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RESUMEN 

El objetivo de la presente investigación es probar la hipótesis de que la 

acción anticancerigeno del cuachalalate se ejerce a través de la inducción de 

apoptosis. Para tal fin se eigió la técnica de eledroforesis unicelular en gel de 

agarosa (ensayo cometa) ya que este ensayo de genok»cicidad evalúa la 

fragmentaci6n del AON. proceso característico del fenómeno apoptótico. Se 

utilizaron ratones machos de la cepa C01 que se dismbuyeron en amo k*s 

de cinco animales cada 000. AJ primer klte. se administró via intraperitoneal 

500 mgIKg de peróxido de hidrógellO como sustallcia inductora de dafto al ADN 

Y causante del efecto apoptótico; a segundo lote recibió la misma dosis de 

peróxido de hidrógellO pero iIe ~nillisbado a los 30 rninl*Js posteriores con 

00 eJdrado hexánico de ruachaIaIate via oral a dosis de 1000 mgIKg. Se contó 

además con 00 testigo negaho que reábi6 et vehicuIo del exnao (óIICIeE de 

maíz) Y por úIimo a lote waIro que recibió sólo et extracto de cuachalalate. A 

las 24 horas se tomó una muesA de sangre peritética de la cola de cada 

animal para la reaización del ensayo de eIedroforesis unicelular en gel de 

agarosa; a cual consisIi6 en preparar &ala suspensión ceIdar en agarosa de 

bajo punto de fusión Y ooIocafta en portaoIljetos esmerilados previamente 

embebidos en agarosa normaL Estas preparaciOIaes se sumergieron en 

solución de lisis ( Tris. NaOH. OMSO. Triton x-1(0) dtnnte 24 horas témlino 

en a cual se dejaron en reposo cIwarE 20 min. (unwildng) en la solución de 

eIedrobesis para posteIionneIlte la realización de ésta bajo las siguientes 

condiciones 25 min .• 25 V Y 300 mA. Después de la net*aización las muestras 

se tifteron con bromuro de etidio. B dafto al AON se evaluó en 130 cékJIas por 

cada ratón midiendo el diámen celular Y la Iongibi del corneta. Además se 

determinó la viabilidad celular con azU de Tripan de cada una de las 

preparaciones. 

los resultados de la viabilidad mostraron que 00 hubo diferencia 

estadística 5ÍgI1ificativa entre los k*s con respedo al conRI negaho. con 

exoepción del lote de animales que recibieron la combinación de sustancias. ya 

que la viabilidad resultó ser menor. Dicho efecIo indica que existe ... etedo 
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sinérgico citotóxico entre el peróxido de hidrógeno Y el extractode cuachalalate. 

En relación al efecto de inhibición del daoo al AON inducido por el peróxido de 

hidrógeno, el extracto de cuachalalate mostró una ligera aoci6n antigenotóxica 

(14.3%) debido quizá a que el daOO producido por el peróxido fue muy leve. 

Además se obsefW que sólo en el grupo tratado con la combiIlaCión se 

presentaron cometas de tipo apoptótico, que aunque estuvieron en porcentaje 

muy bajo (2.3%) hacen que no se descarte la posibilidad de que este 

mecanismo este implicado en la aoci6n anticancerigena del cuachalalate. 
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CAPITULO IINTRODUCCION 

1.1 HERBOLARIA 

Desde la más remota antigOedad, los hombres han utilizado las plantas 

como remedio para sus dolencias. Todas las civilizaciones se han valido de 

ellas para aliviar el sufrimiento y, en muchos casos, para curar enfermedades. 

la herbolaria, como se conoce a la práctica terapéutica que utiliza 

plantas medicinales tiene gran arraigo en nuestro pals. las plantas medicinales 

constituyen 00 re<uso muy conocido y accesible para grandes poblaciones. la 

Organización Mundial de la Salud ha reconocido el valor de esta práctica 

terapéutica y otorga gran importancia para la salud pública ( Betancourt. 2001). 

la antigua fitoterapia, renovada por la ciencia moderna, conserva, hoy 

como ayer, su poder curativo, sobre todo en afecciones crónicas, en 

enfermedades degenerativas y en numerosas enfermedades metabólicas 

provocadas por el estilo de vida que nos impone la sociedad moderna. 

Dentro de una planta pueden coexistir varios principios activos que 

pueden tener acción distinta a la que tendrlan de manera separada. Entre estos 

componentes existen interacciones que producen potenciación o antagonismo, 

que da como resultado una acción conjunta. 

las moléculas que guardan estos principios activos al entrar en contacto 

con otras moléculas de un organismo, mediante el desplazamiento de iones 

energéticos, producen reacciones en su comportamiento qulmico, lo que 

consiste en ooa reacción bioqulmica a nivel subat6rnico y microcelular pero con 

efectos para todo el metabolismo. 

En efecto: los alcaloides, los glucósidos y otras biomoléculas actúan 

sobre las grandes funciones del organismo: la circulación, la respiración, etc., o 

bien, sobre el sistema nervioso y su acción en general en todo el organismo. 



Además de sus biomoléculas y compuestos energéticos, las plantas 

contienen sales minerales que también ejercen una acción energética, y más 

activa que si se emplearan las mismas sales obtenidas por procedimientos 

quimicos. 

Esa diferente acción, se debe a que los iones de esas sales se 

encuentran en la planta viva en estados coloidales, con consistencia gelatinosa 

y cargas eléctricas que provocan equilibrios fácilmente disociables, que al ser 

introducidos en otro organismo reaccionan de una manera semejante a la de 

los fermentos, es decir, no sólo por acción quimica sino biológica, son 

"moléculas vivas" (Fitoterapia, 2001). 

Por otro lado, algunos de las especies vegetales se han utilizado en el 

tratamiento del cáncer por que algunas producen sustancias antimitóticas 

capaces de detener el crecimiento de tumores malignos. Entre las plantas 

capaces de detener un efecto anticancerlgeno están: la zanahoria, ya que 

tienen una cantidad elevada de caroteno, este es un antioxidante ya que es un 

precursor de la vitamina A. es capaz de ayudar en la inmunidad cefular , lo cual 

hace a las células más resistentes a la formación de b.mores, además es m 

agente anti-radicales libres siendo útil en el tratamiento de diferentes tipos de 

cánceres, otra propiedad es la de protector del organismo del daoo producido 

por rayos ultravioleta. 

Otra planta es el ajo, cuyo principio activo es la alicina, y 

secundariamente contiene vitamina A. la cual ayuda a la prevención del cáncer 

de estómago; la cebolla, colabora a prevenir el cáncer del intestino, ya que 

regula la flora intestinal y evita los procesos de putrefacción. La col , la cual 

contiene caroteno que es preventivo del cáncer; la equinacea posee 

propiedades inmunoestimulantes aumentando las defensas inespecificas y 

activando la producción de leucocitos (Plantas que curan, 2000 ). 

El valor de las plantas medicinales está dada por sus componentes 

quimicos, generalmente sus metabolitos secundarios que producen diversos 
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efectos fisiológicos. Los remedios a base de plantas medicinales presentan una 

ventaja extra con respecto a los tratamientos químicos. Los principios activos 

en las plantas se encuentran equilibrados biológicamente por la presencia de 

sustancias complementarias, que en forma general, no se acumulan en el 

organismo, y los efectos secundarios son limitados ( Plantas que curan, 2000). 

Actualmente sabemos con exactitud la composición de algunas plantas 

de modo que podemos utilizartas de manera racional. Sin embargo, solo se ha 

estudiado el 5%. Un ejemplo de ellas son: el ginseng que es un estimulante del 

sistema nerviosos central (SNC) tiene acción antiestrés, tónico cardiaco; la 

manzanilla, esta tiene acción analgésica; la valeriana, tiene acción 

tranquilizante e hipnótica; el jengibre, que es un antiulceroso, estimulante de la 

digestión, por mencionar algunas. El conocimiento de las sustancias activas de 

las plantas y el resultado que proporcionan a la investigación farmacéutica y 

dinica penniten deducir sus aplicaciones medicinales. 

Las propiedades de las plantas no solo son curativas sino que una de las 

grandes virtudes que poseen es la capacidad de regular los procesos vitales y 

prevenir enfermedades. El buen uso de las plantas medicinales dentro de un 

conjunto de hábitos de vida sana, puede evitar que las debilidades de nuestro 

organismo y la predisposición a padecer ciertas dolencias evolucionen hasta 

convertirse en enfennedades declaradas (HefboIaria, 2002). 
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1.2 CUACHALALA TE 

En México Amphipterygium adstringens es conocida como: 

cuachalalate, cuachalala, chalate. El nombre de cuachalalate proviene del 

náhuaU cuachalalat que significa árbol de la chachalaca que hace referencia a 

la chalalaca, un ave de nombre científico Ortalis poIiocephaIa (ÁJvarez, 1998 ). 

Amphipterygium adstringens es un árbol di6ico de aproximadamente 5-

10 metros de altura Y 40 an de diámetro, con el tronco torcido, de corteza color 

moreno grisáceo o gris plomizo con grandes escamas, con hojas expuestas, 

oblongas u obIorlgo-Janceladas de 6 a 15 cm, agrupadas en las puntas de las 

ramas en 1Il número de 3 a 5, en el haz son de color verde opaco Y en el envés 

verde grisáceo Este árbol se localiza en el Pacifico desde Nayarit hasta 

Oaxaca y Puebla, Morelos Y el Estado de México. (Martlnez, 1991). 

Del árbol del cuachalalate se utiliza principalmente la corteza, se realizan 

infusiones acuosas o metanóIicas principalmente. la gente le atribuye un gran 

número de propiedades curativas desde la época prehispánica como son: el 

tratamiento de úlceras, dolor de muelas, inflamación de riflón, granos, várices, 

úlceras varicosas, calentura, paludismo, calda de ovarios y matriz, tiene efecto 

analgésico contra el dolor de espalda, cabeza, cintura y además es 

antidiabético ( Betancourt, 2001). Pero, no fue sino hasta la década de los 

aros 60 que se inician las investigaciones formales sobre sus efectos 

terapéuticos. 

En 1962 González y col. estudiaron la posible acción antitumoral del 

cuachalalate al someter a ratones con adenocarcinoma mamario a 

tratamientos con extractos metanólicos, donde se encontró la inhibición del 

adenocarcinoma hasta en un 90 %. 
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En 1999 Olivera y 001. prueban el efecto antiinflamatorio al usar el ácido 

cc-hidroximasticadienónico en diferentes modelos. El valor máximo del efecto 

se encuentra 3 hrs después de la administración de 10 rngIKg al registrarse un 

93% de inhibición de edema gástrico. 

En 2001 Femández y Navarrete evalúan la acción cicatrizante de la 

corteza, donde observa una recuperación del tejido de un 80% de tal manera 

que el cuachalalate puede utilizarse con fines estéticos pues no deja cicatriz en 

el tejido, aún cuando no se aumenta la cicatrización. 

Estudios realizados por Navarrete en 1982 permitieron el aislamiento y 

caracterización de dos principales activos: el ácido 3a­

dihidroxirnasticadienónico y el ácido masticadien6nico. la investigación 

consistió en realizar extracciones con hexano y acetona a reflujo, a los 

productos obtenidos se les realizaron aomatografia y su identificación fue por 

medio de resonancia magnética nuclear, infrarrojo y espectrometrla de masas. 

Con estos descubrlmientos se han realizado investigaciones 

sobre la fitoquímica de la planta, donde se han identificado el 3a Y 3-epi­

masticadienónico, isomasticadien6nico y epi-oIeanóIico; compuestos fenólicos, 

ácido 6-heptadecilsalicílico, 6-nonadeciIsalicílico Y 6-penadecilsalicilico; y el 

esterol ~sitosterol. Además se han aislado los triterpenos: ácido 

instiopoIinásico(Domlnguez y 001.,1983), aleanólico, rnasticadienónico, 3a 

masticadienónico además de una mezcla de ácidos anacárdicos ( Navarrete, 

1982). Figura 1. En las hojas se han identificado el ácido cuachalalálico. 

Además de fenoles de cadena larga descubiertos por Mata Y col, en 1991. 
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COOH 
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. - - Ácido masticcdie ~ón i c o / Ác ido 3 a.-h ici roxi ~aS7icc.dier.ón 1 cv:-

COO!--i 

Ácido isomasticadienónicc 

Figura 1. Estructuras químicas de los compuestos de Amphiptherygium 

adstringens(Rosas, 2000). 
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Los componentes principales de la corteza son el ácido 

masticadienonico y en segundo término el ácido a -hidroximasticadienónico, 

cabe mencionar, que la cantidad de los compuestos depende del sexo de la 

planta presentándose una mayor proporción en plantas femeninas que en las 

masculinas, asi mismo estos compuestos dependen de la época del aoo en 

que se cosecha habiendo una mayor concentraci6n de ácido masticadienónico 

en el mes de febrero y ácido a -hidroximasticadienón se presenta en 

mayor concentración en noviembre mientras que la mezcla de estos ácidos 

tiene su mejor cantidad en el mes de febrero (Olivera y col., 1999). 

Los triterpenoides son compuestos (ésteres libres, glucósidos) formados 

por la unión de 6 unidades de isopropeno. los triterpenoides naturales tienen 

30 átomos de carbono Y una estructura que deriva de las 6 unidades de 

isopropeno. 

los triterpenos de Amphipterygium adstringens son tetracidicos los 

cuales se dividen en subgrupos según las variaciones de su esqueleto de los 

principales podemos mencionar los siguientes: Damarano-Eufano, Escualeno, 

Fusidano-lanostano ( Barton y Seoane,1956). Figura 2 

El efecto anticancerigeno del cuachalalate se le atribuye a una saponina 

del tipo esteroidal denominada sarsagenina. GonzáIez y colaboradores en 

1962 encontraron a dicha saponina en la corteza del cuachalalate, sugiriendo el 

efecto anticarcinógeno, sin embargo, en la actualidad se ha demostrado que 

hay un error en la identificaci6n donde se descubrió que se confunde a la 

saponina con un triterpeno (Olivera y col., 1999). 
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Escualeno 

Da!":'.c~c[1o-t:uiano Fusidar.o-Lanostanc 

Oleanano 

Ursano Hopano 

Serratano 

Figura 2. Estructuras básicas de los triterpenos (Rosas, 2000 ). 
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Al estar presentes como componentes mayoritarios en los extractos de 

cuachalalate , los ácidos másticos son algunos de los principales candidatos 

para estudiar como las sustancias anticancerfgenas presentes en la corteza del 

cuachalalate. 

Estos hallazgos fueron e! motivo por e! cual nuestro laboratorio realizó 

e! primer protocolo para evaluar la acción antigenotóxica del cuachalalate en 

contra de! daño citogenético producido por un agente aIquiIante del ADN como 

lo es la ifosfamida (IFF) (Martinez Y Flores, 2003). En dicho estudio se 

utilizaron ratones que fueron tratados con ifosfamida a dosis de 50 mgIKg Y 

posteriormente recibieron por via oral e! extracto de cuachalalate a las dosis de 

500,1000 Y 1500 mgJKg. Se contó además con los lotes conUoI del mutágeno 

Y del extracto solo. Se tomaron muestras de sangre de la cola de cada uno de 

los ratones a las O, 24, 48 Y 72 hrs después de la administración Y se realizaron 

los frotis Y se determinaron la frecuencia de eritrocitos poIicromáticos 

micronudeados (EPCM) de un total de 1000 EPC. B número de micronúcleos 

(MN) inducidos por la ifosfamida se consideró como el 100% de 

dastogenicidad, partiendo de este hecho, se determinó que el extracto produjo 

una inhibición de MN hasta un 90% con la dosis más alta indicando con esto 

una acción genoprotectora. Por otro lado, la citotoxicidad que fue evaluada con 

e! indice de EPC por 1000 eritrocitos, mostró un efecto no citotóxico; pero en 

combinación con e! mutágeno se presenta un efecto sinéfgico que se refleja en 

el hecho que la citotoxicidad es mayor que la observada con la ifosfamida sola. 

De aquí surgen tres hipótesis para la expIicaci6n de este efecto: 

« La primera es que el, extracto induzca una reparación, y por 

tanto, la célula ocupa tiempo en repararse y e! proceso de 

división celular se ve retrasado y por eso se observan pocas 

células mia"onucleadas y disminuyen los EPC. 

« La segunda, puede ser que el extracto actúe sobre la 

biotransformaci6n de la ifosfamida, haciendo más rápida su 

farmacocinética, asi que los metaboIitos que son la fomla activa 

del fármaco actuarían de forma más rápida produciendo un 
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efecto citotóxico más rápido y pasajero, esto explicaría por que el 

número de micronúcleos está disminuido ya que al pasar 

rápidamente no alcanza a da/'lar a la célula, pero no explicaría la 

disminución de EPC. 

« La tercera es que exista un mecanismo por el cual, el 

cuachalalate induzca a las células da/'ladas a una muerte celular 

programada o apoptosis. 
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1.3 ANTECEDENTES Y DEFINlCION DE APOPTOSIS 

la apoptosis es un proceso intrinseco que conduce al "suicidio" celular, 

manteniendo la homeostasis tisular, eliminando células daI\adas a través de 

un ~o de modificaciones morfológicas Y quimicas bien definidas (Lodish y 

Berk,2(01) 

la apoptosis es un fenómeno biológico fundamental, pennanente, 

dinámico e interactivo, cuya función es necesaria para evitar la sobre 

producción celular. Es un proceso ordenado y "silencioso"que no produce 

reacción tisular y por ello dificil de captar (Tamayo, 1997). 

la apoptosis puede estar frenada, en equilibrio o estimulada. Por 

ejemplo, está frenada durante el desarrolo de espennatogonias, en los 

pliegues intestinales, durante la lactancia en el periodo preparatorio cuando el 

tejido mamario atmenta la masa muscular. Está estimulada cuando existen 

células envejecidas, mutadas, neopIásicas o no neopIásicas, alteradas por 

tóxicos y las que están en procesos de metamortosis o atresia (Yun-BoI y,coI. 

1997 ). 

En la apoptosis el proceso afecta a determinadas células, no 

necesariamente contiguas y no a todas en un área tisular. la membrana celular 

no se destruye, lo que impide el escape al espacio extracelular de su 

contenido, resultando un proceso siencioso, sin inflamación. En el citoplasma 

se produce granulación fina, con conservación de algunos organelos, en 

especial las mitocondrias que tienen un papel interactivo importante. 

A nivel celular la aomatina se condensa agrupada en varios sectores 

formando cuerpos apoptóticos. la membrana celular se recoge sobre las 

eminencias globuliformes que fonnan los elementos deteriorados del 

citoplasma Y núcleo. Finalmente, los fagocitos captan a la célula en su totalidad 

impidiendo que se produzca alarma en el resto del tejido (OIive,1995) 
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La apopIDsis es ooa forma de rooerte oeIUa' ~, en la que el 

núcleo sufre c:ondensación Y fragmentación, la membrana plasmática muestra 

vesícuIación Y gemación Y la célula muerta es fagocitada sin Iiberw su 

contenido, esto conarasta con la necrosis, en que las membrana nudear y 

plasmélica se rompen y liberan su con_ido celular, siendo aMo responsable 

de una reacción inftamatoria local ( Abbas, 2000 ).F"vn 3 y 4 

Necrosis 

Disparadores de muerte celular 

Apoptos;s -" .. ,. 
. 1. / __ Cytoc 

..r- •• 

Figura 3 Esquema de la cascada de apoptosis (Apoptosis, 2003 ) 

Los disparadores de la lIJIIeIte celular ~ pueden ser difeteutes susbmcias que 

atacaD a las c:éIaIas prodIII iePM dos .... al ....... de defeasa: si la lDI!IIIIJnoa celular se 

hincba y sufre rowpimieotu dI!! ICadena 1IIIIl serie de procesos moleculares que dan 

origeD a las DeCRIIIis; en cambio si la JDeIIIbnma qaeda iDbId:a se activa la cascada de 

casp ~el feD6meoode apoptosis. 
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NECROSIS 

I Pigmentación 

Liberación 
celular 

APOPTOSIS 

Cuerpos 
apoptóticos 

I Fagocitosis 

Figura 4. Esquema de la diferencia entre apoptosis y necrosis. ( Abbas. 2000 ) 

13 



Dado que la apoptosis actúa como oponente de la mitosis, es muy 

importante su relación con el ciclo celular. En el ciclo celular hay cuatro fases: 

mitosis (M), fase de control celular (G1), síntesis de ADN (S) Y fase de control 

(G2). la apoptosis puede iniciarse en el tercio final de G1 para impedir que la 

célula danada ingrese a la fase de síntesis de manera que las mutaciones no 

se produzcan durante la réplica de DNA ingresando así a la especie y en la 

fase de G2 para impedir que las células que no hayan llegado a la madurez 

entren en mitosis. 

En el control del ciclo celular tienen un papel muy importante dos grupos 

de proteinas, la cdk (cinasas dependientes de ciclinas) sólo se activan cuando 

se unene a cictinas. las cidinas A y B se sintetizan por genes especfficos 

durante la inteñase Y después son degradadas por enzimas proteolíticas al 

finalizar cada mitosis. la sfntesis de estos complejos es oonst.arE por que son 

inestables. De ahf que el nivel de ellos varia de acuerdo al momento evolutivo 

de las fases a que están asignadas. Asi en el avance de la fase G1 a la de 

sfntesis actúa la ciclina O asociada a las kinasas cictinodependientes 2, 4 Y 6 

(cdk 2,4, 6). En la segunda mitad de G1 aumenta la presencia de cicIina E con 

la kinasa cidinodependiente 2. En la fase de sintesis actúa la ciclina A cdk 2 Y 

en la fase G2, la cictina B con odk 2. En la fase G1 se han podido detennila 

dos puntos importantes: GO (en la mitad de la fase) donde el ciclo puede 

detenerse, la célula bloquea su crecimiellto; pero se mantiene metabóIicamente 

activa Y un pmto de restricción en que se puede detener el ciclo para corregir 

defectos celulares ( en especial en su ADN ). lo que si no se consigue induce el 

mecanismo de muerte celular. En la fase G2 también existen elementos de 

detección de inmadurez celular que inducen la apoptosis aJando la céIUa no 

está capacitada para entrar a mitosis. 
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Continuamente una célula esta expuesta a múltiples activadores 

opuestos de muerte y supeNivencia. A la fecha se conocen algunos de los 

eventos moleculares que controlan este balance de señales. Se conocen 

también múltiples activadores de la apoptosis, tales como la supresión de 

factores de aecimiento ( Il-1 ), dafIO al ONA ( radiaciones T, lN, y agentes 

genotóxicos en general ), la unión de ligandos como FasL y el factor de 

necrosis tumoral ( TNF ), a sus receptoIes Fas y TNFR, aplicación de agentes 

quimioterapeuticos, etc. (Berke, 1995) 

Aunque estos factores inician una cascada de ewntos que finaliza en 

muerte celular por apoptosis, éstos difieren en la duración de intervalo de 

tiempo entre la exposición al actiYador Y el momento de los primeros signos de 

apoptosis o también Mamada fase de activación. La duración de esta fase 

depende del tipo celular, tipo del adivador Y condiciones de crecimiellto de la 

célula (Martfn y Green, 1995). 

Los diferentes mecanismos de activación parecen converger en la 

activación de ooa cascada proteolítica que invoIuaa un grupo de cistein­

proteasas pertenecientes a la gran familia de las caspasas. En <*as palabras, 

la mayorfa de los cambios visibles que caracterizan a la muerte celular 

programada son causados priilcipalmente por 00 grupo de caspasas. (Martin Y 

Green,1995). 

La activación de caspasas origina la ruptura de proteinas celulares tal 

como la matriz nuclear, el citoesqueleto, y la poIimerasa poIi-ADP~bosa, ya 

sea directamente o a través de la activación de otras proteasa celulares como 

las calpainas o proteosomas (Grim y col., 1996 ). Adicionalmente en esta etapa 

del proceso apotótico el fosfdipido fosfatidilso ¡na ( PS ) se trasIoca hacia la 

cara externa de la membrana celular (van EngeIand y col., 1996 ). 
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Se piensa que la simetria lipidica de la membrana plasmática en cékJIas 

viables es mantenida por las llamadas ftipasas, proteinas membranales que 

facilitan el traslado de moléculas Iipidicas de una cara de la membrana a otra. 

Esta actividad de traslocaci6n ahora parece ser omnipresente y contribuye 

significativamente a la simetría PS en la membrana de tipos celulares 

nucleados y anucIeados (Hinggins, 1994). 

Asi pues, además de la actividad de las fIipasa que mantienen a la PS 

asimétricamente en la cara interna de la membrana las céfuIas también poseen 

la capacidad de trasIocar a la PS a al cara externa de la membraI~ plastlaática. 

( Dizz y Schrort, 1996 ). 

1.3.2 Métodos de detección de apoptosis 

El número de métodos ~ para identificar, cuantificar y 

caracterizar el fenómeno apoptótico también va en atJIlleOO), dichos ensayos 

pueden medir uno o varios eventos apoptóticos (WyI1ie Y col., 1998) 

<. Fragmentación de! DNA en poblaciones o en células individuales, en las 

cuales el DNA apoptótico se rompe en piezas o partes de diferente 

longitud. Ejemplo: ensayo cometa. marca o tinción enzimática TUNEL 

<O- AHeraciones en la membrana citoptasmática. Ejemplos: tinci6n con 

anexina V. En las células apopt6ticas la fosfaIidiI:se.ina se lrasIada de! 

lado intracelular a lado extracelular de la membrana (cambios en la 

simetría de la membrana) Y por otra parte la pérdida de ir*gIidad de la 

misma da lugar a cambios en su permeabilidad. 

<. Actividad de proteasas: Miden la actividad de las caspasas. Ejemplo: 

catepsinas . 

• :. cambios en la mitocondria: liberación de! citocromo e y liberación de! 

factor inductor de apoptosis (AlF) de la mitocondria, medición de la 
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dimensión ATP: ADP. tinciones mitocondriales. cambios en el potencial 

membranal . 

• :. Protección de proteinas relacionadas con la apoptosis: Ejemplos: anü­

Fas. anti-Bd-2. anti-b53. entre otros. 

Dado que el interés de la presente investigación es conocer el mecanismo 

por el cual el aJaChaIaIate ejerce su acción anticancerfgeno. se eligió la téalica 

de evaluación genotóxica como lo es el ensayo de electroforesis uniceIta en 

gel o ensayo cometa ya que es un método que evalúa la fragmentación del 

ADN. 
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1.4 ENSAYO COMETA 

El ensayo de electroforesis unicetular o ensayo cometa es una técnica 

rápida, simple y sensible para la medición Y análisis de la ruptura de ADN en 

células de mamiferos (OIive y col., 1994 ) 

Las rupturas de cadena sendlla son comúnmente medidas por 

proceimientos a pHs altos, eIusión y desenrollamiento alcalino asi como la 

sedimentación aIcafina. lo importante es que cuando existe una ruptLwa de 

cadena sencilla puede ser detectada a pHs alcalinos, cuando se utiliza pHs 

neutros se pone de mallÍfiesto rupUas de cadena doble origiIaadas por 

radiacioi1es. las moIécUas de AON de células eucariotas son condensadas de 

5O-100cm de largo a núcleos de 5-1o,.m de diámetro, las rupbns de cadena 

sencilla liberan el enroIIamierto e inducen lWI relajamiento estructural del ADN 

que es detectado y medido por el análisis de las propiedades de sedimeutaciÓf'l 

del material genético (McKeIvey-Martin Y col., 1993; Vrzoc y Petras, 1996 ). 

Varios ensayos han sido desarrollados para medir rupbns de AON Y 

cada una tiene sus particulares verújas Y desventajas. El ensayo cometa es 

una técnica valiosa que perrnie la detección de diBaKias ilbacelllllares en el 

daOO de ADN Y reparación en waIquier población celwr que pueda ser 

obtenida de una suspensión unic::eIdar, esto requiere de pequeñas call1tirbdes 

de células (de 1 a 10000 cékJIas) Y los resultados pueden ser obtenidos en un 

solo día ( 0Iive Y coI.,1994 ) 

Se ha demostrado que la sensibilidad para detectar el daoo en células 

analizadas en el ensayo cometa es oomparabIe a la 5elasibiIidad de «*os 

métodos que miden el daOO promedio a la población celular (McKelvey-Martin y 

col. ,1993 ). 
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Los investigadores Rydberg y Johanson realizaron la primera 

cuantificación del daflo al ADN en células únicas, embebidas en agarosa sobre 

un portaobjetos y Iisado bajo condiciones alcalinas con posterior neub'aIización, 

las células fueron tenidas con narar1a de aaidina Y la extensión del daflo del 

ADN fue cuantificado por la proporción de ooa tonalidad wrde que illdicaba 

ADN de cadena doble a ooa tonalidad roja indicativo de AON de cadena 

sencilla con fluorescencia usando un fotómetro. En 1984, 0stIing Y Johanson 

perfeccionaron la sensibilidad para detectar dafIo en ~ ADN en células únicas 

por el desarrolo de ooa técnica eIectroforética en miaogel las oéIu6as fueron 

embebidas en agarosa sobre un portaobjetos y fueron Iisadas por detergentes 

y sales a altas COI lCet IIracioIIeS.. También la eIedroforesás fue reaizada bajo 

condiciones neutras a 5 VIcm. los núcleos tenidos con naranja de aaidina 

tenian ooa cauda más fIuoresc:eIWe que correspondía al daI\o al ADN 

provocado por las dosis de rayos X. 0stIing Y Johanson detectan que el AON 

que sale del núcleo puede ser dekdado en dosis t.l bajas como 5 Gy que 

ponen de manifiesto un darlo correspondiente a 2010 rupturas dobles por 

célula. 

la técnica adaptada de electroforesis unicelular es la de Singh Y col, 

(1998) en la cual el procedimiento anterior es modificado para realizar la 

eIectroforesis a pHs altos, de esta manera los sitios álcalHábiles Y los 

fragmentos rotos son dele c:tados con la tinci6n con bromuro de etidio, se 

observa que en los núcleos de células dañadas la extensión del ADN es mayor 

y tiene una migración hacia el ánodo. cada célula daI\ada tiene apaIielacia de 

un cometa con lRl fluorescencia brilante en la cabeza Y una cauda en la cual 

~ largo y la fluorescencia están reIacioIladas con las rupUas de ADN inducido 

por el agente en prueba. Se puede apreciar que la cauda consiste de una serie 

de fragmentos en un alto Ofden esaructuraL las cékAs sin daI\o aparecen 

como núcleos intactos (cabeza del cometa) sin cauda. (McKeIvey-Martin y col. , 

1993). 

Desde la publicación de Singh Y col ( 1998 ) donde describieron el 

ensayo de eIedroforesis unicelular alcalino, varios laboratorios han realizado 

esta técnica en su forma original o con algunas modificaciones, pero 
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básicamente es: preparación de portaobjetos, se coloca una base de agarosa 

de punto de fusión normal, para posteriormente colocar una capa de agarosa 

de bajo punto de fusión con una suspensión celular Y finamente una tercera 

capa de agarosa de bajo punto de fusión, estas láminas son colocadas en una 

solución de lisis para posteriormente coner una eledroforesis bajo las 

siguientes condiciones pH ~ a 13 a 25 V Y 300 mA durante 30 minutos, 

después se neutralizan para finalmente ser teftidas con brornwo de etidio Y ser 

analizadas al microscopio de fluorescencia (McKeIvey-Martin Y col., 1993). 

Algunos investigadores, sin embargo, han enconbado que el largo de 

la cauda es constante sobre un rango de freaJencías de rupturas de 1-14x10'O 

Daltons, pero que la intensidad de la fluorescencia en la cauda R:rementa 

marcadamente con el ÍllCremento en la frecuencia de rupturas. 

Los tipos de mutación efectuada por los agedes de prueba serán 

mostrados dependiendo el pH de la eIedroforesis, a pH de 12.6 no pueden ser 

detectados sitios aIcaIi lábiles, en este estudio uIiizaIemos pH de 13 debido a 

que el ensayo cometa es usado para la detección de mutágenos que inducen 

rupbM'as de cadena senciIa, sitios ik:aIi lábiles o ellbeauzamienms de ADN.. 

los restMados demuestran que las condicioIaes alcalinas son un importante 

factor para detectar el efecto gecdóxioo de los qulmicos ( Youchi Y 001.. 1991). 

En la presentación Y análisis de los datos del ensayo cometa han sido 

debatidas dos Q 1eStiones: la plimefa ¿aJáI es la mejor toma de medir la cauda 

del ADN fragmentado? Y la segunda ¿se puede distinguir la cauda que emana 

una célula muerta de una cauda que muestra una ~ donde el ADN ha sido 

daI\ado directamente por un genotóxico? Para la primera pregunta se sabe 

que la mejor forma de medir el dano es obIeIlietlldo el momenILm de la cauda Y 

para la segunda pregunta se ha eflcontrada en la bibliografía que las células 

muertas no muestran cometa debido a que exae una pnMa degradación de 

ADN por Iisosomas (Ashby, 1995). 
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Este ensayo cometa ha sido usado en esbldios in vitro e in vivo para 

evaluar daño Y reparación al ADN inducido, por varios agentes en diversas 

cékJas de rnamiferos (QIive Y cot., 1994). Se han esbldiado difelentes tipos de 

sustancias mutagéllicas con el ensayo cometa, lal ejemplo de eIo es el 

metiImetanostMo Y la dirJilibosallÍlla donde la producción de células 

~ depeilden del tiempo de elCpOSicióI. al muIágeno Y el órgano 

estudiado (Miyamae Y col, 1998). 

Sí las rupUas aomosómicas son debidas a lal proceso apoptótico, los 

cometas obIaídos mostrarán tRI imagen caradelística de dicho evento. 

F¡gura 6, de .1o COiIllCllio si el daño es gaKJlóxico los cornetas se presentan 

como se muesIra en la figura 7. 
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r¡gura 7. Imagen de una célula con daño geootóxico utilizando el ensayo 

cometa 

23 



1.5 PEROlOOO DE tIDRÓGEJIO 

Para evaluar la acción anIigenoIóxica del extrack) de cuachaIaIate se 

requiere de una susIancia reto, ésta debe ser 00 agente que produzI:a 

fragmelltaa6n de ADN Y que haya sido probada anleliormenIe como agente 

apoptóIco. Por &al razón aleinos al peIÚIIÍdO de hidr6geno. 

B peIÚIIÍdO de hidrógeno tiene un peso molecular de 34.014 gImol, es 

00 liquido ilCdon) muy inestable, soluble en agua a todas las pl1lpon::iones .. 

Los aIiIIro átomos se encuentran .!Iazados COIItaleulemenM medianle ooa 

esWcUa no polar (f"¡gura 8). Sus~ fisicas son: punID de fusi6n de 

~ C; temperaUa de ebulición 1502 C; densidad a ~ C 1.44gIan; 

Wico&idad a '1l7 e 1245mPas; calor especifico a 25- C 0.628 caIIg; Wll!ítaie 

de disotiación a '1l7 C 1.78x1o-12con fuerza iónica de cero. 

• Oxigeno 

• Hidrógeno 

8 peróxido de hidlógeno puede reaccior& ctirb:tíMili!ilde o después de 

haberse disociado en racic a les libias.. En muchos casos el mecaolisnlO de 

reacá6n es edR!madainenle WlnpIejo y puede pmceder por .:aI'!". o puede 

depender del mecio donde se realiza la reacá6n (8aroeIo, 1962). 
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El mecanismo de acción del peróxido de hidrógeno puede explicarse 

por medio de la formación de radicales libres. Por esta razón el peróxido de 

hidrógeno tiene gran capacidad antiséptica y de amplio espectro ama 

bacteria, hongos, virus Y esporas cuando se utiliza de manera adecuada. 

El peróxido de hidrógeno es 000 de los compuestos quimicos 

indusUiaIes más utilizados. Se le COIIOCefl runerosos usos industriales. Debido 

a su acción suave está sustiIuyendo al doro en el blanqueo de textiles. además 

se utiliza en el blanqueo de pelo, seda, lino, lana, algodón, rayón, lana, 

gelatinas, ceras ( Kifk, 1995). 

B oxígeno moIeollar tiene poca capacidad de oxidar otros compuestos 

qulmicos y para eIo debe corweftirse plimero en tRI forma adiva del oxigeno. 

Existen varias formas de oxigeno activo, se denominan radicales libres de 

oxigeno. Uno de los más impoñanles es el radical libre superóxido 0-, Y «*o es 

el radical peróxido en forma de peróxido de hidrógeno (~). 

Los radicales libres son moIécUas ÍlIestabIes que perdieron un 

electrón y son muy reactivas. Su misión es la de remover el electrón que 

les hace falta de las moIéollas que están a su alrededor para obIeIler su 

estabilidad. La moIéolla atacada, que perdió un electrón, se convierte 

entonces en un radical libre Y de esta manera se Ocia tRI reacción en 

cadena que danará muchas células Y puede ser indefinida si los 

antioxidantes no inteIvienen (Emejeánierm, 2003). 

Los radicales libres producen daño al tomar electrones de los lípidos 

Y proteinas de la membrana c:eItB", que erDK2S no podrá cunpIir sus 

funcioI teS como el intefcambio de nuIrientes Y descartar los materiales de 

deshecho celular, haciendo imposible el proceso de regelaación Y 

reproducción celular. En el inIerior de la cékE, los radicales libres atacan 

el DNA impidiendo a la céIt.IIa su reproducción. Fegura 9 
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ESPECIES REACTIVAS 
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Cualquier molécula que se encuentre en su vecindad inmediata se 

verá afectada y se transformará, a su vez, en lWI radical libre, lo que desata 

una reacción en cadena. Cuando tales especies activas se producen en la 

membrana celular, predomina la reacción en cadena de la 

lipoperoxidación, proceso por el cual se oxidan, es decir, ceden sus 

electrones a los radicales las moléculas de ácidos grasos, principales 

componentes de las membranas celulares. 

El dano provocado al ADN por los radicales libres conduce a mutaciones 

y pérdidas en ef control celular. El daOO que se observa en el material genético 

es la alteración de bases, COf1es de lRI hebra. Rercambio de aomáIidas 

hennanas Y entrecruzamineto de ADN protelnas. 

las especies reactivas del oxigeno reaccionan con ef AON, oxidaudo ef 

esqueleto azúcar-fosfato y las bases. La reacción con los azúcares conduce a 

la fragmentación del azúcar, a la pénida de lRI base con parte del residuo del 

azúcar que alIl permanece unido Y al corte de la cadena (Larousse, 1998). 

El efecto oxidatiYo que se produce sobre las bases ni'rogeuadas del 

ADN tiene por conseaJencia que: la guanina se oxide a 8-hidroxiguanina; la 

adenina a 8-bdrmciadenina y la timina se RI~ a timina gicoI (Wu y col, 

2003). Estos estados químicamet!le modificados podrían traer como resultado 

el aparean1iedo erróneo de las bases Y por lo...., e\fIErios muIaciOIlaIes.. 

No se han realizado esbldios del peróxido de hidrógeno como agente 

genotóxico o apoptóIico in vivo; sin embargo se conoce que su pcincipal acción 

tólCica Y genotóxica es a través de la prodclOCión de radicales libres. Se ha 

reportado también que la Ol.at en rala es de 2.5 gIKg (Sctunb Y col, 2000) 

las irN estigac:iooes del peróxido de hidrógeno donde se documenta su 

acción tóxica Y genotóxica se han m;Mzado en sisErnas in '*0_ AIglnJs de los 

antecedeIlIes son los esIudios realizados por Singh y col., en 1998, donde se 

establece la uIiIidad del ensayo mmeta como prueba de allligellObciOOart En 
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estas investigaciones se utiliza al peróxido de hidrógeno a una concentración 

de 200 JAM, este estudio se realiza sobre linfocitos humanos para establecer y 

estandarizar 00 control positivo para este ensayo. 

Wang y col (1997) han realizado estudios de detección de rompimiento 

de hebras individuales de ADN sobre cuttivos de linfocitos humanos, ratones Y 

ratas, inducidos por et peróxido de hidrógeno utilizando et ensayo cometa, en 

esta investigación se demuestra que la fragmet I&ación det maleliaA get Iético 

puede ser detectada con dicha técnica Y que existen diferencias en la 

respuesta genotóxica de cada especie. 

Con la finalidad de estudiar la inducción de apoptosis, cUtivos primarios 

de hepatocitos de ratón se expusieron a una concellbación de 3 .... de 

peróxido de hidrógeno; en esta investigación se observó que la viabilidad 

celular se redujo y se ~ la fragmentación de ADN; este fenómeno se 

presentó desde la primera hora Y se prolongó hasta las 24 horas (Kanno y 

001.,2000). Estos mismos aukJfes realizaron otras .... esigacio .. es en este 

sistema de hepatocitos in vitro, pero esta vez adicionando N-acetiIcisteina 

como antioxidante antes de aplicar peróxido de ~ao. observando que la 

cilotoxicidad yet etano al material getlético se reduce (Kanno y col., 1999). 
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CAPITULO 2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la capacidad apoptótica de un extracto de ooachaIaIate en sangre 

periféñca de ratones de cepa C01 por la técnica de ensayo cometa para 

evidenciar los posibles mecalismos que se lIeYan a cabo. 

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

• Evaluar la producción de cometas inducidos por el peróxido de 

hidrógeno al administrar una dosis de 500 mgII(g a ratones C01 

para establecer 00 control positivo. 

• Evaluar la producción de cometas en ratones CD1 tratados con el 

extracto de cuachalalate a dosis de 1000 mglKg para establecer 

el daoo producido por el extracto al maliet iaI get aético. 

• Determinar la frecuencia de cometas cuando se administra una 

combinaci6n de peróxido de hidrógeno con un extracto de 

cuachalalate para establecer si existe 00 eYeI*> apoptótico. 
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CAPITULO 3 MATERIALES Y METOOOS 

3.1 Material Biológico 

Se utilizaron 20 ratones de la cepa C01 del bioterio de los laboratorios Binnex 

de 25 9 cada de los cuales se distribuyeron en 4 lotes de 5 animales cada uno 

3.2MÉTOOOS 

3.2.1 Extracción del cuachalalate 

1.- Para la extracción de cuachaIaIate. se pesaron 1309 de corteza que se 

colocaron en un matraz bola Y se llevaron a reftujo con dos porciones de 500 mi 

de hexano durante tRI hora. 

2.- Por decantación se reunieron las porciones de hexano y se colocaron en un 

matraz bola. posteriormente se eliminó et disoNente en un rotwapor. B 

producto se ooIocó en frascos viales. B disolvente residual se disolvió a vado 

por un lapso de cuatro horas y se detennin6 et retldimieno. B producto se 

sometió a liofilización pero no se obtuvieron resultados favorables por lo que el 

exb'acto se utilizó tal oomo se obIuvo. 
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3.2.2 Identificación del producto 

1. - Se procedió a la identificación del extracto realizando ooa aomatografia en 

capa fina, utilizando como fase inmóW una placa de siIica gel Y como fase 

móvil ooa solución 1:1 de hexano y acetato de etilo. 

2. - Se compararon los corrimieIlIos con los del ácido masticadienónic Y 3 

ahidroximastica en su forma pool (Martinez y Flores, 2(03) 

• Toma de la muestra 

Para realizar la prueba de ensayo cometa los ratones se dividieron en 4 lotes 

de ánco ratones cada uno y se les admiIlisniron los IICltamietIlos oome se 

mellCÍOIla a continuación: 

Lote 1 Aceite de maíz 

lote 2 Peróxido de hidrógeno en dosis de 500 mg I Kg. 

Lote 3 Extracto de cuachaIaIate en dosis de 1000 mg I Kg 

lote 4 Peroxido de hidrógeno dosis 500 mg I Kg. + Extracto de cuachalalate en 

dosis de 1000 mg I Kg 

B peróxido de hidrógeno se administró por via intrapeótoneal y media hora 

después se admiIlistró por via oral et extracto dist lelo en aceiIe de maiz.. 

24 hrs despelés de la administración de los tratamiento a cada organismo se le 

realizó la toma de muestra cortando la parte lenninal de la cola Y tomaron 15 pi 

de sangre Y se mezdaron con 0.01 mi de heparina contenida en tubos de 

eppendoff de 1 mi. 
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Viabilidad celular 

Una vez obtenida una muestra, se realizó la cuenta viable ( % de viabilidad 

celular), colocando 0.1 mi de la suspensión celular en 00 tubo de ensaye 

que contenia 0.9 mi de azul de tripan, se agitó, se dejó reposar 5 mino Y se 

cargo e! hemocit6metro. 

• Ensayo cometa 

A. Preparación de laminillas 

1. Se preparó una cámara con solución de lisis pH 10 ( NaC!, EOTA, 

tris, NaOH, Triton X-100 y DMSO) 

2. Se colocaron 150 pi de agarosa normal por la parte esmerilada 

de! portaobjetos Y las laminillas se depositaron sobre paqlletes 

congeIantes. 

3. Se resuspendieron 5 pi de sangre en 75 pi de agarosa de bajo 

punto de fusión 0.5 % a 37 • e y se colocaron como capa sobre 

cada laminilla preYiamente pleparada. 

4.-Se dejó solidificar la agarosa Y después se removieron los cubre 

objetos y se colocaron las laminiIas vefticaImeIe en la soIelCión de 

lisis fria; colocando los vasos KoppIin a 40C durante 24 hrs. 
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B.-Corrimiento de eIectroforesis 

• Se retiraron los portaobjetos de la solución de lisis Y se colocaron 

en la cámara de eIectIofaesis. 

• Se len6 la cámara con el buffer de electroforesis pH 13, recién 

preparado que cubrió los portaobjetos Y se dejaron en estas 

condiciones dlnnte 20 mino 

• Se oorri6 la electroforesis ~ 25 mino a 25 V Y 300 mA. 

• Una vez terminada la eIectIufOiesis se levantaron suavemente los 

portaobjetos de la cámara Y se gc*aIon hasta wbrirIos con buffer 

de neutralización repitiendo este procedimiento dos veces. 

C.-Tinción de las preparaciOIleS 

• Se adicionaron 50 pi de bronuo de etidio Y se montaron con 

cubre objetos. 

D.-Evaluación del daoo al ADN 

• las obsefvaciones se realizaron usando un microscopio de 

fluorescencia eqllipado con un filtro de excitación de 515-560 nm 

y un filtro de barrera de 590 rwn, usando el objetivo de.w x. 

• las eYaluaciones se realizaron en 130 células por cada ratón, 

tanto tratarnierm como ca -oIes; cichas eva.arioIleS fueron: 

a.) Medida del diámetro del núcleo celular. 

b.) Medida de la longiIud de la imagen celular 
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» Análisis estadístico. 

En el análisis ~ular microscópico se midió la longitud Y el diámetro de cada 

una de las 130 células por cada ratón tratado, cada lM'lO de ellos, fueron 

tratados estadísticamente con la prueba de ANOV A, en la que se realizó un 

análisis de varianzas Y la posterior comparación múIIipIe con a= 0.05 entre los 

promedios de los grupos experimentales. 

» Pon:entaje de inhibici6n 

Se calculo de la siguiente manera: 

100 - % de daI\o genético 
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CAPITULO" RESULTADOS 

Viabilidad celular 

En los tratamientos experimentales se obtwo lRi viabilidad celular aa!.ptabIe 

durante todo ef proceso de exposición a cada IR) de los agentes. Figura 10 

Los resuttados se muestran en la tabla 1 donde la viabiIidacI se estimó 

utilizando la siguiente fórmula: 

% de viabilidad = (células vivasIcékJIas rnuer1as) 100 

Tabla 1. Porcentaje de la viabilidad celular de sangre periférica de ratones con 

los diferelltes batamiellk:Js. 

H2Ch Combinación aceite de malz Extracto 

89 89 92 92 

90 89 91 93 

91 88 92 92 

90 89 91 91 

90 89 90 91 

X± O.E. 90 ± 0.707 89± 0.44* 91 ± 0.83 92 ± 0.83 

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al aceite de malz con 

la prueba de AHOVA y con comparación múltiple Tuckey-Kramer a= 0.05 
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En la tabla 2 se observa los promedios celulares de la relación longitud I 

diámetro, estos resultados muestran et daOO genotóxico que originan los 

diferentes tratamientos en los organismos. Fegura 11, estos resuhados se 

obtienen dividiendo la longitud de la cékJIa entre et diámetro de la misma. Se 

encontraron un 2.3 % de cékJas propias de apoptosis como se muestra en la 

figura 13. 

Tabla 2. Promedio de los valores obtenidos de la relación longitudIdiámet de 

cékJIas de sangre periférica de ratón con los diferentes tratamientos 

H:zÜ2 oombinación aceite de Extrado 

malz 

1.2 1.2 1.0 1.0 

1.3 1.2 1.0 1.0 

1.3 1.2 1.0 1.0 

1.3 1.2 1.0 1.0 

1.2 1.3 1.0 1.0 

X±D.E. 1.3±O.05* 1.2 ± 0.04* 1.0±0 1.0±0 

* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al aceite de maiz con 

la prueba de AHOVA y con comparación nütipIe Tuckey-Kramer a= 0.05 
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En la gráfica que muestra la figl.n 12 se observa que tanto el control 

negativo como el extracto tienen 1RI población celular del 100% que se 

distribuye en un rango de dafto al AON de 1.0-1.10 lo que indica que las cékMs 

no PfBIBLltaI. dafto getlOláxioo; el SJUPO tratado con el peróxido de hidrógeno 

muestra el mayor efecto getllOtóláco ya que un 58% de céIlEs se ena&'8an 

entre 1.11-1.30 Y otro 42% de **- se encuenIran derdro de 1.4-1 .5 

Iongitud#diémet. Por olio lado. aunque el valor prollledio de la 

longiIudIdiámet del loe que recibió la aJmbiItaCión de sustancias se 

difefalCia del almiar por 0.1. la distribuci6n de las c:éIdas con daIIIO al ADN es 

difen!rde ya que 76% se encuenIra en 1.1-1.10 y 24% con mayor dafto entre 
1.4-1.5 

Fipra 12 Gráfico de la fremencia de cometas en la relación loogitud,Idiámetro con el 

ensayo cometa 
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F"JgUraJ3. CBuIa apopIótita 0I;paJa por la eombiuaáóo de perólIido de hidlógeDoy el 

emacto de machalelate ntiJmmdo el ensayo eometa 
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CAPITULO 5 DlSCUSIOH 

En el presente estudio el extracto de cuachalalate por si solo no ejerce 

un efecto citotóxico ya que presenta un 92% de células vivas Y no presenta ooa 

diferencia estadísticamente significativa con respecto al testigo negativo, el 

grupo tratado con el peróxido de hidrógetlO ~ presenIa U'l etecto 

citotóxico al presentar un 90.5% de células vivas, estos resultados son 

similares a los obtenidos por Roser y col., que en 2001 demostraron que el 

peróxido de hidrógeno es 00 agene ligeramente citotóxico, pero estos 

resultados pueden justificarse ya que emplearon ooa dosis muy baja para 

embargo, el grupo traIado con la combiI.ación se presenIa una IeIMletlCia 

citotóxica que resulta ser significativa con respecto al control negativo, esto 

sugiere 00 etecto de poaK:iaciólL 

Lo mismo ocurre en el trabajo realizado por Martinez y Flores (2003) ya 

que al admiIlistrar 00 agerE aIquiIante como mutágeno no obhMeron 

resultados estadisticameot significatiYos con el lote testigo negativo, en 

relación a la frecuencia de EPC por lo aJaI se c:onduye que el edrado no es 

citotóxico per se. Asi mismo, en el grupo tratado con la combinación del 

extracto con la ifosfamida. obseNaron una IeIMletICia citotáIcica. esto puede 

indicar 00 efecto ÜléfgiCO, asi pues, dos agentes mutagénicos (peróxido de 

hidrógeno e ifosfamida) con mecallis.nos de acción geno.úNica diIeIerE 

presentan el mismo efecto de potenciación citotóxica. 
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En lo que respecta al estudio de electroforesis unicelular en gel el 

extracto no presentó ninguna célula con cometas por lo que indica que el 

extracto no es un agente que origine un daOO al material geuético. Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos por Martinez y Flores que 

encontraron que el cuachaIaIaIe per se no induce la producción de 

micronúcleos en EPC de ratón a dosis de 500.1000 Y 1500 mglKg. 

El peróxido de hidrógeno si presentó Wl daOO al tn*IiaI geuético. ya 

que en la retaci6n Iongitud-diámet se obsefva una diferencia estadistica 

significativa con respecto al tesIigo negaiYo. esto representa que es la1 ageÑe 

genot6xico. sin embargo estos resultados no pueden ser comparados con 

trabajos previos ya que no se han etlCOl*ado retetaK:ÍaS donde se uIiIice al 

peróxido de tüógeno in Ww. pero comparados con el trabajo realizado por 

0Iive Y col .• en 1994 donde reportan que en las caudas obEIidas in viR se 

plesetltan valores de Iongitud-diámet mayores a las obtenidas en el presente 

estudio. algo smIar ocme en el esIudio maizado por Vrzoc. en 1996 donde se 

obtuvieron resultados de 7.10 miaómeCros. Una posible explicación seria que 

por la presencia de antic»Qdall6es ex6genos y etldógenos. por ejemplo. 

exógeI.amet1le el alimento que consumieron los animales tratados contiene 

antioxidantes. y por otro lado. los OIgallismos poseen mecallismos 

anlimcidallIes enzimáticos; ambos actúan inlenumpiendo la reacción en cadena 

que originan los racicales libres (Kanno Y col. 1999). Esto ecpIicaria por que el 

tamano de los cometas obenidos in vivo es sigrificativame menor a los 

reportados en sistemas in viRo 
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Los resuttados obtenidos en el grupo tratado con el peróxido de 

hidrógeno Y el extracto de cuachalalate mostraron una disminución en la 

relación longitud/diámetro teniendo asi 00 14.3% de inhbición, por lo que 

podemos decir que el extracto de cuachalalate, fue un discreto agente 

antigenotóxico. Comparando estos resuIIados con los obteIlidos por Martinez Y 

Flores en 2003, los OJales indicaron que el extracto disminuyó el número de 

micronúcleos mlcidos por la iosfamida hasta en ... 80% en la dosis de 1500 

rngIKg. Podemos suponer que la gran diferetlCia en la capacidad inhibitoria de 

daoo al AON en realidad se debe a que el agede que uIiIiz:íMnos amo c:ot*oI 

positivo, o sea el peróxido de hdfógeno, no induce el suficiente daOO para 

evidenciar la capacidad anligetd6xica del exncto de aJa(;l'- , , o 

Por <*o lado, al anaizar el dano al material genético, sófo en el grupo 

tratado con la combiIaación de ccmpeeestos se etlCOl.aon cétuIas con 

caractelísticas propias de la apoptosis (FIQtrcI 13) en un bajo porcentaje que 

fue del 2.3%. Roser y col.. en 2001 etlCOllhlon que al utilizar ... agene 

inductDr nak) de apoptosis. este originó menos del 37% de cétuIas apoptóticas, 

por lo que nuestros res.1Itados no descaftaI. la posibilidad de que se lleve a 

cabo un mecanismo de apoptosis por parte del extracto. sin embargo. dejan 

duda sobre el efecto e incluso podIian esIar preserEs oRs mecanismos 

diferentes de protección celular. 
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Una posible explicación de estos resultados sería que el mecanismo de 

apoptosis que produce fragmentos de ADN característicos de 180 pares de 

bases de longitud, los cuales son los que dan la foona característica de 

"lágrima- a los cometas, se presentó en muy pocas cétuIas, debido a que el 

daño producido por el peróxido de hidrógeno in vivo fué muy 1eYe. De tal 

manera si existen pocas ~ dat\adas Y los cometas formados sólo exhiben 

caudas pequet\as y caJaáeristicas de getllt'lbcicidad Y por lo tno et exAdD 

de wachaIaAate no ejeR:e sobre estas acción apoptótica. 

Sin embargo, para poder e..,idenciar un e'Ieflto ~ se pueden 

reaizar técnicas especfficas para poner en e"<Iidencia al fenómeno apoptótico. 
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CAPITULO 6 CONCLUSIONES 

$ El peróxido de hidrógeno presentó un 100% de células con cometas 

sjn embargo se comportó como un agente ligeramente genotóxico a 

dosis de 500 mgIKg 

$ El extracto de cuachalalate no presenta producción de cometas, lo 

que indica que los componentes del extracto no originan daflo 

genotóxico. 

$ La viabilidad celular disminuyó en el grupo tratado con la 

combinación de extracto y peróxido de hidrógeno lo que indica que 

hay un efecto sinérgico, donde quizá este inYoIucrado algún 

componente contenido en el cuachalatate. 

$ Solamente en el grupo tratado con la combinación extracto-peróxido 

de hidrógeno se observó un 2.3% de células con cometas 

caracterfsticos de la apoptosis, lo waI es un porcentaje bajo, sin 

embargo por ello no se descarta la acción apopt6tica como 

mecanismo anticancerigeno del extrack) de cuact ala'ate 

45 



CAPITULO 7 REFERENCIAS 

1. -Abbas. K(2000). Inmooologia celular y molecular. Ed. Me Graw-Hill. 749pp 

2.- Álvarez.J. (1998). Encidopedia de México. USA. 1899pp 

3.-Apoptosis (2003). www.apoptosis.edu 

4.-Ashby. J. (1995). The single ceII gel assay for induced [)NA damage ( comet 

assay): Measurement oftaillength and moment. Mutagenesis 10:85-90 

5.-BarceIo. J. (1982). Diccionario tenninoIógico de quimica Espana. Editorial 

Alambra 769pp 

6.-Barton. H.. Seoane. E. (1956). Triterpenoids. The constiIuIion and 

stereochimestry of masticadienonic acid. J., d Chemistry Society 801 :4150-00 

7.- Berke, G (1995). The CTl's kiss d deaIh. Cel81:9 

8.- Betancourt. Y. (2001). 1000 plantas medicinales Y aromáticas de México. 

Jardin botánico de TlaxcaAa.. WItW. sdI1>.lRip.org 

9.- Dizz.C & Schrort. A (1996). Role of nnsIocases in the generation of 

phosphatidiIser~. J . Membr. Biol 151:1 

10.- Oomínguez. x... Franco, R, Garcia, S ., Delgado, J. (1983)Plantas 

medicinales mexicanas XlVlH. EsWcUa del ácido ÍlaiopoIiIraám separado 

de la corteza del aJaChaIaIcñe. Sch.. Rev. l.atinoameIicana de Quimica. 14:99 

11.-Envejecimiento (2003) hHp:Ilwww.erwejeán .. m..com 

12.-Femández .. J ... Navarrete, C. (2001). Valoración del efecto cicatrizante del 

cuachaIaIate.hIID:JIwww.depa.pqui...am..mx 

13.- Ftierapia (2001) hUp:Jlwww.fitotefapia.OOl 

14.- GonzáIez. E., McKenna.. G ... Delgado. J. (1962). An'icanoor evaAuaIion of 

~ adsIr1nges. J. PhannaceuticaI sciences 51:642-651 

46 



15.- Grim, l., GoIderg, A, Poirer, G., Schwartz, l. & Osbome,B. (1996). 

Proteasomes ptay an essentiaI role in the thymocyte apoptosis. EMBO 15:3835 

16.- Herbolaria (2002) http://wwwJleIboIaIiacom 

17.- Hinggis, C. (1994). Aip-flop: The transmembrane transIocation of Iipids. 

Ce1179:393 

18.-Kanno, S., Ishikawa, M., Takayanagi, M., Takayanagi, Y., Sasaki, K.I. 

(2000). Characterizatio of hydrogen peroxidEHnduced apoptosis in mouse 

primafy <Uted hepatocytes. BioIogicaI & PharmaceuticaI Bulletin 23:37-42 

19.- Kanno, S" Ishikawa, M., Takayanagi. M., Takayanagi. Y., Sasaki, KJ. 

(1999). Exposure lo hydrogen peroxide induced ceII death via apoptosis in 

primary cuIbM'ed mouse hep¡mcytes. BiaIogK:aI & Pha ... naceulical Bl*tin 

22:1~1300 

20.- Kifk, P. (1995) Enciclopedia metodológica EdiIoriaI Pananaicana 13.:769 

21.-l..arousse Temático (1998). Editorial larousse 1359pp 

22.-lodish, H., Berk. A (2001). BioIogia cddar Y molecular. Pananaicana.. 

Argentina.1084pp 

23.- Martin, S. & Green, O. (1995). Protease adMaIion dOOng apopbois' deaIh 

by a thousand cuts? Ce1182:34 

24.- Martinez. M. (1991). Catálogo de nombres vulgares Y cientiticos de pIan&as 

mexicanas. Fondo de la Ct*t.rcI Económica .México 

25.- Martinez. E., Flores, G.(2003) Estudio de la acción anlidastogénica del 

cuachalalale (AmphpIerygium adstrilllgeus) sobre la inducQón de micronúcleos 

producidos por ifosfamida.. Tesis profesioItaI FESC. UNAM 

47 



26.- Mata, R., Calzada, F., Navarrete, A., del RIo, F., Delgado, G. (1991). long­

chain phenoIs from the bark of Amphypterigium adstringens. J. 

Etnopharmarcology 43: 147-154 

27.-McKeIvey-Martin, V., Green, M., Schmezer, P. , deMeo, M., CoIlins, A. 

(1993). The single gel eIectrophoresis assay (comet assa): a European review. 

Mutation Research 288:47-63 

28.-Miyamae, Y., Yamamoto, M., Sasaki, Yu., Kobayashi, H., Miyuki, I.S., 

Shimouri, K , Hayashi, M. (1998). EvaIuation of tissue homogenization 

technique the isoIates nudei for Che vivo single gel ~ (comet) 

assay: a ooIaboratiYe sIudy by fiye Iaboratories. Mutation research 418:131-140 

29.- Navarrete, e .,(1982). Estudio quimico y pruebas farmacológicas a la 

corteza de Juliana adstringens. Tesis profesional FESLUNAM 

30.- OIiYe, D.(1995).Fadors irAJencing ADN miglaIiOIl indMduaI ceI sdljeted 

lo gel eIedroforesis. Mutation Research 339:643-652 

31 .- 0IiYe. P., Banath,R, McCoy, M. (1994). Dlncing. heterogellety in 

radiaIiorHnduce DNA damage and repair in tumor and normal ceA using comet 

assay. Radial Res. 122:86-94 

32.~, O ., Martínez. V., Soto, H., Solares, A. (1999) Phytochemical study 

of cuachaIaIate ( AInphiptefygium ads*ingens Schiede ex ScneIectIt) J . of 

EtnopharmacoIogy 68: 109-113 

33.-Plantas que ano (2000). Encidopedia de las plantas que ar.IR. Edibial 

Planeta 855 pp. 

34.-Renehan,M A., BooUl, e., PoUe, e. (2001). What is apoptosis and why is it 

important? BMJ 332:1536 

TESIS CON 48 

FALLA DE ORIGEN 



26.- Mata, R., Calzada, F., Navarrete, A , del Río, F. , Delgado, G. (1991). long­

chain phenoIs from the baf1( of Amphypterigium adstringens. J. 

Etnopharmarcology 43:147-154 

27.-McKeIvey-Martin, V., Green, M., Schmezer, P., deMeo, M., CoJlins, A 

(1993). The single gel eIectrophoresis assay (comet assa): a Ewopean reYiew. 

Mutation Research 288:47-63 

28.-Miyamae, Y., Yamamoto, M., Sasaki, Yu., Kobayashi, H., Miyuki, I.S., 

ShimoOO, K, Hayashi, M. (1998). EvaIuation of tissue homogenization 

technique the isoIates nudei for lile vivo single gel eIecSophoresis (comet) 

assay: a c:oIaborative study by he Iaboratories. Mutation research 418:131-140 

29.- Navarrete, C.,(1982). Estudio quimico Y pruebas ~ a la 

corteza de Juliana adstriilgens. Tesis profesional FESLUNAM 

30.- OIiYe, D.(1995).FadoIs ~ ADN migralion individual c:eI StqeEd 

to gef etedroforesis. Mutation Research 339:643-052 

31.- 0IiYe. P., BanaIl,R, McCoy, M. (1994). Ou-acing. heterogenety in 

radiaIion-induc ONA damage and repair in tumor and normal ceI using comet 

assay. Radial Res. 122:86-94 

32.~, O., Martínez, V., Sato, H., Solares, A (1999) Phytochemical study 

of cuachaIaIate ( Amphiptefygilm adsDagellS Schiede el( ScheIecN) J . of 

EtnopharmacoIogy 68: 1 09-113 

33.-Plantas que curan (2000). Enciclopedia de las plantas que curan.. EdiDiaI 

Planeta 855 pp. 

34.-Renehan,M A, Booth, C., PaUe, C. (2001). What is apoptosis and why is it 

important? BMJ 332:1536 

48 



,'STA TESI~ NO SAU. 
OE lA BIBI10TECA 

35.- Rosas, AH. (2000). Análisis fitoquimico de Cytocarpaprocera HBK y 

AmphipterygUn adstringens. Schiede ex Schecht. Tesis de maesbia Colegio de 

Posgraduados de Chapingo. Instib.*> de RecYsos NaUaIes.. EstIdo de 

México. 3-19 

36.-Roser,S., PooI-zobel, B., Rechkemmer, G. (2001). Conribution ~ apoptosis 

responses in the comet assay. Mutation Research. 497:16~175 

37.-Singh, N., McCoy, M., Iice, R, Schiaeider, E. (1998)- A sampIe lechllique 

for quantification d Iow leYeIs of DNA damage in individual ceII. Exp. CelI. Res. 

175:184-191 

38.- Sdunb, W., StterlieId, R, Wentworth, L (2000). Hydrogen peroxide. 

ReinhoId PubIising Co. New YOIit 

39.-Tamayo, F. (1997). Fundamentos de IrvnunoIogra. UNAM 791pp 

40.- van EngeIand, M., Ramackers, F., SchuIIe, B & ReuIeIingspeIge,C. 

(1996). A novel assay lo meas..-e Ioss af plasma membrane asimmetry during 

apoptosis ~ adherent oeI in aJIwe. ~. 24: 131 

41.-Vrzoc, M., Petras, M. (1996)Compara1ion ~ the three power suppIies used 

for the single cea gel assay. ErMron.. Malee. MuIag 28:14&-157 

42.- Wang, J., Quian, B., 8ei, L (1997). OetE ction ~ DNA damage in peripheral 

Iyrnphocytes by 7 compounds l&1g c:cmet assay. Ztu1gguo YouIi; Xuebao 

18:451-454 

43.-WytIie, A., Morris, RG., SmiIl, A., DooIop, D. (1998).Ctwomatin deawage in 

apopb;is: assodation wiIh condensed ct.omatin morphoIogy and dependece 

« .--Wu, M., Ping, H.F., Filer, O. (2003) Apoptosis:MoIecuIar mechanisms. 

EncycIopedia ~ l..ife Sciences hIIp:/Iwww.els..netIeIs 

49 



45.- Youchi, M., Mika, Y., YU.F, S., Hiroshi, K., Miyuki, I.S., Kayoko, 

S.(1997).Evaluation of a tissue homogenization technique that isoIates nuclei 

for the in vivo single ceII gel eIedroforesás (comet) assay: a c:oIIaIxlrMe study by 

five labocatOlies. Mutation Research. 418:131-140 

46.- Yun-BoI, H., Chi, S., Shimouri, T.(1996).ProgIanvned <:el deaIl. PIenum. 

Press. New York.1794pp 

50 


	Portada
	Índice General
	Resumen
	Capítulo 1. Introducción
	Capítulo 2. Objetivos
	Capítulo 3. Materiales y Métodos
	Capítulo 4. Resultados
	Capítulo 5. Discusión
	Capítulo 6. Conclusiones
	Capítulo 7. Referencias



