces 

mayor que la prueba estándar de aberraciones cmmosómlcas (Latt s. 1974). 

Para los ensayos de ICHs se han utilizado tanto sistemas in vivo como in vitro. Los 

primeros tienen clertad ventajas, ya que simulan más claramente P.I efecto de los agentes 

genotóxicos y permiten que estos sean activados o inactivados metabólicamente, incluso en el 

caso de estudios farmacológicos es posible hacer equivalencias de dosis por peso. Los sistemas In 

vitro por lo regular tienen valores basales mayores de ICH, por lo que el efecto de dosis bajas o de 

agentes ligeramente genotóxicos puede quedar enmascarado (Morales R. 1988). 

Asf mismo se han descrito muchas variedades de sistemas In vivo para la prueba de ICHs, 

corno embriones de pollo, espermatogonias de ratón, médula ósea de hamster chino, méc::tula ósea 

de ratón y glándula salival de ratón entre otros. Sin embargo desde el punto de vista práctico. el 

sistema de médula ósea de ratón es el más simple y rápido debido a que la preparación de las 

figuras metafásicas es menos elaborada y el ciclo celular además de ser bién conocido es más 

corto en relación a otros (Perrry P. 1974, Sanderbg t984). 
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Figura 18. Representación de Jos intercambios de cromatldas hermanas Sencillos. dobles y 
triples en cromosomas de ratón (Morales R. 1988). 
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6.2.- PRUEBA oe MICRONUCLEOS 

Los micronúcleos (MN) son corpúsculos intracitopJasmátleos de cromatina separados del 

núcleo prfnclpal (Rlgger M. 1991). El primero en encontar un MN fue Howell en 1891 en eritrocitos, 

y después fue descrito por Jolly. oe aquí surge el nombre de cuerpos de Howell-Jolly (como se les 

conoce en hematologfa). que se encuentran frecuentemente en la sangre periférica y que se 

relacionan con varios padecimientos sangufneos (Henry J. 1993, Sanderbeg 1964). 

Sin embargo fue hasta 1959 que Evans y colaboradores realizan el primer intP.nto por 

utilizar a Jos MN para monitorear el daflo citogenético Inducido por los rayos gamma y los 

neutrones, en la presencia y ausencia de oxigeno . A principio de 1970 Schmid y colaboradores 

llegaron a la conclusión de que la incidencia de eritrocitos policromá11eos (EPC) micronucleados 

era un indicador úl1I en el dai'lo c1togené1ico en médula ósea (Sanderbg 1984). En base a este 

trabajo fue posible desarrollar una prueba simple in vivo, en donde la identificación de EPC 

micronuc/eados nos permile evaluar el darlo cilogenético, la cual es ampliamente usada y referida 

comúnmente como Prueba de Micronúcleos (Scmid G. 1988). 

Las evidencias sugieren que los micronúcleos se forman a panir de la rup1ura de 

fragmentos cromosómicos acentricos. o bien por aquellos cromosomas que sufren rezago 

anafásico, lo cual se traduce en la aparición de un micronücleo en células anucledas como Jos 

eritrocitos, o bien en el citoplllsma de células nucledas como linfocitos o espermatogonias (Rigger 

M.1991). 

Prueba de micronUcJeos en sangre periférica. 

Los eritrocitos constituyen Ja manera más eficaz de evaluar en ellas Ja afección de ra 

actividad medular. asl como la capacidad cJastogéniea de los compuestos en corto tiempo (Mac 

Gregor J. 1990). 

En un estudio agudo se monitores la presencia de MN en eritrocitos policromlllicos (EPC) 

se debe a que éstas células jovenes (reticulocitos) son producidos y liberados durante el tiempo de 

. ,, , .. ___. 



estudio y consliluyen la manera más eficaz de evaluar Ja afección de Ja actividad medular, asf 

como la capacidad clastogénica de Jos compuestos en corto tiempo. 

Los EPC presen1an una coloración mezclada de basofilla y eosinofilia por lo que presentan 

un llnle azulado violáceo, son un poco más grandes que los eritrocitos normocromicos (ENC) y 

proceden de normoblastos que pierden su núcleo anles de que la hemogloblnlzación del 

protoplasma sea completa, generalmen1e un aumen10 en su número con respecto a los valores 

normales indica una erilropoyesis aumenlada. La coloración azulada que presentan Jos EPC es por 

la presencia de ácido ribonucleico. en el momento de su diapedesis hacia Ja circulación, falta 

aproximadamente 20% del contenido final de hemoglobina por Jo que aun conservan parte del 

aparato ribosómico para lérminar Ja síntesis y cons!i1U1r de esta manera una Célula madura (Henry 

.J. 1993). 



Figura 19. Fotografía de Eritrocito Policromático micronuclcado (EPCMt·!) y 

Eritrocitos (ENC) en sangre periférica de ratón. 
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7.·0B.JETIVOS 

7.1.- OBJETIVO GENERAL· 

Evaluar el efecto antlgenotóxlco del ácido non:Uhldroguayaréllco (ANDG) contra el mutágeno melil­

metano sulfonato (MMS). 

7.2.- OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Determinar si existe efecto inhibitorio de los Intercambios de cromátldas hermanas por el ANDG en 

células de médula ósea de ratones tratados con MMS. 

• Realizar el estudio de la proliferación celular de los ratones administrados con los diferentes 

tratamientos. 

• Determinar el indice mitótlco en las células de médula ósea de ros ratones en estudio. 

• Determinar si existe una disminución en la frecuencia de micronúcleos inducidos por el MMS en 

ratones tratados con el ANDG. 

• Evaluar los erectos del ANDG y del MMS sobre ra reraciOn de eritrocitos policromálicos/ erilocitos 

normocrOmlcos de sangre periférica de los animales. 
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8. HIPOTESIS 

Si el ácido nordihidroguayarético paseé capacidad anligenotóxica, entonces será capaz de reducir la 

frecuencia de micronUcleos e inlercambio de cromátidas hermanas producidas por el metil-metano­

sulfonato. 
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9.- MATERIAL Y METODOS 

9.1.· MATERIAL BIOLOGICO 

Todos los ratones cepa NJH utilizados en Jos diferentes ensayos fueron maehos jovenes 

procedentes del Instituto Nacional de Higiene S.S y se mantuvieron bajo las mismas condiciones de luz y 

temperatura, con alimento y agua ad libitum antes y durante el experimento. 

9.2.· REACTIVOS 

Acido Nordihidroguayarético.SIGMA 

Metil-metano-sulfonato.SIGMA 

OimetiJ.sulfoxido(OMSO).SIGMA 

Colchicina.SIGMA 

Solución de KCI 0.075M. 

Solución de citralos-fosfatos (2xSSC) 

Colorante bisbenzimida de Hoescht 33258. 

S-Br-omodesox1uridina (S·BrdU). 

Metano!. 

Acido acético Glacial. 

Glemsa.SIGMA 



9.3· SOLUCIONES ADMINISTRADAS 

Solución de MMS, preparada con agua destilada a una dosis de 40 mg/Kg. 

Soluciones del ANDG, se prepararon con agua destilada y un 24% de DMSO (para su disolución 

completa .. 

9.4.· ENSAYO OE ICH. 

9.4.1 Determinación de Ja dosis letal cincuenta (DLso) del MMS. 

Para poder establecer ta dosis de trabajo, se determinó la OLso del metil-metano-sulfonato 

siguiendo el método de Lorke(Lorke O: 1 983). Los animales que tenlan un peso promedio de 27 .65g se 

distribuyeron en tres lotes de 3 ratones cada uno a los que se les administró por via intraperitoneal las 

dosis de 10, IDO y 1000 mg/Kg; se registran los muertos dentro de 24 hrs. y los resultados de éste 

ensayo sirvieron como base para seleccionar la dosis de 140, 225,370 y 600 mgn<g se utilizó un animal 

por dosis; para obtener la DLso del compuesto se realiza la media geométrica entre las dosis en donde 

sobrevive y en la que muere el ratón. 



9.4.2.· Tratamiento 

Se dist,.lbuyeron los ratones en 8 Jotes de 5 animales cada uno y se les admninstró 

subcutáneamente en el costado, una tableta de S·BrdU. 

A los lotes se les asignó el siguiente tratamiento: 

No de lote Tratamiento 

1 testigo negativo Solución DMSO·agua (24% v/v) 

2 testigo ANDG 01 1 mg/Kg de ANDG 

3 testigo ANOG 02 6 mg/Kg de ANDG 

4 tes11go ANDG 03 11 mg/Kg de ANDG 

5 testigo posilivo 40 mg/Kg de MMS 

6 tratam1en10 ANDG 01 1 mg/kg de ANDG + 40 mg/Kg de MMS. 

7 tratamiento ANDG 02 6 mg/Kg de ANDG + 40 mg/Kg de MMS 

B lratamienlo ANOG 03 11 mg/i<.g de ANDG + 40 mg/Kg de MMS 

Después de 30 minutos de haber implantado las tabletas. se procedió a inocular por vía 

intraperitoneal las tres dosis del ANDG ( D 1.D2 y 03) tanto a los lotes testigos del ácido (lotes 2,3,4), 

como a los 3 lotes tratados con éste (tratamientos 6. 7 y 8). Al , mismo 1iempo se administró MMS como 

tes1igo positivo (tratamiento 5). 

Una hora después de haber implantado la tableta, se aplicó intraperltoneal el MMS a Jos lotes 

tratados con ANDG (lotes 6,7,8); asf mismo al 101e negativo se le suministró OMSO (lote1). 

Transcurridas 21 hrs de haber iniciado el experimento a todos los ratones se les administró 5 

µg/g de peso de colchicina por via lntraperitoneal; tres horas después se procedió al sacrificio por 

dislocación cervical, extrayendo la médula ósea femoral, con la ayuda de 1 mi de KCI 0.075M a 37°C, 

haciendolo pasar a través del hueso al que se le han cortado previamente las eplfisis, el contenido 



medular se recibió en tubos de centrifuga con 7 mi de KCI sumergidos en un bano maria a 37ºC, 

transcurridos 40 minutos se dló por terminada la Incubación. 

Posteriormente se fijó tres veces el paquele celular con una solución de metanot-ácldo acético 

proporción 3:1. 

Con la suspensión celular obtenida se realizaron las laminillas correspondientes a cada uno de 

los ratones. goteando la suspensión celular en un portaobjetos humedecido en metanol al 50% y 

flameando la laminilla unos segundos. Se les dejó madurar de 1 a 2 d(as y se procedió a realizar la 

tinción diferencial. 

9.4.3.- TinciOn diferencial. 

Se sumergieron las laminillas en la bisbenzimida de HOescht (33258) a una concentración de 

1 OOµg/ml de agua destilada y se secaron al horno a 60ºC durante 15 minutos. 

Ya secas se montaron las laminillas en una solución buffer de fosfatos-citratos. pH=7 con un 

cubreobjetos, para exponerse durante 40 minutos a luz negra (luz ultravioleta longitud de onda cercana a 

Enseguida se enjuagaron con agua destilada y se volvieron a secar al horno a 60ºC durante 15 

minutos. 

A continuación se incubaron en una solución saturada de citratos (2xSSC) durante 15 minutos y 

se unieron con Giemsa 4% con una solución reguladora de fosfatos con un pH de 6.8 por 7 minutos. 



9.4.4.· Observación al microscopio. 

Cuenta de Intercambio de crométidas Hermanas (ICH). 

Con el objetivo de 40X se localizaron las metafases que se encuentraron en segunda división y 

se procedlo a contar los Intercambios entre cromátldas hermanas con el objetivo de Inmersión (1 OOX). 

esto se realizó en un total de 25 metafases para cada uno de los ratones de los diferentes tratamientos. 

Indice Mitótico (IM). 

Se obtiene al contar el número de células que se encuen1ran en etapa de metafase. contenidas 

en un total de 1000 celulas por cada ratón. 

Cinética de Proliferación Celul~r (CPK). 

Se realiza co~tand~ el,. número de meta fases en primera, segunda y tercera división celular, 

contenida en 100 metafases por ·~da ratón. 

9.4.5.· Análisis estádlstlco. 

ICH e IM.· Anéllsis de varianza de dos factores a.=0.05, y para la comparación de medias se realizo la 

prueba t student a. =O.OS. 

La cinética de proliferación celular fue evaluada con la prueba de Ji cuadrada =O.OS. 
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21 

1 
24 

Implantación de la tableta de 5-Brdu. 

Inoculación del ANDG a los lotes 2, 3, 4, 6, 7 
y 8; y MMS al lote 5. 

lnoculaclón del MMS a los lotes 6, 7, y B: 
OMSO al lote 1. 

Administración de ColchlcJna. 

Dislocación cenA"cal. 

Realización de laminillas. 

11nclón de laminillas. 

Cuantificación: No. de ICH. IM y CPK. 

Tratamiento estadistlco de los datos. 

Figura 20. Diagrama de flujo del procedimiento de ICH"s. 
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9.5.· ENSAYO oe MIC~ONUCLEOS 

9.5.1.· Determinación del tiempo de méxima Inducción de eritrocitos pollcrométicos 

mJcronucleados (EPCMN) por el MMS. 

Se utilizaron 5 ratones a los que se les tomó muestra de sangre périférica obtenida por un corte 

de la porción terminal de la cola del ratón, depositando una gota de sangre en un por1aobjetos 

previamente desengrasado y limpio, realizando la extensión de la gota con la ayuda de otro portaobjetos 

colocado en un ángulo de 45 grados del primero, a éstas laminillas se les designó como tiempo cero 

(TO). 

Una vez realizadas las laminillas TO, se les administró por vla lntraperitoneal 40 mg/Kg de MMS. 

tomando muestras sanguínea de la manera indicada anteriormente a las 24,48, 72 y 96 i1oras. 

Los frotis sanguineos obtenidos en los diferentes tiempos se fijaron en metanol absoluto 

sumergiendo cada una de las laminillas por tres minutos. 

Ya fijadas las laminillas se realizó la tinciOn empleando colorante Giemsa en buffer pH de 6.8, 

durante 15 minutos. 

9.5.2.- Observación al microscopio. 

Se cuantificaron en 1000 eritrocitos poli cromáticos que presentan una coloración azulada, 

cuantos presentan mlcronúcieos, los cuales se distinguen como corpúsculos circulares bien definidos con 

coloración púrpura. 
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9.5.3.• Tratamiento anllclaslogénlco 

Se formaron 7 lotes de 5 ratones cada uno y se les asignó el siguiente tratamiento: 

No •• de lote Tratamiento 

1 testigo negativo solución DMSO·agua 24% v/v 

2 testigo ANDG 0 1 B mg/Kg de ANDG 

3 testigo ANDG o., 11 mg/Kg de ANOG 

4 testigo ANDG 0 3 17mgtkg de ANDG 

5 tratamiento ANDG O, B mg/Kg de ANOG + 40 mgtKg de MMS. 

6 tratamiento ANOG 0 2 11mg/kgde ANDG + 40 mg/Kg de MMS. 

7 tratamiento ANOG 0 3 17mg/Kg de ANOG + 40 mg/Kg de MMS. 

Se formaron todos los loles muestras. en la forma anteriormente indicada y se res etiquetó con el 

número de lote y ratón a cada laminilla y se designaron TO. 

Después se administró el ANOG a las diferentes dosis (01 ,02, y 03) a los lotes testigos (2,3.4) y 

a los lotes tratamientos (5,6.7) por vía intraperitoneal, asimismo al lote testigo se le Inoculó la solución 

DMSQ.agua. 

A los 30 minutos se les administró el MMS a una dosis de 40 mg/Kg a los lote~ 5,6 y 7.La 

slgulen1e toma sanguinea se realizó a 1as 48 hrs después de la inoculación de los tra1amlentos.Las 

laminillas obtenidas se fijaron y uneron de Igual manera que las de la determinación del tiempo máximo 

de inducción de EPCMN por el MMS. 
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9.5.4.- Observación al microscopio. 

Se cuantificaron en 1000 eritrocitos policrométicos que son de una cororaclón azulada, cuantos 

presentan mlcronucleos. los cuales se distinguen como corpúsculos circulares bien definidos con 

coloración púrpura. 

Se realizó el conteo de 1000 eritrocitos con el fin de obtener la relación entre eritrocitos 

normocromicos <ENC) ros cuales presentan una coloración rosa y ros erilrocitos policromél/cos (EPC). 

9.5 5.- Análisis estadistico. 

La significancia estadis1ica en Ja evaluación de MN se realizó con las tablas de Kaslembaum­

Bowman (1970) a:= O.OS. 

La diferencia de medias de la realización de EPC/ENC se comparó por medio de la prueba t de 

student. a.=0.05. 



Ensayo de ml!lxlma 
inducc10n de 

EPCMN por el MMS 

Ensayo de méxima 
lnducc10n de 

EPCMN por el MMS 

Toma de muestra de sangre por medio de corte de c;.ola de ratón. 

Realización del rrotls sanguineo. 

Administración del MMS (40my/Kg) por vi• intraperitoneal 

Toma de muestra sanguinea a Is 24, 48, 72 y 96 horas 

Fijación y tlnciOn de las laminillas. 

Cuantificación de EPCMN en 1000 EPC. 

Toma de muestra do sangre 

Inmediatamente despu6s, inoculación (iP )del A1.,DG a '"~ :ates 
testigos y tratamientos. 

Adm1n1strac10n (ip } de MMS a los tratamientos y DMSO al 
testigo negativo 

Toma de muestra. reahzac10n de lam1nlllas y 1inc10n 

Cuant1f1caciOn de EPCMN/1000 EPC y la reahzac10n de 
EPCJENC en 1000 entroc1tos 

Flg 21.- Diagrama de flujo del procedimiento de la prueba de micronúcleos. 
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10.-RESULTADOS 

10.1.- ENSAYO OE ICHs 

l.a Ol.50 obtenida fue de 177.48 mg/kg: la dosis empleada en el estudio fue de 40 mg/kg que 

corresponde a una dosis máxima de casi % de la Ol.50 del mútageno. que produjo un incremento neto de 

3,86 de los intercambios de los ICHs. que equivale a un 276% de aumento en comparación con en 

testigo negativo y dando diferencia estadlstleamente slgnifleatlva (prueba t de student a.:s O.OS). 

\.as dosis empleadas del ANOG se tomaron con base en los datos reportados en el estudio 

genotóxico realizado en médula ósea en ratones macho (cepa NIH). utilizando como referencia la dosis 

de 6.8 mg/Kg que no presenta Incremento significativo de los ICHs con respecto a su vehlculo (Moluna J. 

1996), en nuestro ensayo empleamos dos dosis por abajo de esta (1,6 mg/Kg) y una por arriba 

(11mg/Kg). 

t.os resultados de los ICHs Inducidos por el ANDG. se muestran en la tabla 5 y la figura 22, en 

ella se puede observar que a partir de la dosis más baja (1mg/kg) hay un leve incremento de los ICHs, 

de un valor promedio de 2.168 ± 0.043 del testigo negativo a 2.392 ± 0.383 de la primera dosis del 

ANOG, més no presentan diferencias estadisticamente significativas con ninguna de las dosis 

empleadas. 

El testigo positivo logra incrementar significativamente los ICHs de un valor promedio de 2.168 

del testigo negativo a 6,032 ~ue corresponde a la dosis de 40 mg/Kg del MMS. 

En cuanto a los tratamientos se puede observar que desde la dosis más. baja (1 mgtkg) hay un 

decremento de los ICHs inducidos por el MMS; sin embargo es ta dosis de 11 mg/Kg la que presenta 

diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo, produce un decremento neto de 

3.34 ICHs. 

La cinética de p.-oliferación celular es un parámetro que se utiliza para evaluar el 

comportamiento de las poblaciones celulares que están en división: la cual se realiza en intervalos de 

tiempos conocidos en condiciones normales. cuando éstas condiciones se alteran por acción de 
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mutágenos, puede provocar modlficaclones en Ja cíné11ca celular. retrasando principalmente Ja velocidad 

de la división celular, lo cual se manifiesta en una acumulación de células en alguna dlvlsle\n celular en 

relación a los valores normales. 

Los resultados de esta evaluación, con los diferentes tratamientos se muestran en la tabla 6 y Ja 

figura 23 e indican que no hay variación estadlsticamete significativa en ninguno de los tratamientos 

realizados en este estudio. El tiempo promedio de generación (TPG) es un Indice que relaciona 

metafases de primera (M1a), segunda (M2a) y tercera (M3a) división y se expresa de la siguiente 

TPG= 21/ (1) (M1a) + (2) (M2a) + (3) (M3a) 

EL TPG presentó valores desde 10:03 a 10:48 hrs. por Jo que se puede observar éstos valores 

son muy cercanos, y no presentan diferencia estadísticamente significativa. 

El indice mitóllco (IM) es indicativo de la capacidad de división celular. en la cual una célula 

madre origina a dos células hijas. las fases del ciclo celular se pueden alterar ante la presencia de 

agentes citolóxicos que pueden disminuir el JM a causa de la muer1e celular. En cuanto a este par~metro 

se observa que los valores en los diferentes tratamientos no presentan diferencia estadísticamente 

significativa con respecto al testigo negativo como se muestra en la tabla 7 y la figura 24. 
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Tabla s .... Frecuencia de Intercambio de cromátldas hennanas en mc!dula ósea de ratones tratados 
con ANDG, MMS y la combJnaclón de ambos agentes. 

Agente Dosis xJCH 
rmo/Kl'.t\ 

DMSO 2.2: 
ANDG 1 2.4 ± 
ANDG 6 3.4 ± 
ANDG 11 3.8± 
MMS 40 6.0 "' ANOG + MMS 1 .. 40 5.3 "' ANOG + MMS 6 .. 40 4.2: 

ANOG + MMS ,, +40 2.e· ~ 

• DMSO·agua (24% v/v) 

.,. Diferencia estadisticamen1e significaliva con respec10 al con1rol negalivo 

(DMSO): t·sludent a= O.OS. 

•> Diferencia estadfslicamente significativa con respecto al testigo positivo 

(MMS). t·student a= O.OS. 

d.e. desviación estandar. 

AGENTE (mg/Kg) 

± d.e. 

0.04 
0.38 
0.38 
0.18 
0.34 
0.21 
0.34 
0.27 

Figura 22. Frecuencia de Intercambio de cromatldas hennanas en ratones con ANOG, MMS y fa 
combinación de ambos agentes. ·oMSO..agua (24%). 
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Tabla 6.- Cinética de proliferación celular y tiempo promedio de generación (TPG) en ratones 
administrados con ANDG, MMS y la combinación de ambos compuestos. 

Agente Dosis Mla M2a M3a TPG ±d.e 
(muflC<>) 

DMSO 27.4 43.4 29.2 10:41 ±0.02 
ANDG 25.2 38.4 36.4 10:34 ± 0.24 
ANDO 6 20.4 46.4 33.2 10:27 + 0.25 
ANDG 11 23.8 43 33.2 10:03 ± 0.16 
l\L'\15 40 26 47.8 27.8 10:04 ± 0.97 

ANDG+f\..L,1S 1 +40 27.4 44.8 27.8 10:48 ± 0.26 
Al'-.'DG + MMS 6+40 22.6 52.8 24.6 10:40 ± 0.20 
~~DG+J\1J\.1S 11 +40 27.4 37.2 35.4 10:10± 0.24 

• OMSO-agua (24% v/v) 

d.e desviación estándar. 

Mla: metafases de la división. 

M2a: metafases de 2a disvisión 

M3a: metafases de 3a división 

60~ ~ . 

~ ~ 
OMSO" ANDG ANOG ANOG MMS ANDG ANOG ANOG 

, 6 ,, 40 1... 6+ 11 ... 
MMS MMS MMS 

AGENTE (mg/Kg) 

~ 
:0M2aj 
CJM3a¡ 

Figura 23. Clnetlca de proliferación celular en medula osea de ratones tratados con ANDG, MMS y 
la combinación de ambos agentes. •oMSO-agua (24•/. v/v). 
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Tabla 7.• Indice mitótico (IM) en médula ósea de ratones tratados con ANDG. MMS y Ja 
combinación de ambos. 

,:Do.is > !. Jl\-l~d·~: ¡¡.¡,,,,fic.;¡ 
DMSO 42.2 ± 3.56 
ANDG 1 48.2 ± 1.92 
ANDG 6 47.2 + 3.43 
ANDG JI 41.8 ± 2.49 
MMS 40 48.2 ± 2.16 

ANDG+MMS 1 +40 53.2 ::!: 3.03 
i\.NDG + l\-L\15 6+40 43 ± 2.91 
ANDG+MMS JI +40 41.8 ± 2.58 

• DMSO·Agua (24% v/v) 

d.e desviación eslándar. 

HMiliiilllílJ]] 
OMSO ANDO ANOG ANOG MMS ANOG ANDO ANOG 

• 1 6 11 1. 6. 17• 
MMS MMS 

•O 

AOENTE {mgl Kgl 

Figura 24. Indice mltotico en ratones tratados con ANDG. MMS y la combinación de ambos 
agentes, '"DMSO-agua (24% v/v). 
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10.2.· ENSAYO DE MICRONUCLEOS. 

Como parte Inicial del ensayo de micronúcleos CMN) se delermlnó el tiempo de máxima 

Inducción de EPCMN de sangre periférica de ratón macho (cepa NIH); como se puede observar en 

la figura 25; el tiempo de máxima inducción se presentó a las 48 hrs de haber admln!strado al 

MMS siendo el valor promedio de 13.2 EPCMN el cual es estadlsticamente significativo con 

respecto al tiempo cero que fue de 2.8 EPCMN (tablas de Kastenbaum-Bowman a.=0.05). 

Las dosis empleadas en este ensayo se tomaron con base en los resultados del estudio 

genotóxico del ácido nordihidroguayarérico en donde la dosis de 8.8 mg/Kg no presenta efecto 

genotóxlco ni citotóxico (Malina .J. 1996). por lo que se toma una dosis por abajo de esta (6mg/Kg) 

y dos por arriba (11 y 17 mg/Kg). 

En la tabla 8 se muestran los resul!ados de /a frecuencia de EPCMN de ratón antes (TO) y 

después (T46) de la administración de ANDG. MMS y la combinación de ambos agentes. La 

frecuencia basal de MN (TO). es homogenea de 2.0 EPCMN a 2.8 EPCMN. sin presentarse 

diferencia estadislicamente significativa enlre los grupos. El ANDG no incrementa la frecuencia de 

EPCMN (T48) en ninguna de las dosis administradas, en cuanto a los tratamientos deSde la 

primera dosis de ANDG (6 mg/Kg) se produce una reducción de EPCMN, sin embargo esta no es 

estadlsticamente significativa. tanto la dosis de 11mg!Kg como la de 17mg/Kg disminuyen 

significativamente los MN, producen un decremento neto de 7.2 EPCMN y 7.8 EPCMN 

respectivamente. 

En lo referente a la relación EPC/ENC la tabla 9 muestra los resultados tanto del TO como 

el T46 de cada uno de los tratamientos. En el TO la tasa basal de la relación se sitúa entre 0.037 a 

0.056. en tanto que después del tratamiento, a relación del EPC/ENC disminuye con las tres dosis 

administradas del ANDG (6, 11 y 17 mg/Kg) de 0.045 de la frecuencia del testigo negativo a 

0.0438. 0.0369 y 0.033 siendo estas diferencias estadislieamente significativas con respecto al 

testigo negativo (prueba 1-student a.=0.05). 
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Sin embargo el valor- mínimo obtenido de la relación de EPC/ENC es de 0.12 que 

corresponde al MMS en tanto los tratamientos sólo las dos primeras dosis del ANDG (6 y 11 

mg/Kg) muestran diferencia estadlstlcamente significativa, ya que aún se observa un decremento 

en relación al testigo negativo, pero con la dosis de 17 mg/Kg de ANDG ya no se observa 

diferencia significativa con respecto al testigo negativo. 

Figura 25. Tiempo de maxima inducción de mic.-onucleos en EPC de sangre periferica de 
raton. por el Metil·Metano-Sulfonato. 
•OJfe,-encla ttstadislcamente significativa con respecto al tiempo O. 
Tablas de KASTEMBAUM·BOWMAN a.= O.OS. 
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Tabla a ... Frecuencia de EPCMN de sangre periférica de ratón antes (TO) y después (T48) de 
la Inoculación de ANDG. MMS y la combinación de ambos agentes. 

~~:t~~~~.r~.~-~;~~~tf~~ ~i~ffi{~ }~~.4-!im~ ~~~~~4,~ 
D~tSO 2.4 2.2 
ANDG 6 2.2 1.4 
ANDO 11 2.4 0.8 
ANDG 17 2.6 0.8 
Jl.1MS 40 2.8 13.2 

ANDG + 1\11\.15 6 + 40 2 10.8 
Al'.'DG + f\'Ü\.tS 11 + 40 2.4 S 
ANDG + f\L,1S 17 + 40 2.4 4.4• 

• OMSO-Agua (24% v/v). 

t Diferencia estadísticamente significativa con respecto a testigo negativo. Tablas de 

Kastenbaum-Bowman u=O.OS. 

•Diferencia estacllsticamente significativa con respecto al testigo positivo . Tablas de 

Kastenbaum-Bowman.a= 0.05. 

:;~: 'º -"' . ~ e .. . . . . 
oW...-'='...,..._...,.._c::>..._..c:: ... ._."'"°.._ ..... _...,c...._,~ 

OMSO" ANOG6 ANOG ANOG MMS40ANDG15 ANOO ANOG 
17 ,, • 17. 

MMS-40 MMS .&O MMS "'° 
AGENTE (mgl Kg) 

Figura 26. Frecuencia de EPCMN antes (TO) y despuea (T48) de administrar ANDG. MMS y 
la combinación de ambos •gentes. •oMsO (2,•..4 v/v). · 



Tabla 9.- Relación de EPC/ENC en sangre periférica de ratón antes CTD) y después CT48) de 
la Inoculación de ANDG, MMS y Ja combinación de ambos agentes. 

DMSO 0.045 0.045 
ANDG 6 0.048 0.0438+ 
ANDG JI 0.045 0.0369+ 
ANDG 17 0.037 0.033+ 
MMS 40 0.05 0.0l2•J.o 

ANDG+MMS 6 +40 0.056 0.045+ 
ANDG + 1\11\15 1J+40 0.055 0.0517•J.o 
ANDG + 1'.11'.15 17 + 40 0.053 0.049 

• DMSO-Agua (24%v/v). 

+ Diferencia estadísticamente significativa con respecto a su testlgo. Prueba t 

student ex= o.os. 

~ ::: ~ ; t ~ ~ ~ ~ ¡OTOS¡ 
o.os ... 

::~ : ~ -~ : : ~ ~ . o. 
OMSO ANOG ANOG ANOG MMS ANOG ANOG ANDG 

6 11 17 40 6+ 11+ 17+ 
MMS MMS MMS 

AGENTE ¡mgl Kg) 

Figura 27. Relación de EPC/ENC antes CTO) y despues CT41) de la administración de ANDO. 
MMS y la combinación de ambos agentes. •oMsO .. gua (24% v/v). 
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11._· DISCUSION 

En el ensayo desarrollado en médula ósea de ratón ninguna de las dosis del ANCG per 

se Incrementó significativamente la frecuencia de ICHs. por otro lado se encontró efecto 

protector desde la primera dosis de 1 mg/Kg de ANDG ya que Inhibió un 25.58% los ICHs 

producidos por el MMS; sin embargo esta disminución no fue estadísticamente significativa en 

relación con el testigo positivo; en cuanto a las otras dosis también producen decremento en la 

frecuencia de los ICHs. mostrando una relación dosis·respuesta, como lo comprueba el análisis 

de regresión lineal a los valores de ICHs donde se obtuvó un coeficiente de correlación de 0.98 . 

La dosis más efectiva rue ta de 11 mg/Kg la que presenta diferencia estadísticamente 

significativa con respecto al testigo positivo (MMS) y logra disminuir los ICHs hasta casi el valor 

obtenido con el testigo negativo. Todo esto muestra que a las dosis empleadas. el ANOG 

presenta efecto protector y no incrementa significativamente los ICHs, es decir que el ANDG no 

presentó efectó genotóxlco. esto es congruente con los resultados que se obtuvieron en el 

estudio genotóxlco evaluado in vivo en donde a dosis bajas no se Incrementa significativamente 

la frecuencia de ICHs (Molina .J. i 996). 

En nuestro estudio se utilizó el indice mltótlco (IM) como parémelro para evaluar el 

posible efecto citotóxico del ANDG, se observó que ninguna de las dosis empleadas 

(1,6,11 mg/Kg) disminuyó el IM con respecto al testigo negativo. tanto en los lotes testigo del 

ANDG como en los tratamientos. Esto indica que el compuesto no provocó dai"lo celular, es 

decir que a las dosis empleadas el ANDG no es citotóxlco. 

El análisis de la cinética de proliferación celular, mostró que no hubo variación en la 

velocidad de división celular con ninguna de las dosis el ANOG, y por consiguienle el tiempo 

promedio de generación no se vió alterado con respecto al testigo negativo. Esto nos confirma 

que el ANDG no es tóxico a las dosis ullllzadas en este ensayo. 

En cuanto al efecto del mutégeno empleado como podemos observar en nuestros 

resultados el MMS a la dosis de 40 mg/Kg produce un fuerte Incremento en la frecuencia de 
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tCHs y no produce efecto cltotoxlco, ya que el IM, la cinética de proliferación celular y el tiempo 

promedio de generación no presentaron variación con respecto al testigo negativo, esto es 

congruente con lo reportado en la literatura ya que es reconocido que los agentes alquilantes 

monofunclonales son mutágenos más eficientes y presentan menos cltotoxlcldad que Jos 

agentes alqullantes bifunclonales (Brookes P. 1990). Sin embargo K. S. Tao y colaboradores 

(1993), reportan que el MMS es un clastógeno muy potente y que podria ser considerado como 

un superclastógeno en igual forma que se maneja que la etilnitrosourea es un super mutágeno , 

ya que se maneja que el efecto más fuene del MMS es el clastogénico es muy Importante 

evaluar si el ANDG es capaz de proteger al genoma de éste: asl que el otro ensayo utilizado fue 

la prueba de micronúcleos. 

Como parte inicial se determinó el tiempo de máxima Inducción de micronUcleos por el 

MMS en sangre periférica de ratón, con el fin de asegurar que el tiempo de la toma de muestra 

del ensayo anticlastogénico fuera la óptima. En base a la curva obtenida el tiempo de máxima 

inducción de EPCMN fue a las 48 horas de la administración del MMS, estos resultados 

coinciden con lo reportado por Mac Gregor (1990) utilizando mitomlcina C y trletilenmelamina, 

en donde se observa que en ambos casos la maxrma Inducción de EPCMN en médula ósea se 

tiene a las 24 horas posteriores a un administración simple. pero que esta frecuencia disminuye 

a las 48 horas en este tejido, mientras que en este tiempo se tiene la frecuencia má>Clma en 

sangre periférica. 

La tasa basal (TO) de la frecuencia de EPCMN en todos los lotes no mostró variación. ya 

que las medias van de un valor de 2 a 2.8 EPCMN por 1000 EPC, estos datos son congruentes 

con los reportados en la misma cepa por Salomone (1994) en donde establece una media de 

3.95. (Salomone F. 1994). 

En lo referente al ensayo antlclastogénlco el ANDG en las tres dosis utilizadas (6, 11 y 

17 mg/Kg) no Incrementa la frecuencia de EPCMN, como se puede observar en los resultados 

hay un leve decremento de la frecuencia de EPCMN del To al T48, sin embargo esto no tiene 

ningún significado biológico ya que las lecturas se encuentran dentro de los valores normales. 

Los lotes del tratamiento, mostraron desde la primera dosis (6 mg/Kg) un decremento de la 



frecuencia de MN sin embargo ésla no es esladlslicamen1e slgnlficaUva, esle decremenlo 

muestra una relación dosis-respuesta con las dosis empledas del ANOG, en el coeflcienle de 

regreslon lineal oblenldo del análisis de la frecuencia de EPCMN que es de 0.9; siendo las dosis 

más efectivas las de 11 y 17 mg/Kg que moslraron diferencia estadístlcamenle significativa. 

Esto nos indica que el ANDG se compor1ó como un buen antlclastógeno y que por si mismo no 

produce datlo cilogenéllco. 

Los resullados de la relación de erilrocitos policromállcos entre eritrocitos 

normocrómicos (EPC/ENC) muestra que el ANOG afecta la producción erltropoyélica desde la 

primera dosis el decremento es de 0.045 EPC/ENC del testigo negativo a 0.0438 EPC/ENC del 

testigo de la dosis de B mg/Kg de ANOG esta diferencia es estadfstlcamente significativa, con 

las otras dosis el comportamiento fue el mismo y la relación de EPCIENC disminuyó conforme 

aumentó la dosis; sin embargo en los tratamientos se observó que el ANDG modula el efecto 

depresivo causado por el MMS, logrando con la dosis de 17 mg/Kg reestablecer la producción 

erilropoyétlca. En base a estos resultados podemos decir que el ANDG a las dosis empleadas 

modifica per se la producción eritropoyélica. pero que al enfrentarlo con el MMS modula el 

efecto citotóxico del mulágeno. 

En nuestro ensayo, como es en un sistema in vivo, al administrar el ANOG al ratón. este 

compuesto sufre biotransformación. en la cual alguno de los metabolilos pudiera ser capaz de 

producir el efecto citotóxlco. Un estudio realizado en ratas mostró que el ANDG biotransforma 

en el intestino delgado en o-quinona; este metabolito se encontró en la orina, ril'lón y heces de 

los animales (Goodman T. 1970); esta O•quinona sufre reacciones de oxido-reducción 

generando especies reaclivas como radicales libres, que reaccionan con las macromoléculas de 

la célula, tares como protefnas lípidos y con el ADN (Pryor W. 1994), por lo que es posible que 

esta o-qulnona sea la responsable del efecto citotóxico observado en la producción 

eritropoyética. 

Por ros resultados oblenldos en Jos dos ensayos realizados al ANDG podemos observar 

claramente que tiene capacidad antigenotóxlca y suponemos que este antioxidanle actúa como 

dismutágeno, es decir como un interceptor molecular frente a los grupos metilos que son 
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especies electrofillcas con las que el ANDG puede reaccionar directamente, esto es sugerido 

también por Zhl Wang y colaboradores en su estudio de antlmutagenlcidad en bacterias, en 

donde el ANDG fue retado con otros mutágenos de acción directa (Wang Z. 1991). 

Nuestro ensayo es par1e de un proyecto que se realizó en el laboratorio de Genética 

para evaluar la genotoxlcidad y anligenotoxicidad del ANDG, el estudio de genotoxicidad tanto 

in vivo como In vitro mostró que el compuesto es inductor de ICHs y cilotóxico a dosis altas, y en 

el presente estudio de antigenotoxicidad muestra que el ANOG a las dosis empleadas se 

compor1a como un buen antigenotóxico. Se observa que el compuesto tiene una función dual en 

el organismo vivo. y la dosis administrada es uno de los factores que determinan la función. 
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12.- CONCLUSIONES 

En base a Jos resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que : 

1) El ANDG se comportó como un buen anUgenotóxlco a las dosis empleadas. 

2) El comportamiento anllgenotóxico se expreso en una relación dosis-

respuesta. 

3) El ·ANOG a las dosis empleadas no presentaron efecto citotóxico, ni alteraron 

el tiempo promedio de generación. 

4) El tiempo de máxima inducción de EPCMN por el MMS ocurrió a las 46 

hrs de haberlo administrado. 

5) Aún cuando el ANDG per se modifica la producción erltropoyétlca. al retarlo 

con el MMS el ácido logra restituir la actividad eritropoyétlca 
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