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RESUMEN.,

El Acido nordihidroguayarético (ANDG) es un

que de
natural se extrae del exudado resinoso de arbusios de LarTea divariceta y Larrea tridentata.
obteniéndose 1también por sintesis quimica. Tiene capacidad amtitumoral en roerjores y ti2clo

antimutagénico en la prueba de AMES contra rr como il

{MMS),
b B, . Dadas estas caracteristicas surge el interés de Hevar acabo un

estudio del efecio antigenotdxico del ANDG en un organismo complelo, se utilizé un sistema in
vivo con ratones macho cepa NIH, 1a evaluacitn se realizé a través del esiudio de la frecuencia de

intercambio de cromatigas hermanas (ICHs) y 1a prueba de micronucleos.

Para poder establecer |a dosis de trabajo del mutageno se determiné primeramente la

dosis le1al cincuenta (DLso) del MMS que fue de 177.48 mg/Kg.

En el ensayo de ICHs se formaron 8 lotes de 5 ratones cada uno, a los que al inicio del
experimento se les implanid subcuténeamente una tablela de 45 mg de 5 Bromodesoxiuridina, a
los 30 minutos seadministraron 6 jotes con el ANDG con las siguientes dosis 1.6 y 11 mg/Kg , y
una hora mas tarde 4 lotes fueron inoculados con MMS a una dosis de 40 mg/Kg el lote restanie
fungié como control y recibidé 0.3 ml de dimetilsulfoxido (DMSO) al 24% v/v. A las 21 horas se
administrd colchicina (5 ug/g) y transcurridas 24 horas los animales fueron sacrificados y se exirajo

fa médula d6sea. Con las suspensiones celulares obtenidas de ia cosecha se prepararon las

que fueron i con el de Hoechst-Giemsa.

€1 analisis citogenético se realizé evaluando 1a frecuencia de ICHs, cinética de

proliferaciéon celular e indice mitélico.



Para el ensayo de la prueba de micronicleos se determind primeramente el tiempo de
maxima induccién de micronucleos (MN) en eritrocitos policromaticos (EPC) por el MMS a una
dosis de 40 mg/Kg para lo cual se utilizé un lote de S ratones a los que se les tomdé muestra de
sangre periférica por corte de la porcién terminal de la cola antles de 1a inoculacion y después de
ésta a las 24,48,72 y 96 horas. Ya listas las laminillas se fijaron y tihieron con Giemsa. Se
analizaron los MN en 1000 EPC. La maxima induccion de MN en EPC por el MMS fue de 13.2 ia

cual correspondi6 a las 48 horas de haber sido administrado.

En 1a evaluacion det efecto anticlastogénico del ANDG se formaron 7 lotes de 5 ratones
cada uno, a los que se les tomé muestra sanguinea de la manera ya mencionada anteriormente,
antes de la agministracién de cada tratamiento: enseguida se inocularon 6 lotes con las siguientes
dosis del ANDG 8, 11 y 17 mg/Kg: a los 30 minutos se administré el MMS a la misma dosis que en
el ensayo de la induccidn de MN en EPC a los 3 lotes, el lote control recibié 0.3 m! de DMSO al
24% v/v. A cada uno de los tratamiento se les lomd muesira a las 48 horas. Las laminillas fueron

tefidas con Giemsa y se analizaron los MN en 1000 EPC; ademas se cuantificaron 1000 eritrocitos

At

con el fin de obtener la relacién entre eritrocitos policror y eri i normocr
Los resultados de ambas pruebas mostraron que el ANDG es un buen agente
antigenoioxico y su componamiento es dosis-respuesta, las mejores dosis de accién son las de 11

y 17 mg/Kg.

En cuanto a la evaluacién de la citotoxicidad en el ensayo de ICHs a las dosis empleadas
el ANDG no presenta efecto cilotdxico. ya que no modifica el indice mitético ni la cinética de
prolileraclén celular; en la prueba de MN, el ANDG per se a las dosis empleadas modifica la
produccién eritropoyética. es decir reduce de manera estadisticamente significativa la relacién

EPC/ENC; pero al retario con el MMS el 4cido logra restituir 1a actividad eritropoyética.







1.- MUTAGENOS

de un org -]

Una es un subilo her que afecta al

Los

¢élula; los agentes que causan las mu i son como mu

mutagénicos pueden ser fisicos como la luz ultravioleta y las radiaciones y sustancias quimicas que por

si mismas o después de una i idn ica son de alterar la informacién genética (Lewin

B8.1984, Salamanca F, 1990, Stanley £.1988).

1.1.- AGENTES FISICOS

Los rayos ultravioleta, gama y X, asi como las emisiones alfa y beta son capaces de causar
mutaciones. La accién de la irradiacién ultravioleta puede ser explicado como un efecto especifico a
nivel molecular, pero las radiaciones de alta energia tienden a producir mas eventos al azar como 1o son
los rompimientos de cadenas y cromosomas (Etine-Decant 1988, Smith W. 1990, Watson R. 1987).

el mutageno ambiental mas comun. La radiacion ultravioleta (UV)

La radi; es pr
en la luz solar, los rayos cOsSmicos (rayos gamma) y recienliemente el radén (que emiie largas particulas

causar mutaciones. Las emisiones alfa y beta no pueden

alfa) en alguna a familiar
penetrar profundamente en el tejido, pero si estos llegan a tener contacto muy cercano con éste, como el
la ir ion de i de

raddn en los pulmones o es incorporado dentro de los tejidos, por ej
fésforo o estroncio dentro de los huesos y dientes, puede causar efectos locales muy severos (Garner £,
1991, Goldstein A. 1989, Smith W. 1980).

En el laboratorio los rayos UV son las mas convenientes para usarse como mutageno. su efecto
mutagénico maximo (y letal) es alrededor de una longitud de onda de 260 nm y ésta corresponde a la

fongitud de onda de maxima absorcion del dcido desoxirribonucleico (ADN) (Gamer, £.1991, Smith

W.1990).



La energla de los rayos UV es principalmente absorbida por 1as pirimidinas del ADN; por fo cual
donde existan dos pifmidinas adyacentes (en particular dos timinas) en una cadena de ADN y bajo la

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

formacién de los dimeros de timina como se muestra en la figura 1 y que

auna locat
en el ADN (Etinne-Decant 1988, Garner E. 1981).
Union covalente de los carbones
5 y 6 de cada anillo de timina
Enlaces 5
AY
dobles __l_"__>
reactivos 6
- 2
~ " ~ .
P ~ P P P
Timinas adyacentes Dimero de timina
Figura 1: Dimero de timina formado por los rayos ultravioleta ,
1.2.- AGENTES QUIMICOS
LOS compuesios qQuimicos pueden ser ag: d segun Sus propi Yy Sus de
i dei 6




1.2.1.- Analogos de bases.

Las bases andlogas, tales como el 5-br la 5-b d juridina y las 2-

aminopurinas, son estructuralmentie similares a las bases encontradas naturalmente en el ADN. pero

contienen i 'es que Incr la pr de un mal apareamiento y de una
tautomerizacién. E) mecanismo de mutacién implica la incorporacién de la base analoga durante la
replicacion det ADN y un apareamiento equivocado con otra base nitrogenada de fa cadena

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

La base andloga mas comunmente utilizada es el 5-bromouracilo (5-Bru). En la form-s ceto el 5-
8ru es incorporado en lugar de la timina durante ta replicacién deli ADN y se aparea con lfa adenina, o
que incrementa la tendencia de la tautomerizacién de la forma enol que se muestra en |a figura 2, en
consecuencia en el siguiente ciclo de replicacién del ADN !a base es probablemente complementada al
parecer con una guanina resultando una transicién adenina-guanina. Esle podria ser un templete de
transicion, la forma ceto se incorpora correctamente en el sitio opuesio a la adenina y tautomeriza ta
forma enol en el templete del ADN para el siguiente ciclo de replicacion. Alternativamente, pero con

mas frecuencia el tautdmero enol puede ser incorporado en el sitio opuesto al de la guanina,

tautomerizando la forma ceto, especificamente la adenina y se menta a una tr icion guanina-
adenina. Esto es referido a una transicién de sustrato porque el error de apareamiento con !a guanina
ocurre durante 1a incorporacién y no por el cambio que ocurre después de [a incorporacién del

templete(Salamanca F. 1890, Smith W. 1890, Williams K. 1991).



R o R, O--H--~

Tautomerizacion

H —— ] H
2 /2 $
Desoxiribosa o Desoxiribosa®

Timina (R=CH3)
5.Bromouracilo (R=Bromo)

Fig 2.-T; ismo de Y S-bromouracilo.,

1.2.2.- Mutagenos intercalantes,

Los mutadgenos intercalantes son moléculas planas que contienen series de anillos (policiclicos)

que se a sus equi tes bases ptanas pdricas y pirimidicas de ADN; los colorantes derivados
de acridina con nicteos de dimensiones exacias para intercalarse en la doble hélice ocasionan un

alargamiento de ésta como se muesira en la figura 3, por 10 que si se transcribe el AGN se produce una

mutacidn por corrimiento,

idn (Satamanca F. 1990, Smith W.1990, Williams K.
1991).

Figura 3. Estructura anormal de i6 la distorcién de la doble
hélice causada por la intercalacion de la acrldlna entre las bases.




1.2.3.- Deaminacion,

Tres de las cuatro bases naturales en el ADN tienen gnupos aminos (adenina, guanina, citosina )
y estos pueden ser removidos por reacclones con agentes como |0 es el Acido nitroso (HNO2). La accién
del HNO2 es 1a conversién de 1os grupos amino a Qrupos ceto, [0 que provoca cambios en las

propiedades de apareamiento (Lewin B. 1894, Stanley E£. 1988, Smith W 1890).

Los prod der iGN y sus pr de apareamiento son:

adenina —Hl”p—l—hipoxamina. qQue sc aparea con citosina
guanina . HNO > _xantina, que se aparea con citosina
citosina _HNO 5 uracilo. que se aparea con adenina
S-metilcitosina _HNO -_timina, que se aparea con adenina
La hidroxilamina (NH2OH) deamina a la citosina formando derivados N-hidroxilados en las
posiciones 4 6 6 e incluso en ambas siendo su produclo de reaccidn y su apareamiento el sigulente:

citosina NH.OH 4-N-hidroxicilosina, que se aparea con adenina.(Salamanca F. 1990, Smith W.
—_—

1990).



1.2.4.- Agentes alquilantes

La palabra alquilanie deriva del término alcano, y se para der a it

hidrocarbonada con 1a férmula general CnH; »+ 2 . Algunos autores definen a estos compuestos quimicos

como st

der un Atomo de en otra la, por un radical alquilo.

Otros los describen como un grupo de comp con para

covalentes con los &cidos nucleicos(Gonzalez B. 1989).

Los agentes alquilanies son carcinégenos y mutdgenos muy potentes en una gran variedad de

ganismos; ta facili con Qque algunos de éslos quimicos reaccionan directamente con

macromoiéculas hace que sea particularmente cor iar los m ismos de interacciéon con
et ADN (Beranek T, 1990, Salamanca F. 1990).
El dafo resulta por la alquitacion, 1a transferencia de un grupo metil (CHa) © etil (C2Hs ), en los

sitios reactivos en las bases y los enla e ADN (! yE., 1 M. 1987).

Se distinguen dos tipos de agentes alquilantes en funcién del niumero de radicales alquilos los
monofuncionales, con un sélo grupo alquilo aclivo, y los polifuncionales, con dos © mas grupos alquiio

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

1.2.4.1.- Tipos de agenies alguilantes.

Los il princi 2] Y i no son generalmente
considerados como conlaminantes ambientales, pero son e! modelo de compuestos que por formar
reactivos de muchos alquil carcindgenos. Los agentes alquilantes son divididos dentro de tres grupos:

a) Alqull sulfatos, consistentes de dietil (DES) y dimetilsulfato (DMS)

b) Alguil alcanosulfonato, incluyen al metil (MMS) y etitmetanosulfonato (EMS)

[



c) i en las que amos a la metil (MNU) y etilnitrosourea (ENU), metil- (MNNG) y

etil N-nitro-N (ENNG), y dirr {DMN) que actuan indir Y

la dietilnitrosamina (DEN).

Los alquil sulfonatos fueron ir desarrr para causar esterilidad a insecios y

0. Mas reci te  los

roedores y fueron considerados para usarse como ivo

alquit sulfonatos son usados como agentes alquilanies solubles en agua en sintesis quimicas. La MNU,

ENU y la MNNG se les encontré utilidad en Jaboratorios qQuimicos para generar diazo compuestos.

La MNU y la ENU junto con los di-alquil sulfatos son usados biotdgicamente como agentes

mulagénicos para crear nuevas variantes de plantas. Sin embargo no se produce en escala comerci.
MNNG y MNU son producidas concurrentemente para la investigacion. La DES y ta DMS son producidas
en Estados Unidos y son usados en ia industria para preparar derivados de alquil para aminas, alcoholes
y Acidos organicos. Las dialquilnitrosaminas difieren de los alquil sulfonatus, alquil nitrosoureas y alguil
alcanosulfonatos en que estas no actuan directamente. es decir que sufren una activacién metabolica
antes de exhibir sus efectos. En tanto agentes alquilantes como la DEN y DMN son enconirados en

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

Los alquilantes al interaccionar con el material genético, frenan la replicacion y por ende la

divisién celular, ademas de que las mutaciones ocasionadas a las células pueden ser ielales, siendo ésta
en p! acti cinco tipos de

la base para utilizarlos como
2)1a 3) los

agentes alquilantes se usan en la quimioterapia: 1) las

il 4) las ni eas y 5) los (Goodman.S.1994).




1.2.4.2.- Mecanismo de unidén al ADN

La simple unién de los agentes alquilantes a la variedad de sitios en la molécula de ADN sigue

‘ i (1983) revisé las tedrias quimicas que

basicamente el papel de i y

involucran la sustitucién del melil o etil, y se ha explicado esas sustituciones usando dos relaciones
et de Ingold de la sustitucion nucleofilica (SN) y 1a ecuaciéon de Swain-Scott por

el porcentaje de r ion relativa. Bajo el de SN de Ingold se involucran los tipos de reccidn de

sustitucién nucleofilica tipo 1 (SN, ) y sustitucién nucleofilica tipo 2 (SN: ). la reaccion de SN2 es
biomolecular y es estrictamente dependiente de ta eslereoquimica. Este tipo de sustitucién involucra un
estado de transicion donde et ataque electrofilico al centro nucleofilico forma un complejo de transicion
cuando al formarse el producto alquilado se libera al grupo saliente. En general, 1as reacciones de SN,
siguen una cinética de primer orden. El porcentaje de la reaccion completa es dependiente de la
formacion del carbocation electrofilico intermediario. Este intermediario es rapidamente atrapado por el

centro it en la for de !a macromolécula formando un enlace covalente. Bajo este

concepto de reactividad el electréfilo es iente de la il del car ion y de la
del grupo salienle (Beranek T. 190, Brookes P. 1990. Vogel W. 1994).

La ecuacion de reactividad de Swain-Scotl es expresada como:

log (K, / K;) = S{n, - n;) donde:

S= es una expresion de [a electrofilidad de el agente
n, ., N, = expresan la nucleofilidad de tos sitios “y*" y sitios "'z

¥, ., K: = son el porcentaje constante de los sitios "y* y los silios “z" respectivamente

vl de en

El valor de S es determinado en base a la ¢

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



reactivigad relativa del agua en donde se le asigna a n un valor de 0. Factores S bajos son generalmente
asociados con una gran ividad de SN,

el faclor se aproxima a 1 indica un caracter de SNz.

Los b de S y el o de de Ingold para una serie de agentes alquilantes se

muesira en la siguiente tabla (Beranek T. 1980, Brookes P. 1980):

Tabla 1: Reactividad relativa de agentes alquilantes y su relativa afinidad por el atomo de oxigeno
de ADN.

Carcinégeno - Mecanismo % O%: N’
bromometil 1.0 SN _—
DM 1.0 SN 0.0005
MMS >0.83 SN2 0.003-0.004
EMS 067 SN, /SN» .03
DES 0.64 o 0.02-0.03
DMN o - 0.1
MNU 0.42 SNy 0.1
MNNG 0.42 SN, 0.1
DEN 0.42 - 0.5
ENU 0.26 SN, 0.6

Una alternativa que se aproxima al concepto de Swain-Scott e Inglod fue ofrecida por Safhill y
colaboradores (1985). Ellos sugieren que el concepto tiene sdélo la habilidad limitada de predecir los
productos de reaccidn de la alquilacién de ADN y sugiere la teoria de Pearson (1966) basada en la
{uerza y debilidad de los acidos (Beranek T. 1990).

De acuerdo con ia teoria de acidos fuertes (por ejemplo especies electrofilicas) tienen

preferencias por bases fuertes (por ejemplo especies nucleofilicas). mientras que los Acidos débiles

prefieren bases débiles (Beranek T. 1990, Brookes . 1990).
£n términos de acidos fuertes y &cidos débiles, los agentes alquilantes no son acidos ni fuertes ni
deébiles pero son intermedios en términos de esa aclividad. Similarmente en el ADN los atomos de

nitrégeno (N) en el anitlo y los & de oxig (O) del h

de 1as bases puricas y pirmidicas
son t ién inter

en esa Los atomos de N y O en el ADN podrian ser los silios

[+ para la 1. Dentro de la interry

los dtomos de O son las bases



mas fueries que 10s atdbmosde N, y las formadas por los compuestos N-

nitrosos ian pr por con. el stomo de O que los

alcanosulfonatos.

Las alquil nifrosoureas preferentemente se unen al oxigeno por mecanismos de SN1 o por una

interaccion fuerte acido-base, donde el metil ato una preferencia por el sitio de 1a
guanina, y reacciona a través de un mecanismo de SN2,

La distribucién de los productos de alquilacién parecen ser un importante factor en los efectos

i por alquilantes, entonces la v [e1 o carcinogenici relativa de

los agentes alquilantes simples parece correlacionarse con la habilidad de unirse a los sitios de oxigeno

(Beranek T, 1990).

1.2.4.3.- Mecanismo de accién con el ADN.

En general, la guanina es la base mas vulnerable a Ja alquilacidén siendo los sitios mas

frecuentemente atacados el ©° y el N’ (Garner E. 1994, G in A, 1979 £. 1988).

La metilacién del oxigeno del 4tomo de carbono numero 6, da como producto a la O° -

metiiguanina la cual se muestra en |a figura 4 que se ap. con timina, de

{GC) a adenina-timina (AT) cuando el ADN se replica.

H3i
. sesemms ~ ﬂ\\?,H C\O )q\\ /H
Apar /C—Q\ Agente alquilanie Algunos So—c
con  { --e--H—N N p i ¢ N
citosina =N con timina £ ~
H__N/c c=
o \ H—N
H H
Figura 4. Reaccion de Ia guﬂnlna con un i pr a ta O* -metil guanina.

K. 1991).

(Gamer E, 1991,



ta alquillacién del nitrégeno 7 de los residuos de guanina del ADN, una reaccién altamentie

puede ej varios de imp G Y. 1980,
Williams K. 1987).
Normaimente, los residuos de ina del ADN

como celo tautémeros y

pares de

ante, do el

rick por unién de hidrégeno con residuos de citosina, No

7 de la guanina se alquila (convirtiéndose en un nitr6geno amonio

cuaternario), el resicduo de guanina es mas acido y e! tautémero enol es favorecido como se puede

observar en la siguiente figura:

. -
CH;CHIC CH: \
CH;N\:’—" - CH.-QI:I SR HZ-R
CHCHC) CHACHC)
CETO
Ho, ) Hy o _CHACHZR
2, 2 N
N Sc cu,ﬁ\ﬁ——‘cnz : cHN
HoN N 714 CH,;CHLC) CH2CHLCL
Cadens de DNA Prowine, enama, alqusleda (ZoN. O,
ENOL.
Hy
H HaCHN~—CH;CH,Cl

N ~
)X

Cadena de DNA

Figura 8.

16n del &

'O enol por la

de in




La guanina en esta forma puede formar pares basicos con residuos de timina, llevando asi a una
posible codificacion errénea y a la eventual sustitucion de un par basico guanina-citosina por otro basico

adenina-timina como se muestra en la figura 8 (Goodman, Y. 1980).

Hy
oH H2CHN—CH;CH:Cl Ha .
»
j’@ o'c S O--H=0 )fH:CH:N—CH:CH:Cl
H:N N N N— H-—N P
Casens de DNA C-dn\-ﬂl DNA ‘H_hll N NI
H Cadene ce DNA
Figura 6: Apareamiento anormal de la guanina metilada con timina.
haciendo i la apertura del

La alquitacién del nitrégeno 7 labitiza al anillo de ir
de guanina como se puede observar en la figura 7, todo

mismo o i i por isi de r

1de la g ina da la for de

lo cual puede producir serios dafos a la molécula de ADN; la
un hueco al que se le denomina brecha, en la cual puede entrar cualquier otra base, dando esto lugar a

una transicidn o transversion (Garner E. 1991, Goodman Y 1880).
Hy
H CH2CHaN—CH:CH:CI

Despurinacion HaN O e CH
g I crdets
#
H CH:CH;N—CH:CH;:CI C::';_:,'_‘:_"" . ";;‘;".;;a.
enlace de (oafaio

1O = o
HaN N N H~CH;N—CH-CH~CI
l Clna_ve del anillo
Cadersa de DNA
H~N/’\

c.a.ma-mA

la apertura del

Figura 7. Lablllxacién del anillo de de la g Pr
or isidndetla g




Con d i como la 1a seg d iateral de 2-

cloroetilo puede experimentar una r 1 similar de

Y un segundo residuo de
guanina u otro resto nucleofilico como un grupo amino © un radical sulfhidrilo de una proteina. Eslo
puede llevar a 1a doble ligadura cruzada de dos d del 4cido i

con una proteina por uniones
covalentes muy fuertes reacciones que causarian gran dafio a la funcién del acido nucleico; ya que se

impide 1a separacion de las cadenas complementarias i

la r i 4 (Garner
E.1991,Goodman Y. 1980).

Los alquilantes

presentan radiomimetismo, es decir provocan rupturas
cromosoémicas al igual que las radiaciones ionizantes, mas sin embargo 1a ruptura producida por los
rayos X requiere de oxigeno, mienras que 13 que producen los agentes alquilantes no (Goldestein 1979,
Kaina B. 1993),

El posible mecanisimo que provoca la ruptura cromosémica parece ser por la formacién de la O -
melilguanina ya que al ser removida |a base incorrecta se tiene la formacién de una brecha en la cadena

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

Oitimo en aberraci crom estruciurales(Gailloway S. 1994).

1.2.4.4.- Sisternas de reparacién del dafio producido en el ADN por los agentes alquilantes.

Las células bacterianas y de mamiferos pueden reparar un ndmero limitado de cada 12sién antes
de 1a replicacidn del ADN, estos previenen mut icidad y

potenci letates (Salamanca
F. 1990, Stanley E. 1988).

Los efectos mutagénicos y carcinogénicos de agentes alquilantes es debido a 1a generacién de

residuos de O° - metilguanina que se aparea con timina, dando un cambio GC --AT cuando el ADN es

E1 dafio i porla i en el ADNesr

P i por dos pi



1) Transferencia directa de la modificacién del grupo metilo.

2) Remocién de la base por una gli B. 1993, Miller J.1992, Salamanca F.

1990).

1) Transferencia directa de la modificacién del grupo metilo.

Es un tipo de reparacién directa, en donde la lesién es removida por la enzima ©°-metil Quanina-

u asa de peso Ir de 20,000 y que es codificada por el gene ada; la enzima reconoce a
- las ©° -metilguanina en la cadena doble de ADN y remueve el grupo metil por transferencia a una
cisteina de ta enzima: la bioquimica de esta reaccidn resuita poco usual, ya que la enzima no se
regenera, “una enzima nueva es utilizada para remover cada grupo metii®, esta reaccion es exactamente
la misma en E coli que en los mamiferos, incluyendo al hombre (Ballantyne B. 1993, Salamanca F.

1990, Watson H. 1987).

2) Remocién de la base ifi por una gli i .

En el caso de la de la i se salva un sitio apurinico o aprimidico por la

reparacion de un proceso de escisidn; en ei que la glicosilasa rompe la unién del azacar a la base
dafada. El nucledstido reparado por escicion, normalmente esta implicado en la reparacidn de los aductos
que distorcionan la doble hélice del ADN , después se repara la secuencia usando la cadena como un

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

- Si E. coli es expuesta a bajas concentraciones de un agente e, un T de
reparacion es inducido a causa de incrementar resistencia a subsecuentes ataques con grandes dosis.
Esia respuesta adaptativa fue descrita por primera vez por Samson y t‘.‘.alms (1977) y fue revizada
recientemenie por Lindahl y colaboradores (1988). La via de reparacién esta particularmente bien

entendida (Ballantyne B. 1993, Takasashi K. 1988).




La sefial que provoca la induccion de esta respuesta es uno de los productos menores de 1a
un producto formado en la 2-desoxirribosa del fosfato

de un metil iester, por
unido a la de ADN (| yne B. 1983).
La i i6n de ia ia a la muerte celular es debida a la ADN-glicosilasa que libera un

que puede de otra manera

espectro de bases dafadas del ADN en particular, 3-
por el gen alk A” (Milter J. 1992, Takasashi K.1988).

porla r

1a repli ién. Esta i es
La induccién a ta mutagénesis es atribuida a la reversién de ta O° -r

de transalquilacién (Takasashi K. 1988).

I a iva es r por el que también codifica para la

gen ada,

La
alquiltransferasa. E£sta proteina Ada tiene dos funciones una regulatofia y la otra como enzima

reparadora (Ballantyne B. 1993, Takasashi K.1888).

1.2.4.5.- Metil-metano-sulfonato.

El metil ester del scido metilsulfénico es el metil-metano-sulfoalo (MMS), y su férmula estructural

se muestra en la siguiente figura:

i
'———O—CH3

Figura 8: Estructura quimica del Metil-metano-suifonato.

7y

H3C—’

o

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

2] con Y es un

1989) Es un alquilante mor



directo, es decir, no requiere de la conversién metabdlica para actuar como carcinégeno (Mittal A. 1990,

¥ como T en la Investigacion (como contro)

Stanley E. 1988). Es wusado
positivo) (Derache R. 1990, The Merck Index 1889)

en 1863 A. Barnsley reporié que en la

En cuanto at det metit.

orina recolectada durante las primeras 16 horas después de la administracion de [ '“C }MMS por via
intravenosa, encontré metabolitos caracteristicos de la biotransformacion de la L-cisteina. E| 80% de la

reactividad excretada se encontraba conienida en metabolilos como dcido metilmercaptarico, S-metit-l-
N-( il) glicina (Barnstey E.

cisteina, acido-2-hidroxi-3-metilpropidnico, acido

1968).
El dafio que produce el MMS al genoma es en una variedad de puntos por ejemplo sitios metil
tri i her mutsciones en Jocus

labiles y produce mutaciones letales
especificos (a una baja frecuencia) microndcleos e intercambio de cromatidas hermanas; al parecer las
i ina, 0° meti ina y 3-

lesiones predominantes en el ADN resultan en la produccién de N7 -
es predominantemente en fase S-dependiente (Rodriguez

il- il La del rorr
A. 1996). Los efectos propuestos sobre e! ADN son alquilacién, depurinacién y rupturas de cadena

senciila e inclusc formacién de enlaces cruzados entre cadenas de ADN (Mittal A. 1980).

E! MMS ha mostrado ser mutagénico en varios estudios in vitro, induce mutaciones en el gen hpt
é germil de Di

de células CHO y células V79 (Chaudhry M 1990, Koberie B. 1992). En
produce muchas aberraciones cromosémicas, pero pocas mutaciones puntuales(Lee W. 1888). En
estudios in vivo en mamiferos se ha mostrado que el MMS es mutagénico (Tao K. 1993), en el ratén, en

células germinales induce tanto mutaciones letales dominantes como mutaciones en locus especificos

(Ehling H. 1980). Sin embargo K.Tao y colaboradores en 1983 confirmaron que el MMS es mas potente

como clastégeno que como mutdgeno y podria ser llamado 0 considerado como un super clastégeno de
ricidad del MMS

0. La car

igual manera que se maneja que {a etilnitrosourea es un super




de ese potencial clastogénico, ya que su porcentaje de actividad de

es p ite el r

mulageno puntual es débil(Tao K. 1983).

de monofi i puede predominatemente por reaccionar

La
<con &lomos de nitrégeno del ADN. Rodriguez y colaboradores (1996) reportan que 10s sitios apurinicos
fos en la via de agentes alquilantes

actban como rr interr y es muy Ir

con aita selectividad nucleofilica por ejemplo ei MMS (Rodriguez A. 1996).




2.- MUTACION Y CANCER

Se ha relacionado desde hace tiempo el cadncer con una aberracién del material genético que

puede transmitirse. Esta idea fue cuestionada cuando por los afios 50's se observé que carcinégenos
ati no mL iones en

conocidos como los hidrocarburos las i ar

experimentos in vitro en microorganismos como las bacterias y las levaduras. Sin embargo, hacia 1970

se vié que si se afadia al medio una preparaciéon de higado de rata, rica en microsomas, es decir, rica

si se producia el efecto mutagénico sobre los

de xer

en
de este test fue utilizado sobre todo por Ames y colaboradcres (15973).

mier ta
La mayoria de Jos estudios concluyen que existe una correlacién de un 90% entre carcinogénesis y

mutagénesis (Derache R. 1990).

En 1978 la relaciéon entre mutacién y cancer se establecidé de forma definitiva, encontrandose
involucrados un grupo de determinados genes. Al parecer esto abre el camino para estudios de ciertos
virus infectados en aves y mamiferos. Estos virus tienen un genoma RNA pero pueden producir un ADN
copia por una enzima llamada transcriptasa inversa y entonces integrar esa copia dentro del cromosoma
del hospedero. Las cepas inductoras de lumores de esos virus son invariablemente encontradas hasta

después de haber adquirido un gen hospedero, en cualquier genoma este virus podria tranferirse a un
ite menos de 50

05 son i . prob

nuevo huésped. Soic un numero limitado de genes |
y en algunos casos vifus no relacionados a tumores tendrian afinidad a estos genes aunque podria ser
en regiones colindantes (Smith W. 1990).

Los genes efectivos son llamados oncogenes (genes que pueden producir cancer) y son a través

de éstos que se involucra el control de la division celular a nive! fundamental. Algunos de ellos son
como la levadura y el ratén. Cuando genes

encontrados en 105 distanci evoluti

hospederos dentro del virus son comparados con el mismo gen dentro de una ceélula normal, ta copia
tiene generalmenie mutaciones puntuales o deleciones por arriba de los genes seleccionados.

viral
inducen tumores por

Siguiendo este indicio. en esos mismos genes es donde se observa que se

sustancias quimicas no por virus. En varios casos donde se encontraron mutaciones, el que mas se



encuentra es el oncogen ras, Hamado asi porque fue originalmente encontrado en el virus de la cepa

Rasheed (Salamanca F. 1890, Smith W, 1880).

El gen ras ha sido clonado y secuenciado para un nimero de tumores espontaneos e inducido
por agentes quimicos, de tejido epitelial. En cada caso este tiende a mostrar Qque experimenia una
mutaciéon puntual simple, usualmente en el codon 12 pero también en los codones 13,59 6 61. La
proteina producto del gen ras es la encargada de mediar [a acci6én de los factores de crecimienio, cuando
se estimula la division celular Jos estudios atacan intensivamente a diferenciar con presicién entre las
funciones de la proteina normal y la proteina ras mutante. Este tipo menor de tumor es reducido a un

problema exclusivamente bioquimico (VWatson H. 1987).



3.- ANTIMUTAGENOS

Las ] tas de la is y car son de particular interés porque
también en la p del cancer humano (Cairns D. 1993).

El término de antimutsgeno ha sido para il esos que reducen 1a
frecuencia o el porciento de o iente del mecanismo involucrado

(Otha T. 1993, Waters D. 19896), Ia habilidad del hombre y de otras especies animales es dependiente de

los sistemas de i y i Esos dos sistemas de defensa estan estrechamente

relacionados y la superfamilia del citocromo P-450 y las isoformas de enzimas es un componente de
ambos sistemas (Continas de Nava C. 1890, Waters D. 1996). Las isoformas P-450 funcionan en el

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

y neutralizado compuesios que generan radicales de oxigeno, radicales libres y oxigeno activo. entre las
enzimas antlioxidanies encontrameos a la superdxido dismutasa., glulation peroxidasa, glutation

transferasa y a la catalasa (Ames 8. 1993, Waters D. 1998).

Algunas drogas y componentes en la dieta pueden funcionar como antimutagenos, y eslos son
clasificados de acuerdo a su mecanismo de accién (Otha T. 1993, Watwrs D. 1996): Kada ha designado

a 10s antimutagenos que actian antes de la reaccion de un mutageno con el ADN como “dismutagenos™.

Estos incluyen factores que quimicamenie o enazi i ente i i mL
compuestos de alto peso molecular como |05 son las fibras que absorben mutdgenos, inhibidores de la
acciéon metabdlica de mutagenos, y agentes que interfieren con la generacion quimica de mutagencs a

partir de sus precursores, afectando la activacién de los sistemas de destoxificacidn, interfiriendo con el

mo P-450 i . éste parece ser el i mas ti por el cual los
componentes de la dieta ejercen los efectos sobre el metabolismo de las drogas y la carcinogénesis

(Otha T. 1993, Rame! C. 1888, Waters D. 1996).

e i R A Y I e 2




En la mayoria de los casos, 13 inhibicion puede ocurrir fuera de la célula, pero algunas acciones

inhibitorias sobre ta { ion de jos my puede ocufiir en el interior de la céluta
blanco. A l1a par del término a Kada ha pr el uso del término * biomutageno® para los
factores anlimutagénicos que reducen la frecuencia de r vesis celular és de que el ADN ha
sido por muté F que suprimen la mutagénesis inducida por ta radiacién UV son

generalmente considerados como biomutagenos (De flora S. 1988, Otha T. 1993).

Ramel y colaboradores también clasificaron a 10s inhibidores de mutagénesis de acuerdo a la
etapa durante la cudl ejercen sus efectos proteciores: la etapa 1 comprende a los inhibidores que actuan

extracelularmente y la etapa 2 comprende agenies que actuan intracelularmente. Sin embargo os de 12

etapa 1 casi corresponden a jos dismutigenos, mas los ores de i 1é de oxigeno

son incluidos como inhibidores de la etapa 2 (Otha T 1983).

Un intento de disminuir el porciento de mutacién en humanoes y subsecuentemente a disminuir la

incidencia de cancer. puede ser identificando antimut 108 y anticarci 10S e incrementar nuestra
1 a éstos, i ente a través de la diela (Ames B. 1983, Ramel C. 1886 ). En la dieta se
conocen algunas sustancias con estas propi como antimi se encuentran las porfirinas,

los acidos grasos, vitaminas, polifenoles y compuestos sulfhidriios y como anticarcinogénicos las

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

| I que tiene uno o Mas electrones no

Un radical libre es cualquier pecie atémica o 1
apareados, es decir, un nimero total impar de electrones (Kager D.1890, Pifa G. 1998, Pryor W, 1994).
La tendencia espontanea de los electrones localizados en los Atomos y moléculas es la formacién de
parejas, por lo tanto, la existencia de un electrén sin pareja, tal como aparece en 10s radicales libres,

extraordinariamente reactiva y de vida efimera.

hace a dicha qui muy
y ividad para combinarse, ir en ia

=1 de ta ir
mayoria de 105 casos, con la diversidad de moléculas integrantes de la estructura celular: (carbohidratos,

lipid. i Acidos y derivados de cada uno de ellos). A su vez, la combinacitn de la

molécula funcional con el radical libre da fugar a una molécula disfuncional, 1o que puede repercutir en la

vida celular (Pifia G. 1996, Pryor W. 19894).

La prevalencia del oxigeno en sistemas {y la r: con que el

con los demas radicales orgdnicos) hace que sea el centro de 10s radicales y el tipo mas comunmente

encontrado (Pifla G. 1996).

4.1.- NATURALEZA RADICAL DEL OXIGENO MOLECULAR.

, ya que tiene dos elecirones no

Et slar (O3 ) es fundarm un bir
apareados en su orbital externo, ambos con el mismo giro (paralelo) (Pifa G. 1996, Wingrove S. 1886),
esto impide que capte dos electrones simultaneamente en Jas reacciones que interviene, puesto que un
donador de un par de elecirones cede necesariamente un par antiparalelo; por ésta razén, el oxigeno

soélo puede intervenir en reacciones univalentes y aceptar los electrones de uno en uno. Por {0 mismo,
contienen de transicién en su sitio activo,

muchas enzimas de tipo oxidasas y de las

puesto que éstos son capaces de aceptar y de donar electrones Gnicos (Pifia G. 19986).
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La mayor parte del § por el es i a agua por {a accién
det { de Ia respiratoria mitocondrial, segun la siguiente reaccion
global:

O+4H +4¢e - ——emeee> 2H O (1)
Enr y porlas r anter ésta red i6n se hace en cuatro pasos
univalentes:
e e 2H" e + H e + H°
O3 evree > TOY vevamee> Hy O o> OH '+ Hzo —>H: O (2)
En donde e” = H = ©2 “'= radical anién superéxido o radical superéxido,

H;0: = peroxido de hidrégeno. OH’ = radical ﬁldroxiln.. Hz O= agua,

Estos intermediarios quedan unidos al sitio aclivo de |a citrocromo oxidasa y no se difunden al

resto de !a célula en condiciones normales (Pifla G. 1966, Pryor W. 1984).

4.2.- RADICALES LIBRES DE OXIGENO

Las reacciones redox ocusren durante el iransporie de elecirones en los organelos celulares o en
las membranas y son responsables de la generacion de los radicales libres de oxigeno. Las mitocondrias,
peroxisomas, el nacleo, el reticulo endoplasmico y membranas plasmaticas son los sitios de formacion

de los radicales de oxigeno bajo condiciones fisiolégicas (Karger D. 1980).

Cuando la molécula de oxigeno aceptia un elecirén, se convierle en un radical con carga
negativa, el anidon superoxido. Este se representa con el signho negativo de la carga aniénica, y un punto
que indica que se trata de un radical y que por lo tanto, contiene un electrén no apcreado O, la

representaciéon de 1os vectores magnéticos se puede ver en ia figura 9 (Karger 1990, Pifa G. 1996)

5




Figura 9: Represanxaclén de los va:lores magnéticos de los elec(rones no apareados de! radical
anién P que et ha sufrido una r por Y de
un electrén, pero slgue siendo un radical pues tiene un electrén no apareado. B: peréxido de
hidrégeno que ya no es un radical, pues en cada orbital bay dos electrones de giro antiparalelo,

(Galloway S. 1994).

El segundo producto de la reaccidn (2), H; Oz, no es reaimente un radical, pero su importancia
estriba en que por captacién de un electrén y de un protdn puede dar lugar a la formacién de una
molécula de agua y a un radical hidroxilo OH , cuya estructura electronica se representa con los vectores

magnéticos en la figura 10 (Orrenius S. 1993, Pifta G, 1996).

Figura 10 .Estructura de los é el hidroxilo que se produce en la
reduccién univalente a parntir de peréxido {(Galloway S 1994).
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Por otro lado, el oxigeno puede (22 ) y converlirse en una

écul . el de Oz , r qQr como 'Oz - y cuya

estructura electrénica se representra con l0os vectores magnéticos en la figura 11..

Figura 11 .E] si ‘Oz asi porque su espectro se caracteriza por dar una sola
senal, no es realimente un radical, ya que los dos electrones no apareados se han unido,
formando un par alelo. Es vy muy ractivo (Pifia G. 1996).

Por absorcién de otras 15 Kcal/mol, este singulete puede convertirse en otro, represeniado

graficamente como  'O;"" cuya vida es efimera y se convierte en el Oz

representacién magnética se puede ver en la figura 12 .

Figura12: El singulete ' ©a ** tampoco es un verdadero radical, puesto que uno de sus
electrones ha invertido su giro y es antiparalelo,

Debe notarse que en la 6n de los no hay de electrones sino que se

trata realmente de redistribucion de los mismos en el ultimo orbital.




En la figura 13 se resumen las diferentes modificaciones que puede sufrir el oxigeno molecular para dar

especles moleculares que son verdaderos radicales o que en el curso de su metabolismo dan origen a un
radical.

Ox~{geno
Molccular
O:
+ energia 22kcal + clectrones
‘oz~ Oz Radical anién
superéxido
—— te
- 2H"

H20> Peréxido de
hidrégeno
1ISKeb .,

— HY

'Oz OH’ Radical

hidroxilo

Figura13: Resumen de [os cambios Que puede sufrir el oxigeno molecular estable
uni o por &n de energia.

por
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4.3.- ORIGEN CELULAR DE LOS RADICALES LIBRES.

Un ndmero de origenes intr es de r y i ha sido ifi como se

muestra en la 14. La imporancia de cada origen en algun ifi es a

desconocidgo, y el relativo papel que juega cada uno en el daflo del tejido parece que varia con las
condiciones experimentales empleadas. La formacién de los radicales libres es probable que sea un

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

M ielope o s casa

Rebcuto end opidamios

Figura 14: Origenes intracetlulares de los radicales libres. Todas las células aerdbicas producen
radicales libres a través de ja accidn de enzimas solubles y unidas a la inembrana,
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4.3.1.- Fagocitosis.

Quizas el origen de los libres mejor son las célut fagQ ri
por v Cuando se activa la fagocilosis, las células exhiben un marcado
incremento en el consumo de oxigeno, este p con es pr Ia fuente mas importante de

radicales superéxido in vivo (Pryor W. 1994},
Los radicales libres derivados del oxigeno desempefian una funcién importante como oxidantes
microblcidas asi como mediadores de la inflamacién y lesiones tisulares., Gran parte del oxigeno

consumido por las células itarias estir as se ren directamente en aniones superoxido

por la enzima NADPH oxidasa. El superéxido se convierte rapidamente en peréxido de hidrogeno y
radicales hidroxilo, que producen la mayor parte de la actividad microvicida del fagosoma y el ambiente
extracelular. En presencia de la mieloperoxidasa que procede de {os granulos citoplasmaticos de los
neutréfilos, se transforman los perdxidos de hidrogeno y haluros en oxidantes adicionales tales como el
Acido hipocloreso y cloruro libre (Pifla G. 1996, Pryor W. 1994, Sities T. 1893).

Tabla 2.- Generacién de productos téxicos de oxigeno por el estallido respiratorio de los
fagolisosomas de 10s leucocitos.

1.- Transferencia de electrones por la repentina respiracién

via hexosa monofosfato

Glucosa + NADPH memcteecmecemstaeeneeenee-> Pentosa POs + NADPH
NADPH oxidasa
NADPH + O3 =———m«— NADP® + O3

2.- Generacion espontanea de productos téxicos del oxigeno.

20;° + JH—————* H.0: + '0O,*

;" +H:0: OH® +OH +  '0;*
3.- Generacién por la per qa
H:;0: + CI~————* . OCI + H:0
ocr +H:0— ., '0:.Cl e HO
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4.3.2.- Sistema mitocondrial de transporie de elecirones.

La membrana mitocondrial es capaz de generar especies reaclivas de oxigeno tano /n vive

como in vitro. Las especies generadas son el anién superoxido y seguido de la dismutacion de este, el

perdxido de hidrégeno. El porciento de pr de las i r de oxigeno es directamente

proporcional a el porciento de i it i in vitro y puede ser alterado en respuesta al

ataque de varios 16xicos, incluyendo cambios en el pH o en el medio iénico de la mitacondria.

€l origen mitocondrial de las de ! il il a a la NADH-coenzima Q

plejo 1), succi i Q 1), y/o QH2 - citocromo c reductasa (complejo tll). Una
proteina no heme con i6n suifuro parece involucrada en el transpone de electrones al oxigeno en cada

sitio (Karger 1990, Pryor W. 1984).

4.3.3.- Sistema microsomal de transporte de electrones.
En el reticulo endoplasmico se ha enconirado una familia de enzimas oxidasas con funcién

mixia, de las que se propone que oxidan varios xenobiolicos y sustancias endégenas, catalizando esas

reacciones por el uso particularmente de de ger a través de la donacién de

electrones para el NADP(P)H. Aunque bajo condiciones normales no se obtiene la mayor contribucion, el

de pr r a través del daflo o de la presencia de un xenobidtico puede cambiar

grandemente este origen de radicales libres, r itando en modifi i quimicas de estructuras

circundantes (Karger 1980).

4.3.4.- Enzimas oxidasas solubles.

Existen numerosas enzimas solubles que pueden oxidar substratos endogenos y exégenos y

generar especies reactivas de oxigeno. Estas incluyen a la xantina oxidasa, la dopamina, la [i-

hidroxilasa, 1a D-amino 4cido oxidasa, 1a uralo i . Con i de la i y la

dopamina [-hidroxilasa las enzimas antes mencionadas no han sido bien estudiadas en términos de



toxicologla de radicales libres, y su contribucién de dafio tisular. La xantina oxidasa, exisie y es

en pr todos {os tejidos y puede reducir directamente al oxigeno molecular en

superdxido y peréxido de hidrégeno (Karger 1990, Pifia G. 1986, Pryor W. 1994).

4.3.5.- Autooxidacién de substralos endégenos o exdgenos.

Los radicales libres son d por la i idon de varios compuestios quimicos. La

aulooxidacion de epinefrina ha sido usada para generar radicales libres en una variedad de. situaciones

experimentales. Este proceso puede llevar a dafar el tejido en un érgano aislado o sistemas celulares,

pero este papel in vivo es ir Lar 1 il es seguida por una autooxidacidén que
puede resultar en una reaccion ciclica (ciclo redox) que produce una gran cantidad de radicales libres,

esta via usualmente involucra quinonas y ha sido estudiada en varios sistemas (Orrenius S. 1993, pryor
W. 1994).

4.3.6.- Metales de transicion,

La { redox de de tr coma el hierro y el cobre, es esencialmente como
cofaclores enzimaticos. Cuando son li en los i es10s iones pueden también
facilitar 1a transferencia de a macror como lipidos, proteinas y ADN. En suma estos

Pueden la de peréxidos organicos existentes (Kager 1990, Orrenius S.

1993, Pryor W. 1994).

4.4.- REACTIVIDAD DE LOS RADICALES EN 1.OS SISTEMAS BIOLOGICOS

La icion de 1os radi libres y a los tejidos en una variedad de sistemas ha

documentado la i de éstas ] para producir dafo. Como se ha mencionado ya

previamenie, los lipidos, proteinas y el ADN son der ionar con i y oxidantes, y un



se bhan | i que podrian proporcionar una explicacién al mecanismo

enorme numero de
por el cual resulta el dafo celular o tisular. La relativa contribucién de cada uno de esos cambios en
algtin modelo especifico parece funcionar solo para unos cuanios. En general parece que la acumulacién

libres es la causa de la muerte celular, mas que el

de los mulliples ir por los r

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

4.4.1.- Lipidos.

Los fosfolipidos de las membranas contienen una gran cantidad de Acidos grasos

, muy a la per . esta 6n se presenta cuando se expone al
lipido al calor, luz, iones metalicos y oxigeno, generando radicales libres (Burk D. 1991, Orrenius S.

1983, Sherwin E. 1990).

Los eos saon por los r libres, el radical hidroxilo (OH ) al atacar

los dcidos grasos insaturados, sustrae un atomo de hidrégeno y crea un nuevo radical organico el cual es

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



es por un rearreglo interno que prod un dieno ji do, el

Este
cual reacciona rapidamente con O . para dar un radical peroxilo o dioxilo -como se muesira en la figura

158.

RS SLEEES N

H H
EEEIEEE NN IS E LS
H L_o; H H g H

Figura 15: A: Ef radical hidroxilo, al atacar un Acido graso insaturado, sustrae un atomo de
hidrégeno y crea un nuevo en el atomo de carbono).B: Por un

rearreglo interno, se produce un dlano ccnjugado que puede r con o alar

para dar un radical peroxilo {o dioxilo).
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E! radical lipoperoxilo puede atacar un lipido vecino, sustrayendo un atomo de hidrégeno para
producir un hidroperédxido y un nuévo radical (propagacién) como se mmuestra en la figura 18A. Los
hidroperéxidos tipidicos son estables en estado puro, pero en presencia de metales de transicion (hierro y
cobre) se descomponen, dando un radical alcohoxilo el cual se muestra en |a figura 16 (Burk D. 1991,

Esterbauer H. 1990,Orrenlus S, 19893).

H H H H H H HH HHHMHH
S 0 S SR 0 A v o
H ? H H H
(?
H A
PRy
—¢—gTC=C—C=C—¢—
H O H
B

Figura 16: Alarriba), el radical peroxilo puede atacar a8 un lipido vecino, sustrayendo un atomo de
hidrégeno para dar un hidroperdéxido y un nuevo radical organico (propagacion del daio). B
{abajo), los hidroperéoxidos lipidicos son estables pero en presencia de metales de transicion
{hierro o cobre), descomponen dando un radical alcohoxilo (propagacién del dafo).

o
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Tanto los radicales peroxilos como atcohoxilos la Lt en al

alomos de hidrégeno de otros i [ én). Es que el singulete de oxigeno 'O;* sea

i un ini de la r de sobre todo en presencia de pigmenios
organicos. Eslo sucede mucho in vivo en el ojo de las r 0S, en Yy en los pacientes de
porfiria, Se ha c P que la P ida por el tetracloruro de carbono, €l halotano,

1a isoniacida y la bleomicina, tiene como uno de sus faciores importantes de lipoperoxidacién (Orrenius

S. 1993, Pryor W.1884),

4.4.2.- Proleinas.

En afios Y se ha increrr el interés de las proleinas como blancos para los radicales

libres. Las proteinas oxidadas son mucho mas st i alapr isis y la ion de grupos
carbonilo en la proteina parece incrementarse ¢on (a edad. El incremento de proteinas oxidadas puede

relacionarse con la edad y la pérdida de funciones Y . ¥ puede reflej

la no reparacion de un dafo de otra macromolécuta como el ADN(Pryor W. 1994).

4.4.3.- ADN

Un mecanismo hipotético que explica ta muerte celular después de la exposicién de especies
reactivas de oxigeno es en el que parnticipa la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa, la cual es activada
después de que los perdxidos han dafado al ADN. Una vez activada, la poli (ADP-ribosa) polimerasa

utiliza grandes cantidades de nicotinamida adenindinucledtido (NAD) para reparar el ADN dafado por

i de La dismi 6n del NAD sugiere que la célula activa su capacidad para
producir ATP, lo que conduce posteriormente a un déficit de energia, cambios en la homeostasis del
calcio, y finalmente la muerte celular. Aunque este concepto no es muy adecuado para explicar el dafio

oxidativo, es claro que las especies reaclivas de oxigeno pueden dadar vias criticas para el

imiento de las cor i T de r idos de pirimidina y adenina. Ya que esos




son fos para el normal de muchas células

si no
es que dahadas, pueden ser mucho MAas susceptibies a otro stress. (Kager D. 1990, Pryor W. 1984).

La interaccion de las 1 i de oxi

con el ADN parece afectar la regulacién de
cierlos genes. Esas

involucrar T 1es di al ADN, o estos pueden
ser mediados 8 través de cambios en 1a expresién del gen de regulacién. Muchos de 10s irabajos sobre
los efecios de la expresién de genes han sido ]

por in i es inter en el papel de

las esp actl de en la car

(Orrenius 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 bateria multiple de defensa
contra los di i libres de

que por un lado tienda a impedir su formacién y por otro,

1os neutralice una vez formados, estas defensas se efectdan en cinco niveles (Kager 1820,Pifla G. 1996).

El primer nivel consiste en evilar la reduccion univatente del oxigeno mediante sisiemas
enzimalicos capaces de efectuar |a reduccidn tetravalenle consecutiva sin liberar los intermediarios

parciaimente reducidos. Esto lo logra con gran eficiencia el citrocromo-oxi de la

respl ia mi ial, r

de mas del 90% de la reduccién del oxigeno en el organismo
humano (Martin. VW 1986, Pina G.1996).

El segundo nivel 1o consliluye la presencia de enzimas especiatizadas en captar el radical anién

superdxido (O; ° ). Estas son la superdxido dismutasas (SOD). met.

imas que i 1 la
dismulacién del radical anién superoxido para dar oxigeno molecular y peréoxido de hidrégeno, con una

eficiencia tan grande que se acerca al timite teérico de ia gifusion. En las células de los organismos
eucariélicos existen dos. Una es ciloplasmica y contiene un atomo de Cu®" y uno de 2Zn** en su sitio

activo. La otra SOD es mitocondrial y conliene M0>" en su sitio activo (Marntin W. 1988, Pifla G. 1996,
Pryor W. 1994).



El tercer nivel de defensa esta dado por un grupo de enzimas especializadas en neutralizar at

peréxido de hidrégeno (Pifia G. 1998). Entre ellas esta la que se 'a en los per

ésta es una olelna que posee actividad peroxiddsica; realiza una reaccién de dismutacion

en la que utiliza al perdxikio de hidrégeno como sustrato donador de elecirones y otra molécula de

perdxido de Q como ] de electrones Ia reaccion es: (Martin W. 1966).
catalasa
H20: + H:0 seoemee >2Hz0 + Oz
Ademas se cuenta con las p que Vlar del peréxido de hicrégeno por
diversos es de 1es. En los 08, la glutatién p (una
que contiene selenio ) es ta mas la [ 1

glutation perosidasa
2GSH + H: Oz -eeee -——ee> GSSG + 2H: O

{dondc GSH= i ido) y GSSG= i i (63.65).

El glutatién GSH, puede captar también el radical hidroxilo y el singulete de oxigeno (Pryor W.

1994).

Muchas proleinas, pero sobre {odo la albamina. pueden ser captadoras de radicales libres de
oxigeno, en este proceso la proteina se transforma en una proteina anormal. Las proteinas modificadas
por ios radicales libres de oxigeno son degradadas a una velocidad mayor que las proteinas narmales,

por enzimas proteoliticas, por lo que esla actividad es considerada “suicida” (Karger 1890, Pifla G.1996).

Una vez producido el dafo molecular, existe un quinto nivel de defensa que consiste en |a
reparacion. La mayor parte de las moléculas del organismo sufren un recambio constante. por lo cual

son periddicamente reemplazadas con lo que puede desaparecer el dafio. En el caso del material

genético, los radicales libres de Q son de p rupturas en la cadena del ADN y aun



de inducir i de cror

hermanas, aberraciones, ci ici carci i

celular,(Cerruli P. 1985, Orrenius S. 1993, Pifia G. 1896) pero existen mecanismos enzimalicos de
reparacion que permiten restablecer la informacién genética (Pifia G. 1996, Salamanca F.1990). Se ha
calculado que, en promedio, pueden ocurrir 1000 casos de ataques oxidantes al ADN por célula por dia
en el organismo humano (Kager 1990, Pifta G. 19986). L.a imporiancia de I0S mecanismos de reparacion
del ADN es evidente en algunos errores congénitos del melabolismo. por ejemplo, el sindrome de
Bloom, en el que existe una deficiencia congénita de ta enzima ADN-ligasa 1, no se reparan las cadenas
folas y esto resulta en inestabilidad genética y aumento del riesgo de cancer. En el xeroderma
pigmentoso, la deficiencia genética estriba en 1a enzima que elimina las bases de timina modificadas en
el ADN, con ef resultado de una hipersensibilidad a la luz solar y una mayor incidencia del cancer de piel
(Garner S. 1991, Pifia 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 fisidlogicos, 0 como subproducios accidentates de varios

procesos metabdlicos, y que difunden a través de las membranas cefulares. Cuando las lasas de

for 6n de estos i rebasan a los m os antioxi normales, ocurre oxidacidn
molecular desmedida, de cor [+] e letales a ta larga para 1as cétulaz, y al
organismo entero (Frenk $. 1996.Orrenius 5. 1993).

La lista de es con radi libres contihua aumentando. Esto es en

parte debido a la habilidad de los radicaies libres de inducir estados patoldgicos que parecen ser de un

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

desordenes (Pryor W. 1984); esto en virtud de su cortisima vida media y su natluraleza
intangible (Frenk S. 1886).

fugaz casf



En la tabla siguiente se muestran los padecimientos clinicos que p son a

r libres de
Tabta 3. Pad 1tos P a radical, de o,
Aparalo cardiovascular Otras hetmopatias Aparato degestivo
Aterosclerosis Drepancciosis Hepatopata endotoxica
Cardiopatia alcoholica Anemia de Fanconi Id. Por hidrocarburcs hidrogenados
id.Por adriamicina Saturnismo Pancreatitis agud:
i Gastritis por anlinflamatorios
Estados de isquemla Malaria no estercio,
tepurfusisn Farmacoisgices
Accidente cerebrovascular Carcinogéne Sisterna nervioso
Infano miocardico. arrmias Raniaciones tonizantes Enfermedad de Parkinson y
Transplant visicul Accidentales
Artris Radioterapia Lipofuscionosis, ceroidosis
Cangetscion Neurotcxinas
Sindromes diabeticos Esxclerosis mutiple
Lesiones inflamatorias de Defisiencias nutricionales Lesion cerebro vascular hipenensiva
orden Inmunolégico Cuasiorcor
Glomerulonefrit:s ideopatcas o Alconalsma Rinon
memprancsas de Keshan .
Visiculilis por virus de hepatites B Sindrome nefrdtco autommune
a por medicamentos Envegecimienio Iloxicacion por metales pesados
Artrits reumatoide Aparata respiratorio
Contaminantes oxigantes (O, NO), Ojo
Sobre carga de hierro otros (S0;) Fibrosis retrolental
e romatas:s wicpatica Humo de tabaco Cataral
Dietana(en Bantus) Hiperoxia Hemarragia intraccular
Talasemuas y Otras aremias cronicas Displasia broncopulmonar Retinopatia tética
hiperfundidas Efisima
Alcoholiamo Neumoconiosis Piel
intoxicacién con paracuat Radiacion actinica
Musculo Lesidn térm
Algunas miodistrofias Algunas porfi
Dermatitia por contacto
Como se puede apreciar es la lista de os con los
libres, y sélo se i 4 el de i en base al p! ito del presenie trabajo.
4.8.1.- Carcinogénesis,
Es la de las de estimular el desarrolio del cancer, Pane
de! dafo puede radicar en la de ia por el ADN con la consecuente alleracién de

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




el 70% de un organismo, resulla ser su principal blanco y conduce a ia formacién de radicales de

£l de estos r i y sus derivados al ADN y a otras partes de la célula puede ser la

base del cancer il i porlasr 1es (Orrenius S. 1993, Pifa G.1874, Pryor W. 1894).

La teoria de la carcinogénesis en dos etapas, la inictacion y la promocién, explica algunas
observaciones que implican a los radicales libres de oxigeno en este proceso. Asi , por ejemplo, algunos
promotores tumorales cormno los ésteres de forbol son activadores muy efeclivos de la descarga oxidativa
de los fagocilos (Goldestein B. 1989, Gonzalez B. 1989:Pryor W.1984). Esta activacion de los fagocitos
1ambién resulta en la liberacién de una mezcla compleja de citocinas entre las que se encuentra un

factor i [{ 1 del ADN) difusible. El daftio al ADN producido por los radicales libres de

oxligeno, por el factor clastogénico o por otros mediadores de la inflamacidn puede activar oncogenes o

inactlivar genes supresores de tumores come p5s3 (Gonzdlez B. 1989, Pifia G 1996,Pryor W. 1994)

Como evidencia indirecta adicional del papel de los radicales libres de oxigeno en la
carcinogénesis se tiene 1a asociacién conocida entre el cancer y diversos padecimientos genéticos e
inflamatorios crénicos, por ejemplo, ta colitis ulcerativa y el mayor riesgo de desarroilar adenocarcinoma
del colon, la cirrosis hepatica y el carcinoma hepatocelular, la ataxia lelangiectasia, la anemia de
Fanconi y el sindrome de Bloom (todos 10s cuales presentan un metabolismo anormal det oxigeno) y una
mayor incidencia al cidncer (Argarwal R. 1991 Galloway E. 1996). Sin embargo. no hay evidencias
concluyentes directas de que los radicales de oxigeno sean factores principales en la iniciacioén o en la

promocién del cancer (Garner E. 1991).
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5.- ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son los agentes p mas estL para la prevgnclén de

enfermedades, puesto que estos compuestos liberan a la célula dir de ]

oxidantes (Kuroda Y. 1982, Otha T. 1883).

5.1.- ANTIOXIDANTES NATURALES .

i i 6 que 1a dieta es un facior Gue puede. modificar. el
’ a0 ‘Las ﬁjdlas y.los -

desarroflo de algunos tipos de cancer y de enferr

vegetables son las mejores fuentes de varios antioxidantes, vlt‘am’lnas icronutrientes. Los
en div r (Cerruti

tocoferoles, &cido son idantes p

P. 1985).
5.1.1.- Vitamina E.

Eil nombre genérico para todos los tocoferoles y derivados es el de vilamina E. En el

del y - tocoferol; el requerimiento diario para

humano. el mas ab es el of
un hombre y mujer adullos son de 10 y 8 mg de a - tocoferol por dia respectivamente, las fuentes
mas ricas de vitamina E en la dieta humana son la margarina, 1a mayonesa, el aceite vegetal, la
mantequilla y el huevo (Pryor W. 1894).

La vitamina E actdéa como antioxidante atrapando radicales libres, puede actuar directa o
indirectamente en la iniciacion ( ' O;°, O; ", OH ) o en la propagacién (radica!l lipopreoxilo) en la

i ' de la i i (Otha T. 1993, Pryor W: 1884), el tocoferol también puede

reaccionar con el oxido nitroso; en la clinica se ha utilizado a la vilamina E en enfermedades
da por Jas quinonas adriamicina y deunomicina

pr i por {0 i pro

(Kurudoa Y. 1992, Pryor W. 19894).
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5.1.2.- Carotenocides

La mejor fuente de carotenoides son lasvlrutas y los vegetales; por ejemplo las zanahorias,

el tomate, el brocoli, la naranja y el mango, se puede hallar también carotencides en la plel de los

animales. IR o
Los han ser de de y [ g
contra la il ‘p por. la fuz ‘y conira la peroxidacién de lipidos. Los

mecanismos conocidos por los que los car pr alas del dafio oxid son:

extraccién de un atomo de hidrégeno o un elecirén de varias moléculas, atrapando singuletes de

1do esta . 6n un triplete i y

. P

lipoperoxiio, ocasionando una baja en la presion de O;.
5.1.3.- Vitamina C

EI acido ascorbico o vitamina C, esta presente en muchos fluidos corporales, es requerido
en la dieta de los humanos, mMonos, cerdos y otros animales porque no lo sintetizan. La

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

de ascorbato: por ejempio: el brocoli. tas

y frutas i 1 i ables car
espinacas, el tomate, el ajo, las papas y frutas citricas (Cerruti P, 1990,0tha T. 1983).
La vitamina C es un eficiente atrapador de radicales libres (b; ., ' O;*) aunque el

ascorbato se presenta en fase acuosa puede proteger a tos lipidos y las mempbranas del dano

Red la carci icif de las

oxidativo por atrapamiento de radicales lipoperoxilo.

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

1990, Pryor W. 1994).
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5.1.4.- Flavonoides

Los flavonoides son un gran grupo de compuestos polifenolicos que estan ampliamente

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

de los en frutas (manzanas, limones, naranjas) y en vegetales (coliflor,
Su a presenta actividad antioxidante hacia una variedad de sustancias
facilmente oxidables, inhibe la lipoperoxi invoh en la 1

como hidroxilo, anién superéxido, el singulele de oxigeno, se une a metales idnicos, atrapa al
radiacal lipoperoxilo: e inhibe enzimas responsables de la produccién de radicales libres(De flora
S. 1988, Pryor W, 1894).

5.2.- ANTIOXIDANTES SINTETICOS.

En ta indusiria alimenticia un elemento indispesaple hoy en dia son los aditivos para
retrasar o inhibir la oxidacion de !as grasas y aceites que contienen los productos y asi evitar la
rancidez de éstos, logrando prolongar el liempo de vida de anaquel de los alimentos. Los
antioxidantes empleados son: el galato de propilo muy soluble en agua. el butithidroxitolueno
(BHT), el butilhidroxianisol (BHA), el butilhidroxitolueno (BHT) que son solubles en grasas y

aceites (Ballantyne B. 1993, Pryor W. 1994).
5.3.- ACIDO NORDIHIDROGUAYARETICO
El acigo nordihidroguayrético (ANDG) como se muestra en [a figura 17 es un lignano
simple y un antioxidante fendlico, que se encuentra en et exudado resinoso de Larrea divaricata y

Larrea tridentata, la primera se localiza en Argentina, Bolivia, Chile, Peru; y en el suroeste de

Estados Unidos y norte de México 1a segunda (Campos L. 1981 Martinez M. 1989).
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Se obtuvé por primera vez de forma sintética en 1918 por reduceién y desmetilacion del

écido guayarético consﬂtuyénle de la gbma del guayécum (Ollveio E.1872).

CHj

Figura 17: Estructura quimica del 4cido nordihidroguayarético.

Se utilizd como antioxidante en grasas de origen animal, aceite vegetal y productos
lacteos por muchos afios en concentraciones de 0.01- 0.1% (Vogel W.1994); sin embargo a finales
de los 60's estudios de toxicidad indicaron que produce quistes en corteza y médula renal en ratas
con una ingesta mayor del 3% del compuesto durante 6 semanas. por lo que la U.S. Food and
Drug Administration lo removid de la lisla 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 (lrache J. 1892), ademas los nativos de las regiones en donde crece la Larrea lo utiizan en
heridas y escoriasiones de la piel en forma de cataplasmas para aliviar dolores; lo ingieren como
diurético y para disolver calculos renales y de vesiculas aunque no hay evidencias cientificas que
comprueben estas propiedades.

Por contradictorio que parezca ha surgido en los ultimos afos un interés creciente por

estudiar las actividades biolégicas del ANDG.
El ANDG tliene propiedades antimicrobianas contra Salmonella, Clostridium botulinum (Mac

Rae W. .Recdy N 1982), actividad fungicida contra hongos como solani, R um

y Rhizopus nigrans (Campos L. 1981).
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Debido a su estructura polifendlica que es la que detenmina !a actividad antioxidante, se le

ha como de libres (Nakayama T. 1992, Robison T. 1990), es un
inhibidor de las enzimas que intervienen en la cascada del acido araqu ta ci ; asa y
1a y de los r libres que inician la p ién de la ana
indir 1a accidén de |a i Az (Capedevila J. 1988, T.
1990). inhibe las enzimas r P del clitocromo P-450, por lo que suprime
la ion de promuta ¥ procarci i que son aclivados por esta via (Argawal R,
1991, Capedevila 3. 1981).
Actia como neuroprolector; protegiendo contra la i dey i B i en
cultivos de neuronas de hipocampo de ratas, al evitar ta acum ] de cti de

oxigeno y calcio extracelular (Goodman Y. 1994). El ANDG interviene en el contro! del
creciemiento de lineas celutares cancerosas de pulmén por la interrupcién de 1a S-lipoxigenasa, in

vivo la inhibicién de la ésta enzima da como d en 1a

p de
cétular (Igaili M. 1986).

Ha mostrado actividad antilumoral, inhibiendao 1a etapa inicial del desarrolio de tumores en

plantas por Agr it (Wang Z. 1991).
Ei ANDG actia en la fase de iniciacion y promocion del ilumor en ratones hembra Sencar
inducidos por el 7,12 dimetilbenz(a)antracieno (iniciador) y el perdxido de benzoilo (promoldr)

{Wang Z. 1991). En ratones inhibe la promociéon tumoral de piel ingucida por el 12-O-

bol-13- « T.1992).
Es un agente quimiopreventivo de! cancer mamario e;l ratas (Srapague-Dawley) tratadas
con N-metil N- nitrosourea , se redujo la incidencia de cancer mamario al ser tratadas con 0.1% de
ANDG como componente de su dieta allment,ia (Mc Cormick D, 1987).

Proteje contra el dafo en vejiga en ratones ICR por la

que al ser

[ provoea ur

(Frasier L. 1993)
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El ANDG pi efeclo antir en estudios con Salmonella typhimurium cepas

TA 100 y TA 98 tratadas com metil-metano-sulfonato, benzo (8} pireno y la aflatoxina B, , con y sin
activacion microsomal, encontrandole efecio protector (Wang Z. 1991).

En arterias coronarias de cerdo, el ANDG muestra tener actividad vasodilatadora y/o
broncodilatadora y por los resultados obtenidos se cree que [a estructura basica del dcido posee
muchas posibitidades para tomarse como modeio y producif nuevos compuesios, mas poientes y
selectivos para esta actividad farmacoldgica (Norihiro N. 18986).

Se le han realizado estudios genotdxicos tanto in vitro como in vivo. En cultivo de linfocitos
humanos de dos donadores sanos, se determind el potencial genotéxico del acido wilizando tas
concentraciones de un rango de 1.1 uM a 27.0 uM. Los resultados mostraron que el ANDG es un
inductor de intercambios de cromatidas hermanas (ICHs), ya Que el incremento esta relacionado al
incremento de 1a dosis. En cuanto al efecto citotéxico evaluado con ta cinética de proliferaciéon

celular y el indice mitético se observé un decremento proporcional a las dosis utilizadas

pr do diferencia isticamente signi iva a la dosis mds alta (27.0 uM). En base a los
resultados obtenidos se concluyé que el ANDG no presenta efeclo citotéxico evidente, pero si un
efeclo genotdxico por la induccidn de ICHs (Ponce A, 1985).

En médula Gsea de ratén cepa NIMH. el anilisis citogenético se realizé evaluado la
frecuencia de ICHs, la cinética de proliferacion celular, indice mitético, y la frecuencia de
aberraciones estructurales y numeéricas. Se determint la capacidad genoiéxica utilizando un rango
de 8.8 mg/Kg a 70 mg/Kg administrado via i.p.; los resuttados mostraron que el ANDG, es un
inductor de ICHS conforme aumenta la dosis, 5in embargo el incremento total no llega a duplicar
el valor basal, lo que sugiere que la toxicidad es moderada. En to referente a la cinética de
proliferacion celular se presentd una modificacién del ciclo celutar en la dosis mas alta (70 mg/Kg),

sin alterarse el tiempo pr io de ger ion. Con resp al efecto citoldéxico este se presentd

en la dosis maxima. En relacién a las aberraciones cromosémicas se observaron valores
semejantes al testigo. Lo antes mencionado sugiere que el ANDG es un agente genotéxico

moderado y citoléxico a dosis elevadas (Molina J. 1996).
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- SISTEMAS DE PRUEBA

E! ambiente en el que se desarrolla la vida moderna esta peligr r en

1a lidad se ha el | de para el control de plagas y el

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

1a oct | a i ., el te desarrolio de la quimica y l1a
farmacologia penden sobre la hur i 1a de la ] nal o por
agresién bélica a la radiacién, la energia atémica o a i o deteté .y ala

ica y de las aguas aumenta en forma alarmante dia tras dia (Loomis T.

1985, Salamanca F.1890) . Existe una p ¥ ite por las ncias que pueden
tener todos los contaminanies sobre el hombre y los seres vivos. Adn cuando son muy variadas
las vias por las que esos agentes pueden afectar los organismos. la mayor pane de los
contaminantes que dafan la células |0 hacen a través de 10s cambios quimicos que provocan at
interactuar con las moléculas de mayor importancia biolégica (Ballantyne B. 1993, Morales R.
1988). El efecto que dichos agentes pueden tener sobre molécutas de ADN, portadoras de la
informacion genética, es quizas el mas relevanie por el papel biolégico fundamental que éstas
desempefian y porque son insustituibles (Morales R. 1888, Salamanca F. 1290).

En base a lo anteriormente dicho es juslificable y necesario el interés creciente en el
desarrollo de métodos para detectar agentes genotéxicos, y desarrollar medidas adecuadas para
prevenir cualquier expasicién.(Satamanca F. 1990).

Se han implementado numerosos silemas de prueba que permiten ideniificar ta accion
mutagénica tanto in vivo. cComo in vitro. Los métodos empleados con mayor frecuencia son l0s que

aparecen en la sigulenie tabla.
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Tabla 4 Sistemas de pruebas
mutagénicos.

mas utilizados para identificar la accién de gentes

Células somaticas

in vitro

Bacterias

Levaduras

Hongos
Células en cultivo

Cultivo de fibroblastos
Cultivo de linfoncilos

Tipo de células

in vivo
L MUTACIONES GENICAS

Prueba de la mancha
(spot tes1)

. CAMBIOS CROMOSOMICOS

Micronacleos
Médula ésea

HLINDICADORES DE DANO BIOLOGICO

Sintesis de ADN no
programada en células
Rupturas del ADN

intercambio de cromatidas
hermanas (ICH)
Recombinacion génica

Sintesis de ADN no
programada en tejidos
Rupturas del ADN
ICH

Alquilacién de hemoglobina

Células gaméticas

Recesivas letales

Pruebas de locus
especifico

Anomalias del
espermatozaoide

Dominantes letales

Pérdida del X
Transtocaciones
heredables
Citogenética de
espermatozoides
Aneuploidias
no (disyuncidn)

Sintesis de ADN no
programada
Rupturas del ADN
IcH
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6.1.- INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS.
Los intercambios de cromatidas hermanas (ICHs), son intercambios de segmentos
simétricos y equivalentes enire cromatidas de un mismo cromosoma (Ballantyne B. 1993,

Encyclopedia 1991, Morales R. 1888).
El primero en p de éste 6 fue McClintok en 1938, y mas tarde Taylor en

1958 demostrd los ICHs, usando la técnica de r ia para 1a 1 del ADN
lesiunado seguido de una incorporacién de timidina tritiada (Ballantyne B, 1993,). Mas sin eimbargo
el andlisis inequivoco del fendmeno se logré después de la incorporacidn de la S-
bromodesoxiuridina (5-.Brdu) que ha reemplazado a la timina tritiada y varios pasos se han

agregado al método para demostrar la incorporacidn diferencial de la 5-BrdU entre cromatidas

hermanas siendo estos, la tincidon con el Hoechst 33258 (colorante la a

luz negra y lia tincién con Giemsa para poder ser con el io de claro

(Ballantyne B. 1993, Morales R. 1988, Perry P. 1974).
El sig y el T i por el cual se producen los ICHs adn no se

conoce, pero algunas lineas de evidencia indican que:

a) Esos nios ocurren 1a si de ADN, .
b) estos son producidos ya sea por dafo o por inhibicién de la sintesis del ADN,
©) las lesiones involucradas en la induccién de ICH no son conocidas,

o) las lesiones de los ICHs persisten por mas de una divisién celular y son capaces de inducir ICHs

L sucesivas (Morales R. 1990, Morales R. 1892).

en el mismo locus en

de t. i (Latt

La prnieba de ICHs ta i per
S. 1981), y es particularmente sensitiva para agentes alquilantes y analogos de bases

(Encyclopedia of Human Biology 1991).Ltos ICHs son un método de mayor sensibilidad para la
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acién con las aberraciones cromosomicas ,

deteccion de muchos muta en
La!t (1974) considera que esta sensibilidad de la prueba de ICH es aproximidamente 120 veces

mayor que la prueba estandar de aberr micas (Latt S, 1874).
Para los ensayos de ICHs se han utilizado tanto sistemas /in vivo como in vitro. Los

primeros tienen ciertad ventajas, ya que simulan mas claramente el efecto de los agentes

genotdxicos y permiten que estos sean activados o il i metaboéili mente, i en el

caso de farr es 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

liger i puede q ado (Morales R. 1988).

Asi mismo se han descrito muchas variedades de sistemas in vivo para 1a prueba de ICHSs,
como embriones de pollo, espermatogonias de ratén, médula ésea de hamster chino, médula ésea
de ratdn y glandula salival de ratén entre otros. Sin embargo desde el punto de vista practico. el
sistema de médula dsea de ratén es el mas simple y rapido debido a que |a preparaciéon de las
figuras metafasicas es menos elaborada y el ciclo celular ademas de ser bién conocido es mas

corto en relacién a otros (Perrry P. 1974, Sanderbg 1984).
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Figura 18, Representacién de los intercambios de cr
triples en cromosomas de raton (Morales R. 1988).
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8.2.- PRUEBA DE MICRONUCLEOS

i ati de cromatina separados del

Los microndcleos (MN) son cor
nticleo principal (Rigger M. 1981). El primero en encontar un MN fue Howell en 1891 en eritrocitos,
y después fue descrito por Jolly. De aqui surge el nombre de cuerpos de Howell-Jolly (como se les
en la sangre periférica y que se

frect

en ta), que se an
relacionan con varios padecimientos sanguineos (Henry J. 1993, Sanderbeg 1884).

Sin embargo fue hasta 1959 que Evans y colaboradores realizan el primer intento por
utitizar a los MN para monitorear el dado cilogenético inducido por los rayos gamma y l0S
neutrones, en la presencia y ausencia de oxigeno . A principio de 1970 Schmid y colaboradores
llegaron a la conclusién de que la incidencia de eritrocitos policromaticos (EPC) micronucleados
era un ingicador til en el dado citogenético en médula dsea (Sanderbg 1984). En base a este
trabajo fue posible desarrollar una prueba simple in vivo, en donde la identificacion de EPC
micronucleados nos permite evaluar el daio citogenético, la cual es ampliamente usada y referida
comunmente como Prueba de Micronucleos (Scmid G. 1988).

Las evidencias sugieren gue ilos micronucleos se forman a panir de la ruptura de
fragmentos cromosémicos acentricos., © bien pof aquellos cromosomas que sufren rezago

anafasico, lo cual se traduce en la aparicidon de un microndclieo en células anucledas como los
(Rigger

eritrocilos, o bien en el de célutas como Ji i o esperr

M. 19891).
Prueba de microndcleos en sangre periférica.

Los esitrocitos constituyen la manera mas eficaz de evaluar en ellas la afeccién de ta
en corto ti (Mac

actividad medular, asi como la de los cor
Gregor J. 1990).

En un estudio agudo se monitorea la presencia de MN en eritrocitos policromaticos (EPC)
y liberados durante el tiempo de

se debe a que éstas jovenes (reti itos) son pr
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estudio y constituyen la manera mas eficaz de evaluar la afeccién de la actividad medular, asi

como la capacidad clastogénica de 10s compuestos en corfta tiempo.

de y por lo que presentan

Los EPC presentan una coloracion
un tinte azulado violadceo, son un poco mas grandes que 105 eritrocitos normocromicas (ENC) y

que pierden su nucleo antes de que la hemoglobinizacién del

pr de r
protoplasma sea completa, generalmente un aumento en su numero con respecto a los valores

normales indica una eritropoyesis aumentada. La coloracién szulada que presentan los EPC es por
la presencia de 4cido ribonucleico. en el momento de su diapedesis hacia la circulacion, falta
aproximadamente 20% del contenido final de hemoglobina por lo que aon conservan parte del

aparato ribosdmico para términar la sintesis y constituir de esta manera una célula madura (Henry

J. 1993),
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Figura 19. Fotografia de Eritrocito Policromatico micronucleado

Eritrocitos (ENC) en sangre periférica de raton.

(EPCMM) y
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7.-OBJETIVOS

7.1.- OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto antiger del &cido guay

metano sulfonato (MMS).

7.2.- OBUETIVOS PARTICULARES:

de cror

(ANDG) contra el mutdgeno melil-

hermanas por el ANDG en

= Determinar si existe efecto jo de los T

células de médula ésea de ratones tratados con MMS.

- el io de la proli 1+ celular de los
traltamientos.

ratones tratados con el ANDG.

normocrémicos de sangre periférica de los animales.

adrr con los

Determinar el indice milético en las célutas de médula ésea de los ratones en estudio.
Determinar si existe una disminucién en la frecuencia de micronucleos inducidos por el MMS en

Evaluar los efectos del ANDG y del MMS sobre la relacidn de eritrocitos policromaticos/ eritocitos
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8. HIPOTESIS

Si el acido r ihigroguayarético poseé i [+] 6xica, entonces sera capaz de reducir (a

id.

frecuencia de micronacleos e intercambio de cromatidas hermanas prod

sulfonato.

por el

10~
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9.- MATERIAL Y METODOS

9.1.- MATERIAL BIOLOGICO

Todos los ratones cepa NIH ulilizados en los diferentes ensayos fueron machos jovenes
procedentes del Instituto Nacional de Higiene S .S y se mantuvieron bajo las mismas condiciones de luz y

termperatura, con alimento y agua ad libiturn antes y durante el experimento.

9.2.- REACTIVOS

Acido Nordihidroguayarético.SIGMA
Metil-metano-sulfonato. SIGMA
Dimetil-sulfoxido(DMSO) SiIGMA
Colchicina. SIGMA

Solucién de KCI 0.075M.

Solucion de citratos-fosfatos (2xSSC)
Colorante bisbenzimida de Hdescht 33258,
5-Bromodesoxiuridina (5-BrdU).

Metanol.

Acido acético Glacial.

Giemsa. SIGMA




9.3- SOLUCIONES ADMINISTRADAS

Soluciéon de MMS, pr con agua il a una dosis de 40 mg/iKg.

Soluciones del ANDG, se prepararon con agua destilada y un 24% de DMSO (para su disolucién

completa..

9.4.- ENSAYO DE ICH.

9.4.1 Determinacion de la dosis letal cincuenta (DLsp) del MMS,

Para poder establecer la dosis de trabajo, se determind la DLsp del metil-melano-sulfonato
siguiendo el método ce Lorke(lLorke D: 1983). Los animales que tenian un peso promedio de 27.65g se
distribuyeran en tres lotes de 3 ratones cada uno a l0s que se les administré por via inlraperitoneal las
dosis de 10, 100 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 mg/Kg se ulilizéd un animal
por dosis; para obtener la DLsp del compuesto se realiza la media geométrica entre las dosis en donde

sobrevive y en la que muere el ratén.
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9.4.2.- Tratamiento

Se distribuyeron los ratones en B lotes de 5 animales cada uno y se les admninstré

subct en el una de 5-BrdU.

A los lotes se les asigno el siguiente tratamiento:

No de lote Tratamiento

1 testigo negativo Solucién DMSO-agua (24% viv)

2 testigo ANDG D1 1 mg/Kg de ANDG

3 tlesligo ANDG D2 & mg/Kg de ANDG

4 1estigo ANDG D3 11mg/Kg de ANDG

5 testigo positivo 40 mg/Kg de MMS

6 tratamiento ANDG D1 1 mg/kg de ANDG + 40 mg/Kg de MMS,
7 tratamiento ANDG D2 6 mg/Kg de ANDG + 40 mg/Kg de MMS
8 tratamiento ANDG D3 11 mg/kg de ANDG + 40 mg/Kg de MMS

Después de 30 minutos de haber implantado las tabletas. se procedié a inocular por via
intraperitoneal las tres dosis del ANDG ( D1,D2 y D3) tanlo a los lotes testigos del aAcido (Iotes 2.3.4),
como a los 3 lotes tratados con ésie (iratamientos 6.7 y 8). Al , mismo tiempo se administré MMS como
testigo positivo (tratamiento 5).

Una hora después de haber implantado la tableta, se aplico intraperitoneal el MMS a los lotes
tratados con ANDG (lotes 8,7,8); asi mismo al loie negativo se le suministré DMSQ (lote1).

Transcurridas 21 hrs de haber iniciado el experimento a todos los ratones se les administré 5
ug/g de peso de colchicina por via intraperitoneal; tres horas después se procedio al sacrificio por
dislocacion cervical, extrayendo la médula ésea femoral, con 1a ayuda de 1 ml de KCI 0.075M a 37°C,

haciendolo pasar a través del hueso al que se le han cortado previamenle las epifisis, el contenido

{
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medular se recibié en tubos de centrifuga con 7 m! de KC! sumergidos en un bafioc maria a 37°C,

tri idos 40 mil se dié por la

Posteriormente se fijé tres veces e! paquete celular con una tucién de acid é

proporcion 3:1.

Con la suspensién celular obtenida se reatizaron las laminillas correspondientes a cada uno de

los la cetutar en un por he en al 50% y

flameando la laminilta unos segundos. Se les dejé madurar de 1 a 2 dias y se procedid a realizar la

tincién diferencial.

8.4.3.- Tincién diferencial.

Se sumergieron las ini en la imida de (33258) a una concentracién de

100ug/ml de agua destilada y se secaron al horno a 60°C durante 15 minutos.

Ya secas se montaron las faminillas en una solucién buffer de fosfatos-citratos, pH=7 con un

j para se durante 40 minutos a fuz negra (luz uftravicleta longitud de onda cercana a

10-7cm).
Enseguida se enjuagaron con agua destilada y se volvieron a secar al horno a 60°C durante 15
minulos.

A continuacién se incubaron en una solucién saturada de citratos (2xSSC) durante 15 minutos y
se tifieron con Giemsa 4% con una solucién reguladora de fosfatos con un pH de 6.8 por 7 minutos.



9.4.4.- Observacién al microscopio.

Cuenta de de Cr Hermanas (1ICH).

Con el objetivo de 40X se localizaron las metafases que se encuentraron en segunda division y
se procedio a contar los intercambios entre cromatidas hermanas con el objetivo de inmersién (100X),

esto se realizé en un total de 25 metafases para cada uno de los ratones de los diferentes tratamientos.
Indice Mitdtico (IM).
Se obtiene a2l contar el nomero de células que se encueniran en etapa de metafase, contenidas

en un total de 1000 celutas por cada ratén.

Cinética de Proliferacién Celulqr {CPK).

Se realiza comando el numero de en pri y division celular,

contenida en 100 rne_‘ia‘fa'se;‘pé ‘cada raton,

9.4.5.- Andlisis estadistico.

1CH e IM.- Andlisis de varianza de dos factores o=0.05, y para la comparacién de medias se realizé la

prueba t student o =0.05.

La cinética de proli Y celular fue con la prueba de Ji cuadrada =0.05.
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Figura 20. Diagrama de flujo del procedimiento de ICH s,
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8.5.- ENSAYO DE MICRONUCLEOS

9.5.1.- Determinacion del tiempo de maxima ir ion de P

micronuclieados (EPCMN) por el MMS.

Se utilizaron S ratones a los que se les tomd muestra de sangre périférica obtenida por un corte
de la porcién terminal de la cola del raton, depositando una gota de sSangre en un portaobjetos
previamente desengrasado y limpio, realizando la extensién de la gola con la ayuda de otro portacbjetos
colocado en un angulo de 45 grados del primero, a éstas laminillas se les designdé como tiempo cero
(T0).

Una vez realizadas las laminillas TO, se les administro por via intraperitoneal 40 mg/Kg de MMS,
tomando muestras sanguinea de la manera indicada anteriormente a las 24,48, 72 y 98 horas.

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 realizé la tincion empleando colorante Giemsa en buffer pH de 6.8,

durante 15 minulos.

9.5.2.- Observacion al microscopio.

una coloracién azulada,

Se cuantificarén en 1000 eritrocitos poli que p 1

1 COMO cor Jlos cir bien con

cuantos presentan microniclieos, 10s cuailes se

coloracién purpura.
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9.5.3.- T

Se formaron 7 lotes de $ ratones cada uno y se les asign¢ el siguiente tratamiento:

No., de iote Tratamiento

1 testigo negativo solucion DMSO-agua 24% viv

2 testipo ANDG D, 8 mg/Kg de ANDG

3 testigo ANDG D; 11mg/Kg de ANDG

4 testigo ANDG Da 17mg/kg de ANDG

5 tratamiento ANDG D, 8 mg/Kg de ANDG + 40 mg/Kg de MMS.
6 tratamiento ANDG D, 11mg/kg de ANDG + 40 mg/Kg de MMS.
7 tratamiento ANDG Da 17mg/Kg de ANDG + 40 mg/Kg de MMS.

Se formaron todos los lotes muestras, en la forma anteriormente indicada y se les etiquetd con el

namero de lote y raidn a cada laminilla y se designaron TO.

Después se administré el ANDG a las diferentes dosis (01,02, y D3) a los [otes testigos {(2,.3,4) y
a los lotes tratamientos (5,6.7) por via intraperitoneal, asi mismo al lote testigo se le inoculd la solucidn

DMSO-agua.

A los 30 minutos se les adminisiré el MMS a una dosis de 40 mg/Kg a los lotes 56 y 7.La
és de la ir 1 de los tratamientos.Las

siguiente toma sanguinea se realizd a las 48 hrs

laminillas obtenidas se fijaron y tiferon de igual manera que las de la determinacion del tiempo maximo

de induccién de EPCMN por el MMS.
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9.5.4.- Observacién al microscopio.

Se cuantificaron en 1000 eritrocitos policromaticos que son de una
presentan micronucleos, los cuales se distinguen como corpuUsculos circulares bien definidos con
coloracién parpura.

Se 6 el de 1000 eri i con el fin de obtener la relacién entre eritrocitos

normocromicos (ENC) los cuales presentan una coloracién rosa y los eritrocitos policromaticos (EFC).

9.5 5.- Analisis estadistico.

La significancia estadistica en la evaluacion de MN se realizé con las tablas de Kastembaum-
Bowman (1970) a= 0.05.
La diferencia de medias de la realizacién de EPC/ENC se comparS por medio de la prueba t de

student. a=0.05.




Ensayo de maxima
induccion de
EPCMN por et MMS

U

Ensayo de maxima
induccion de
EPCMN por el MMS

_—

Toma de muestra de sangre por medio de corte de cola de ratén.
Realizacion del frotis sanguineo.
Administracion del MMS (40mg/Kg) por via intraperitoneal
Toma de muestra sanguinea a is 24, 48, 72 v 88 horas.
Fijacidn y tincidon de las laminillas.
Cuantificacién de EPCMN en 1000 EPC.

Toma de muestra de sangre

i (ip.)del AiNDG 8 1on iotes
testigos y tratamientos.

(ip.} de MMS a los tratamientos y DMSO =l
testigo negativo

Tama de muestra, realizaciéon de laminillas y incion

Cuantificacién de EPCMN/1000 EPC y la realizacidn de
EPC/ENC en 1000 eritrocitos.

Fig 21.- Diagrama de flujo del procedimiento de la prueba de microndcleos.







10.- RESULTADOS

10.1.- ENSAYO DE ICHs

LA DL obtenida fue de 177.48 mg/kg: !a dosis empleada en e1 estudio fue de 40 mg/kg que
corresponde a una dosis maxima de casl Y2 de 1a DLy del mutageno, que produjo un incremento neto de

3.86 de los intercambios de jos ICHS, que equivale a un 278% de aumento en comparacién con en
testigo negalivo y dando diferencia

e {prueba t de student a= 0.05).

Las dosis empleadas del ANDG se tomaron con base en los datos reportacos en el estudio
genotéxico realizado en médula ésea en ralones macho (cepa NIH), utilizando como referencia 1a dosis

de 8.8 mg/Kg que no presenta incremento significativo de los ICHSs con respecto a su vehiculo (Motuna J.
1996), en

yo emp dos dosis por abajo de esta (1,86 mqa/Kg) y una por arriba

(1 1mg/Kg).
LLos resultados de los ICHSs inducidos por el ANDG. se muesiran en |a tabta 5 y la figura 22, en
ella se puede observar que a panir de la dosis mas baja (1mg/kg) hay un leve incremento de los ICHs,

de un valor promedio de 2.168 + 0.043 del testigo negalivo a 2.392 *+ 0.383 de la primera dosis del
ANDG, mas no 1 di i

signifi i con ninguna de las dosis
empleadas.

El 1estigo posilivo logra incrementar significativamenie los ICHsS de un valor promedio de 2.168
del tesligo negativo a 8,032 que corresponde a la dosis de 40 mg/Kg del MMS.
En cuanto a los tratamienios se puede observar que desde la dosis mas. baja (1mg/kg) hay un

decremento de los ICHs inducidos por el MMS; sin embargo es |la dosis de 11 mg/Kg la que presenta

diferencia isti nente con respecto al testigo positivo, produce un decremenio neto de

3.34 ICHs.

La cinética de proliferacidn celutar es un parametro que se utiliza para evaluar el

comporntamiento de 1as poblaciones celulares qQue estan en divisidn: !1a cual se realiza en intervalos de

en condi normales. éstas cor

se por accién de
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mu puede pi en la celular, retr pr e la
de la division celular, 1o cual se manifiesta en una acumulacion de céluias en alguna divisidn celutar en

relacion a los valores normales,

Los resultados de esta ] i6n, con los di tratami Se muesiran en la tabla 8 y la

figura 23 e indican que no hay variacién 3 en ninguno de los tratamientos
realizados en este estudio. El tiempo promedio de generacién (TPG) es un Indice que retaciona
metafases de primera (M13), segunda (M2a) y tercera (M3a) divisién y se expresa de la siguiente

manera:

TPG= 21/ (1) (M1a) + (2) (M2a) + (3) (M3a)

EL TPG presentd valores desde 10:03 a 10:48 hrs, por 1o que se puede observar éstos valores
s0N Muy cercanos, y no presentan diferencia estadisticamente significativa.

E! indice mi (M) es indi ivo de ia i de division celular, en ia cual una célula

madre origina a dos células hijas., las fases del ciclo celular se pueden alterar ante la presencia de
agentes citotdxicos que pueden disminuir el IM a causa de la muerte cetular. En cuanto a este parametro
se observa que los valores en los diferentes tratamientos no presentan diferencia estadisticamente

significativa con respecto al testigo negativo como se muestra en {a tabla 7 y la figura 24.
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Tabla S.- Frecuencia de inter de cr h en mé ésea de

con ANDG, MMS y Ia de
L Agente Dosis x ICH + d.e.
: (mafkg)_ :
DMSO hd .2 0.04
ANDG 1 .4+ 0.38
ANDC 8 .4+ 0.38
ANDG 11 .8 0.18
MMS 40 8.0 + 0.34
ANDG _+ MMS 1+40 53" 0.21
ANDG + MMS 6 +« 40 4.2= 0.34
ANDG _+ MMS 11 +40 28" = 027
= DMSO-agua (24% v/v)
+ Diferencia isti e signi i con al control neg
(PMSO); t-student a= 0.05.
<+ Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo
{MMS), t-student a= 0.05.
d.e. desviacion estandar.
=
i =] “
{ 1> :
! I H
+ :
. & b br-d = < A~ =3 hil=y
2 § £ 3 g B3 8% 58
= X £ = = 3= %= ‘%’ £
AGENTE (mg/Kg)
Figura 22, Fr ia de inter de cromatidas hermanas en ratones con ANDG, MMS y la

1 de b. a “DMSO-agua (24%).
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Tabla 6.- Cinética de pr

1 celular

=2 de generacién (TPG) en ratones
administrados con ANDG, MMS y la combinacién de ambos compuestos.

Agente Dosis Mila M2a M3a TPG =d.e
(mg/Kg)

DMSO he 27.4 43.4 29.2 10:41 002

ANDG 1 25.2 38.4 36.4 10:34 £ 0.24

ANDG 6 20.4 46.4 33.2 10:27 + 025

ANDG 11 23.8 43 33.2 10:03 + 0.16

MMS 40 26 47.8 27.8 10:04 = 0.97
ANDG + MMS 1 +40 27.4 44.8 27.8 10:48 + 0.26
ANDG + MMS 6 + 40 22.6 52.8 24.6 10:40+ 0.20
ANDG + MMS 11 + 40 27.4 37.2 35.4 10:10 = 0.24

* DMSO-agua (24% v/v)
d.e desviacion estandar.
Mila: metafases de la division,

M2a: metafases de 2a disvision

M3a: metafases de 3a division

X METAFASES
03888588

OMta |
{OMm2a
OM3a;

AGENTE (mgrKg)

Figura 23.C de pr
ta 1 de

en osea de
*DMSO-agua (24% viv).

con ANDG, MMS y

GY




Tabla?.-1 i (IM) en
combinacién de ambos.

dseader tr

con ANDG, MMS y la

482+ 192

47.2+ 343

41.8 4 249

482+ 2.16

ANDG + MMS

1 +40

S32+ 303

ANDG + MMS

6 + 40

43 + 291

ANDG +~ MMS

11 +40 |

41.8 + 2.58

= DMSO- Agua (24% v/v)

d.e desviacidn estandar.

IRDICE MITOTICO

. 1 °

1"

40

40

AGENTE {mg/ Kg)

1+ 8=
MMS  MMS  mMS
0

DMSO ANDG ANDG ANDG MMS ANDG ANDG ANDG

17

Figura 24, Indi ent
agentes, ‘DMSO-agua (24% viv).

con ANDG, MMS y la combinacién de ambos
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10.2.- ENSAYO DE MICRONUCLEOS.

Como parte inicial del ensayo de micronucleos (MN) se determind el tiempo de maxima
induccion de EPCMN de sangre periférica de ratén macho (cepa NIH); como se puede observar en
la figura 25:; el tiempo de maxima induccién se presentd a las 48 hrs de haber administrado al
MMS siendo el valor promedio de 13.2 EPCMN el cual es estadisticamente significative 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
genotéxico del dcido nordihidroguayarérico en donde la dosis de 8.8 mg/Kg no presenta efecto

geno1dxico ni citotéxico (Molina 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 resultados de la frecuencia de EPCMN de ratén antes (T0) y
después (T4B) de la administraciéon de ANDG. MMS y la combinaciéon de ambos agentes. La
frecuencia basal de MN (T0). es homogenea de 2.0 EPCMN a 2.8 EPCMN. sin presentarse

cativa entre los grupos. El ANDG no incrementa la frecuencia de

diferencia estadisticamente Signi
EPCMN (T48) en ninguna de las dosis administradas, en cuanto a 10s tratamientos desde !a
primera dosis de ANDG (6 mg/Kg) se produce una reduccion de EPCMN, sin embargo esta no es
estadisticamente significaliva, 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 referenie a la relacion EPC/ENC la tabla 9 muestra los resultados tanto de! TO como
el T48 de cada uno de los tratamienios. En el TO la tasa basal de la relacién se situa entre 0.037 a

del EPC/ENC disminuye con las tres dosis

0.056, en tanto que és del trat i a
administradas del ANDG (6,11 y 17 mg/Kg) de 0.045 de la frecuencia del testigo negativo a
con al

0.0438, 0.0369 y 0.033 siendo estas diferencias isticamente

testigo negativo (prueba t-siudent x=0.05).

kil




Sin ermbargo el valor minimo obtenido de la relacién de EPC/ENC es de 0.12 que

corresponde al MMS en tanto los tratamientos sélo las dos primeras dosis del ANDG (8 ¥ 11

mp/iKg) muesiran di i i . ya que ain se observa un decremento

en relacién al testigo negativo, pero con la dosis de 17 mg/Kg de ANDG ya no se observa

diferencia significativa con r al testigo neg

NN
»

96

TIEMPO (hr3) H

Figura 25. Tiempo de maxima induccién de micronucleos en EPC de sangre periferica de
raton, por el Metil-Metano-Suifonato.
“Diferencia 1te signifi con respecto al tiempo 0.
Tablas de KASTEMBAUM-BOWMAN a = 0.05.
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Tabla 8.- Frecuencia de EPCMN de sangre parlitrica de ratén antes (TO) y despuéds (T48) de

ta inoculacidén de ANPG, MMS y la cor

MIDN/EL
(TA8
DMSO 2.2
ANDG 6 1.4
ANDG 11 0.8
ANDG 17 0.8
NMS 40 13.27
ANDG + MMS 6 +40 10.87
ANDG + MMS 11 +40 5%
ANDG + MM 17+ 40 4.4%
* DMSO-Agua (24% viv).
t Diferencia tadisti nente signifi va con a testigo negativo. Tablas de
Kastenbaum-Bowman a=0.05.
eDiferencia isti ente ifi con r al testigo positivo Tablas de
Kastenbaum-Bowman.a= 0.05.
= oo H
I ‘une| l
=]
= Tata W | |
DMSC™ ANDGS ANDG ANDG MMS 40 ANDG & ANDG moo
kb 17
MMS‘D MMSADMMS 40 ‘
AGENTE (mg! Kg) )
|
Figura 26, Frecuencia de EPCMN antes (TO) y (T48) de i ANDG, MMS y
13 inacion de *DMSO {(24% ViIv). .
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Tabla 9.- Relacién de EPC/ENC en sangre petl!érlca de ramn antes (T0) y después {(T48) de
1a inoculacién de ANDG, MMS y la b

DOSI
[¢
0.0438*
0.0369*
0.033*%
MMS 0.012-
ANDG + MMS 6 + 40 0.056 0.045*F
ANDG + MMS 11 +40 0.055 0.0517%
ANDG + MMS 17 + 40 0.053 . 0.049

* DMSO-Agua (24%v/v).
+ Diferencia estadisticamente significativa con respecto a su tesligo. Prueba t

student = 0.05.

jo¥o |
o T4a8

EPC/ENC

ANDG ANDG ANDG ,
40 6+ 11+ 17+
MMS MMS MMS

i 40 40 40
AGENTE (mol Kg)

L

Figura 27. Relacién de EPCIENc antes (TO) y despues (T48) de Ia administracién de ANDG,
MMS y la MSO-agua (24% viv).
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11._- DISCUSION

En el ensayo desarrollado en médula désea de ratdén ninguna de las dosis det ANDG per
se incrementd significativamente la frecuencia de ICHs, por otro lado se encontré efecto
protector desde la primera dosis de 1mg/Kg de ANDG ya que inhibid un 25.58% los ICHs

producidos por ef MMS; sin embargo esta ion no fue nente va en

T i con el i posi : en cuanto a las otras dosis también producen decremento en la
frecuencia de los ICHSs, mostrando una relacién dosis-respuesta, como lo comprueba el analisis
de regresion lineat a los valores de ICHs donde se obtuvd un coeficiente de correlacién de 0.88 .
La dosis mas efectiva fue 1a de 11 mg/Kg la que presenia diferencia estadisticamente

ivaconr al igo posi (MMS) y logra disminuir los ICHSs hasta casi el valor

obtenido con el testigo negativo. Todo esto muestra que a las dosis empleadas, el ANDG

presenia efeclo pr tor y no incr i 1ente los ICHSs, es decir que el ANDG no

presentd efeclté genotdxico, esto es congruente con los resultados que se obtuvieron en el

-] eval in vivo en donde a dosis bajas no se incr

la frecuencia de ICHs (Molina J. 1996).
En nuestro esiudio se utilizdé el indice mitdtico (IM) como pardmetro para evaluar el

posible efeclo citotdxico del ANDG, se observd que ninguna de las dosis empleadas

€1,6,11mg/Kg) disminuyd el IM con 1 al t g gativo, tanto en los lotes testigo del
ANDG como en los tralamientos. Esto indica que el compuesio no provocé dado celular, es
decir que a las dosis empleadas el ANDG no es citotéxico.

El andlisis de la

de proli 6n cetular, mostré que no hubo variacion en la

velocidad de division celular con ninguna de las dosis el ANDG, y por consiguiente el tiempo

promedio de generacion no se vioé alterado con respecto al testigo negativo. Esto nos

que el ANDG no es téxico a las dosis utilizadas en este ensayo.

En cuanto al efecto del mutageno empleado como podemos observar en NUEsiros

resultados el MMS a la dosis de 40 mg/Kg produce un fuerte incremento en la frecuencia de
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1ICHs y no produce efecto citotoxico, ya que el IM, la cinética de proliferacion celular y el tiempo

p de Y no pi on variacién con respecto al testigo negativo, esto es
congruente con 1o reportado en (a literatura ya que es r que los ilantes
son mt mas y pr menos citotoxicidad que los

bifur P. 1990). Sin embargo K. S. Tao y colaboradores

(1993), reportan que el MMS es un clastégenc muy potente y que podria ser considerado como
un superclastégeno en igual forma que se maneja que 1a etilnitrosourea es un super mutageno ,
ya que se maneja que el efecto mas fuerte del MMS es el clastogénico es muy impontante
evaluar si el ANDG es capaz de proteger al genoma de éste; asi que el otro ensayo utilizado fue
1a prueba de micronucleos.

Cama parie inicial se determind el tiempo de maxima induccién de micronucleos por el
MMS en sangre periférica de raion, con el fin de asegurar que ¢l tiempo de la toma de muestra
del ensayo anticlastogénico fuera la optima. En base a 1a curva obtenida el liempo de méaxima

induccion de EPCMN fue a las 48 horas de la administracion del MMS, estos resultados

coinciden con lo reportado por Mac Gregor (1980) i Cy il ina,
en donde se observa que en ambos casos la maxima induccién de EPCMN en médula 6sea se
tiene a las 24 horas posteriores a un administracion simple, pero que esta frecuencia disminuye
a las 48 horas en este tejido, mientras que en este tiempo se tiene la frecuencia Mmaxima en
sangre periférica,

La tasa basal (T0) de la frecuencia de EPCMN en todos los lotes no mostré variacidn, ya
que tas medias van de un valor de 2 a 2.8 EPCMN por 1000 EPC, estos datos son congruentes

con fos reportados en la mi: cepa por e (1994) en donde establece una media de

3.95. (Salomone F, 1994).

Enilor te al y 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 de la de EPCMN del To al T48, sin embargo esto no tiene

ningin significado bioldgico ya que las lecturas se encuentran dentro de l0s valores normales.

Los iotes de! tratamiento, mostraron desde la primera dosis (68 mg/Kg) un decremento de la
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, este

frecuencia de MN sin embargo ésta no es
muestra una relacion dosis-respuesta con las dosis empledas del ANDG, en el coeficiente de

1cia de EPCMN que es de 0.9; siendo las dosis

gresion lineal del Alisis de 1a

més efectivas las de 11 y 17 mgp/Kg que mostraron diferencia

Eslo nos indica que el ANDG se comporté como un buen anticlastégeno y que por si mismo no

1te signi .

produce dafio citogenéllcc;.

Los resultados de 1a relacibn de eritrocitos policromaticos entre eritrocitos
normocromicos (EPC/ENC) muestra que el ANDG afecta ia produccién eritropoyética desde la
primera dosis el decremenio es de 0.045 EPC/ENC del testigo negativo a 0.0438 EPC/ENC de!
significativa, con

testigo de la dosis de 6 mg/Kg de ANDG esta ia es
las otras dosis el comportamiento fue el mismo y ta relacién de EPC/ENC disminuyd conforme
aumentd la dosis; sin embargo en los tratamientos se observé que el ANDG modula el efecto
depresivo causado por el MMS, logrando con la dosis de 17 mg/Kg reestablecer la produccién
eritropoyética. En base a estos resultados podemos decir que el ANDG a las dosis empleadas
modifica per se la produccion eritropoyética, pero que al enfrentarlo con el MMS modula el
efecto citotdxico del mutageno.

En nuestro ensayo, cormo es en un sistema in vivo, al administrar el ANDG al raton, este

ion, en la cual alguno de los metabolitos pudiera ser capaz de

sufre biotr

en ratas mostré que el ANDG biotransforma

producir el efecto ci uUn r
en el en o-q; 'a; este se encontré en la orina, ritén y heces de
los animales (Goodman T. 1970); esta i sufre r es de oxido-

r como libres, que reaccionan con las macromoléculas de

la célula, tales como proteinas lipidos y con el ADN (Pryor W. 1994), por lo que es posible que
esta o-quinona sea I3 responsable del efecto citotéxico observado en la produccién
eritropoyética.

Por los resultados obtenidos en los dos ensayos realizados al ANDG podemos observar
actda como

claramente que tiene antiger ¥y sup que esie

dismutigeno, es decir como un interceptor molecular frente a los grupos metilos que son
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especies electrofilicas con las que el ANDG puede reaccionar directamente, esto es sugerido

de antimt ] en b, en

también por Zhi Wang y adores en su
donde ef ANDG fue retado con otros mutagenos de accion directa (Wang Z. 1991).

Nuestro ensayo es parte de un proyecto que se realizé en el laboratorio de Genética
del ANDG, el estudio de genotoxicidad tanto

para evaluar la ger il y ar
in vivo como in vitro mostré que et compuesto es inductor de ICHS y citotdxico a dosis altas, yen

el presente estudio de antigenotoxicidad muestra que el ANDG a las dosis empleadas se
comporta como un buen antigenotéxico. Se observa que el compuesto tiene una funcion dual en

el arganismo vivo, y la dosis administrada es uno de los factores Que determinan la funcién.
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12.- CONCLUSIONES L/‘

Enbasealosr idos en el p jo se concluye que :

v

1) El ANDG se comportd como un buen antigenotdxico a las dosis empleadas.

2) 8l tamientio 6xico se expresd en una relacién dosis-
respuesta.
3) E'ANDG a las dosis no pr on efecto Oxi ni alleraron

el tiempo promedio de generacion.

4) E! po de 6n de EPCMN por el MMS ocurrié a las 48

hrs de haberio administrado.’

§) Adn cuando el ANDG per se modifica 1a prodqcclén eritropoyética, al retario

con el MMS el 4cido logra i la er poy
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