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RESUMEN

El fruto de tuna asi como el nopal han sido alimentos tradicionales del pueblo mexicano
desde tiempos prehispanicos; recientemente ha surgido un gran interés cientifico con
respecto a valor nutricional y los beneficios que se le han encontrado hacia la salud,
esto debido a €l contenido de vitaminas, carbohidratos, proteinas, grasas y minerales
ofreciendo una alternativa que puede aumentar e consumo de esta fruta y por
consiguiente contribuir a una dieta més saludable; ademés de los nutrientes
mencionados, la tuna presenta otros es compuestos que son de igual importancia y
contribuyen a su posible impacto en la salud humana, entre |os que podemos mencionar,
alas betalainas, a carotenoides, a flavonoides y algunos compuestos fendlicos (CF); es
decir compuestos con alto potencial antioxidante. En la presente investigacion se evaluo
el efecto antioxidante del jugo tuna utilizando la técnica DPPH, en donde se analizaron
3 variedades de jugo de tuna (roja-purpura, blanca-verde y amarilla-anaranjada) a
concentraciones de 250, 500, 750, y 1000 mg/mL.

Los resultados indicaron que el jugo de tuna roja-purpura (JTRP) en todas las
concentraciones fue el que presenté mayor capacidad parainterceptar radicales libres en
comparacioén con el testigo positivo que fue e 2,2-difenil-1-pricrilhidracil. Dicho
resultado permitio elegir que variedad de jugo de tuna que era mas factible para realizar
el ensayo de micronlcleos (MN) en ratén, con la finalidad de analizar el potencial
genotoxico y antigenotoxico, de esté modo los resultados favorecieron a los JTRP a
concentracion de 1000, 750, 500 y 250 mg/mL. En el ensayo biol 6gico este tipo de tuna
no es un agente inductor de MN, ni con capacidad citotoxica, por el contrario, puede
reducir el numero de eritrocitos policromaticos micronicleados (EPCMN). En este
sentido se observd, que JTRP en una dosis de 25 mL/Kg de peso corporal de ratén
(dosis que corresponde a la concentracion de 750 mg/mL) presentd el mayor efecto
antigenotdxico contra el metil metanosulfonato (MMS) a las 48h de tratamiento,
observandose un efecto protector de aproximadamente el 87%. Con respecto a las otras
dosis (16.5y 8.3 mL/Kg) se observé que ambas presentan un efecto antigenotoxico alas
48h que corresponde a un efecto protector de aproximadamente el 44%. En relacién al
efecto anticitotdxico del JTRP se observa que las dosis de 25 y 16.5 mL/Kg fueron las
de mayor potencial para proteger a las células de la medula 6sea del dafio ocasionado
por el MMS. Nuestros resultados indicaron que la especie roja-purpura de tuna es la que

mayor guimioproteccion presenta lo que sugiere realizar mas estudios para confirmarlo.

v
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[1l. INTRODUCCION

En los Ultimos afios, se ha incrementado la inquietud por estudiar diferentes productos
naturales que puedan ayudar al bienestar general en los humanos desde el aivio de
enfermedades pasajeras (como la gripe) hasta enfermedades crénico degenerativa como
el cancer (Zourgui y col, 2009).

Con respecto a los productos naturales que mas se han estudiado, se pueden mencionar
aquellos relacionados alatoronja, alanaranja, alauva, a arandano e indiscutiblemente
a las cactéceas; este Ultimo grupo ha tenido un impacto relevante como plantas de
ornamento, como fuente de alimento y para la produccién de forrge. Dentro de las
cactéceas mas usadas en nuestro pais se encuentra el nopal, €l cual es una planta que
desde nuestros antepasados se utilizo en el aspecto medicinal para diferentes mal estares,
como tratamiento del dolor y la inflamacion, control de la diarrea 'y disminucion de la
tos (Meriny col, 1987; Zou y col, 2005); también se ha utilizado su fruto, la tuna, ala
cual sele haatribuido la capacidad para disminuir lafiebre.

La tuna era utilizada por los aztecas como alimento, colorante y fruto medicinal;
algunos estudios muestran a la tuna como una fuente importante de compuestos
fendlicos (CF), capaz de prevenir enfermedades inflamatorias, cardiovasculares y
crénico-degenerativas (como cancer, diabetes mellitus y atero esclerosis). Entre los
compuestos que se han logrado identificar se encuentran los carotenoides, betalainas,
flavonoides y algunas vitaminas como la E'y C (Zou y col, 2005). Datos recientes han
puesto de manifiesto que la tuna contiene un alto valor nutricional debido ala presencia
de sus vitaminas, de sus antioxidantes y de sus minerales (Ca**, Fe**, y P) (Stintzing y
col, 2005; Tesorierey col, 2005).

Por estos motivos, esta investigacion esta encaminada a identificar la capacidad del
jugo de tuna para interceptar radicales libres y comprobar su capacidad
guimioprotectora producida por un agente alquilante como lo es e  metil
metanosulfonato (MMS).
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V. MARCO TEORICO

4.1 IMPORTANCIA TERAPUETICA DE LA PLANTASY SUSFRUTOS

De los més de 170 paises que existen en el mundo, doce son considerados los de mayor
diversidad en cuanto a plantas y frutos, dentro de este pequefio grupo de paises, se
encuentra México ocupando el 4° lugar después de Brasil, Colombia y China. Esta
situacion se manifiesta en la rica tradicion ornamental asi como en el uso de diferentes
plantas medicinales, especificamente, nuestro pais ha aportado muchas especies de
plantas y frutas, que han sido motivo de estudio por tener la capacidad de disminuir
malestares y/o enfermedades (Guzman y col, 2005), dentro de estas se puede mencionar
al orégano que ha mostrado propiedades antimicrobianas y un buen potencial
antioxidante; ademas existen algunos informes sobre su efecto antimutagénico y
anticarcinogénico. (Arcilay col, 2005). Otro fruto muy estudiado es la naranja ya que
por su mezcla compleja de macro y micronutrientes (vitaminas, polifenoles y minerales)
también ha mostrado una buena capacidad antioxidante (Franke y col, 2005). Estudios
realizados en el 2004 indicaron que la toronja tiene poder antioxidante, un efecto
antitumoral e inhibe el cancer de mama en ratas hembras (Alvarez y col, 2004). Asi
mismo, €l arandano ha sido motivo de estudio durante los Ultimos anos por sus
propiedades hipoglicemicas, antiinflamatorias, vasodilatadoras, hipolipidemicas y
antioxidantes (Canter y Edzard, 2004).

En el caso de las cactaceas, las cuales son plantas ornamentales donde se centra €l
objetivo de esta investigacion, se conoce que tienen un ato contenido de proteinas,
carbohidratos, mineralesy vitaminas, por |0 que, en nuestro pais son utilizadas ademas
de alimento, como fuente medicina ya que reducen los niveles de colesterol, regulan la
presion arterial, controla la acidez géstrica, disminuyen la patologia ocasionada por
Ulceras, fatiga, glaucomas, fragilidad capilar, dolores reumaticos y heridas de piel
(Gurrieri y col, 2000).

4.2HISTORIA DE LASCACTACEAS
Desde la época prehispanica, las cactéceas se han utilizado como fuente de alimento, de

bebida, materia prima para la obtencién de medicinas y para la construccion de

viviendas, han servido para la elaboracion de mantas y herramientas;, tal fue su
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importancia que algunas especies de cactaceas llegaron a ser consideradas deidades
(Anaya, 2003).

Documentos del siglo XVI, como son el Cdédice Florentino (Sahagun, 1982) y la
Historia de las Plantas de Nueva Espafia (Hernandez, 1946), mencionan €l
conocimiento de los mexicas sobre las especies de cactéaceas, incluida el nopal. Ellos las
diferenciaban por €l color de laflor y e fruto, y en algunos casos por |la presencia de
espinasy laformade su fruto. En el caso del nopal, los Mexicas o denominaron nopalli
y a las tunas dulces se les llamaba nochtli y a las &cidas xoconochtli; también
diferenciaron las formas silvestres de las cultivadas, |lamandolas tenopalli o
azcanochtli.

Taxonomicamente, el nopal es conocido como Opuntia Picus-indica, nombre que
proviene de un antiguo pueblo de origen griego, en donde el cientifico Tournefort
observé una planta con espinas 'y la denomind Opus u Opuntia. Las especies de nopalli
mencionadas en el codice floren pertenecen a Opuntia amyclaea, O. ficus-indica, O.
Megacantha, O. Sreptacantha'y O. imbricata (Martinez y Baragjas, 1991; Anaya, 2003),
Actualmente, se sabe que en México existen aproximadamente 300 especies del género
Opuntia; Bravo (1978) registré 104 especies y variedades y debido a que estas especies
varian en gran medida a las condiciones ecolégicas, la taxonomia del nopal se ha
complicado. Sin embargo, Corrales (2003) elabor6 una clasificacion que tal vez no sea

lamejor pero eslamasidonea (Cuadro 1) (Reynoldsy Arias, 2003).

La tuna con més de 25,000 afios de existencia, ayudd a los primeros pobladores de
América a subsistir proporcionandoles alimento, medicinay su cascara sirvio de forrgje
para animales silvestres y domésticos. Se convirtié en un producto de gran tradicion y
simbolo alo largo de la historia de nuestro pais, pues esté presente en €l jeroglifico dela
gran Tenochtitlan. Los Mexicas apreciaban mucho a las tunas ya que se las podian
comer curdas y cocidas, también las utilizaban para disminuir la fiebre, aliviar ulceras,
para mitigar €l calor excesivo, como agente astringente y antidiarreico (Laray Mérquez
1996; Anaya, 2003). Excavaciones realizadas en donde existio la ciudad de Tenochtitlan
permitieron encontrar semillas carbonizadas en buen estado, lo que facilité la

identificacion de 10 especies de tuna (Anaya, 2003).
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Cuadro 1. Taxonomia del Nopal

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntieae
Género Opuntia
Subgénero Opuntia
Especie O. ficus-indica
Nombre Opuntia ficus
binomial indica
Nombre vulgar Nopal

(Corrales, 2003)

Tanta es la importancia de la tuna que aparece como parte del simbolo de la fundacion
de Tenochtitlan, en el escudo nacional y en el de la ciudad de México (Aguilar y Pérez,
2004); es por eso que se dice que es de origen mexicano, y se cree que Colén lo pudo
haber Ilevado a Europa, y los mismos espafioles lo diseminaron en América y parte
Europa; los moros lo llevaron a norte de Africa y los portugueses lo introdujeron en
Brasil, Angolay la India (Floresy col, 1995).

4.3 DESCRIPCION E IMPORTANCIA DE LA TUNA

Las tunas son bayas esféricas, cilindricas o elipticas, frecuentemente presentan color
amarillo pdlido a rojo purpura, y en ocasiones se han observado combinaciones de
amarillo/verde o amarillo/rojo. Son frutos polispérmicos, carnosos, cubiertos por
espinas finas de 3mm de longitud; su tamaio es de 7 a 9cm de largo, con
aproximadamente 6¢cm de ancho y con un peso de entre 86 a 146g; anatdmicamente las
tunas pueden ser en forma no umbilicado hasta profundamente umbilicada (parte de la
tuna que se une con el nopal), con el umbilico de 3 a 8mm de profundidad. La céscara

esta formada por una pared delgada (2 a 4mm de grosor) y la pulpa es del mismo color
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gue la cascara, es carnosa, jugosa, y de ligeramente a muy dulce (12.4-15.5 °Brix). Las
semillas son lenticuladas a elipsoidales, con un humero aproximado de 188 a 335 por
tuna (Felker e Inglese, 2003; Reyesy col, 2005)

En épocas de fructificacion atraen a las aves y mamiferos que se alimentan de ellas y asi
se mantiene la diseminacion de las semillas; bajo la accidn de los écidos digestivos y
una vez eliminada en el excremento de los animales, pueden germinar hasta la
formacion de nuevos nopales. Cuando madura la tuna, los funiculos de los 6vulos se
Ilenan de azlcares, asi como de otras substancias nutritivas y son los que constituyen la
pulpa comestible y dulce, una vez madura queda adherida al cladiodo durante 2 6 3
meses. Normalmente, la maduracién de | as diferentes especies de tuna dulce se daen los

meses de junio a agosto extendiéndose hasta finales de octubre (Filardo, 2001).

Actualmente la industrializacién de la tuna es muy promisoria, ya que son diversas las
alternativas, se ha propuesto la elaboracion de frutas glaseadas, dulces, mermeladas,
caramelo liquido, pulpa para helados y yogurt, bebidas alcohdlicas, vinagre y jugo
natural, gasificado y saborizado; en agunas regiones de América se fabrican productos
en forma artesana como la fruta en amibar, pasas y arrope. De la tuna se pueden
obtener mucilagos, pectinas, celulosa, colorantes, aceite comestible de la semilla, y
azUcares (glucosa y fructosa) que se pueden emplear para la produccion de proteina
unicelular, acohol, aguardiente y jarabes fructosados (aditivos edulcorantes o
espesantes) para la industria alimentaria (Flores y col. 1995). En general, la tuna se ha
usado como fruto medicina ya que se la ha atribuido capacidad como diurético,
descongestivo, antidiabético y antitusivo. En México se consume la tuna &cida para
disminuir los niveles de azlcar y el colesterol de la sangre. Diversos estudios han
sugerido otras importantes propiedades medicinales dentro de las que se incluyen

anticancerigeno, antiinflamatorio, antiviral y antioxidante (Reyesy col, 2005).
4.4 PROPIEDADESNUTRICIONALESY QUIMICASDE LA TUNA
El buen contenido de vitaminas, carbohidratos, proteinas, grasas y minerales (Cuadro 2)

ofrece una alternativa tecnoldgica que puede aumentar el consumo de esta fruta y por
consiguiente contribuir a una dieta mas saludable (Saenz y Sepulveda, 2001).
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Cuadro 2. Andlisis quimico de lapulpay del jugo de tuna

Deter minacion Pulpa de Tuna (g/100q) Jugo de Tuna (g/100g)
Humedad 84-90 88
Proteina 0.2-1.6 0.5
Grasa 0.09-0.7 0.5
Fibra 0.02-3.1 0
Ceniza 0.3-1.0 0.2
Carbohidratos 10-17 10.8
mg/100g mg/100g
ca’ 12.8-59 18
Fe™ 0.4-15 0.42
P 15-32.8 20.55
Mg? 13-63 25

(Filardo, 2001, Piga, 2004).

Ademas de | os nutrientes mencionados, la tuna presenta otros es compuestos (Cuadro 3)
gue son de igual importancia y contribuyen a su posible impacto en la salud humana,
entre los que podemos mencionar, a las betalainas, carotenoides, flavonoides y algunos
CF, que en conjunto se denominan fitoquimicos (Saenz y Sepulveda, 2001).

4.5 PRINCIPALES PROPIEDADES DE LOSFITOQUIMICOSDE LA TUNA

Los fitoquimicos son compuestos que tienen efectos benéficos parala salud y se pueden
encontrar en practicamente todas las verduras y frutas, incluyendo a la tuna (Aponte y
col, 2008). En este caso, tanto el fruto mismo como su cascara son una fuente
importante de tales componentes, los cuales aumentan €l valor nutricional de la fruta,
incrementan el su consumo, propician una dieta mas saludable y favorecen el disefio de
nuevos alimentos funcionales (Séenz, 2004). La tuna, ademés de los fitoquimicos,
contiene fibra dietética constituida por diferentes componentes, destacando la celulosa,
la hemicelulosa y la lignina por su propiedad de ser resistentes a las enzimas digestivas
(Spiller, 1992; Periago y col, 1993). Estas fracciones de fibra tienen efectos fisiol 6gicos
distintos, ya que asocian con la reduccién de los niveles de glucosa y de colesteral,

actlan en la estabilizacién del vaciamiento gastrico, tienen la capacidad de retener agua
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(aumento del peso de las heces), favorecen el intercambio i6nico, la absorcion de &cidos

biliares, minerales, vitaminas y otros nutrimentos; es por eso gque la tuna se consume

generalmente con todo y semillas ya que estas aportan una interesante cantidad de fibra.

Mufoz y col (1995) han informado sobre las cantidades variables de fibra en tuna, en

donde mencionan que esto depende de cada especie, para Opuntia streptacantha es de

2.73% Yy para O. ficus- indica 11.38% (Saenz, 2004; Séenz y cols., 2004).

Cuadro 3. Andlisis quimico de trestipos de tuna

Componente Pulpa Amarilla | PulpaPurpura | PulpaVerde
Flavonoides (ug/100g) 2.7 3.7 21
Carotenoides(j1g/100g) 1.48 3.47 1.45

A — Caroteno 0.08 0.16 0.06

B — Caroteno 12 3.9 1.25

Licopeno 0.18 0.27 0.12
Fitoflueno 0.02 0.03 0.02
Betalainas (mg/L) 82.9 626.1 0.5
Betaxantinas 76.3 195.8 0.4
Betacianinas 6.6 431 0.1
Vitamina C (mg/L) 70.2 95.4 51.1
Vitamina A (Ul) 41 41 41
Total Vitamina E (pg/100g) 115 1115 114

a — Tocoferol 69 68.5 67

& — Tocoferol 16 14 5

y — Tocoferol 30 29 32

Compuestos Fendlicos (mg/L) 247 660 242

(Mercado, 2004; Stintzing y col, 2005; Tesorierey col, 2005).

La mayoria de los fitoquimicos presentes en la tuna destacan por potencial antioxidante,

es decir, por su capacidad parainterceptar radicales libres. A continuacién se mencionan

las principales propiedades de | os fitoquimicos presentes en la tuna:
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4.5.1VitaminaC

También llamado &cido ascoOrbico, es una querolactona con diversas actividades
fisiologicas, una de ellas es actuar como cofactor de multiples enzimas implicadas en la
sintesis de coladgeno, carnitina, catecolaminas, hormona antidiurética, oxitocina,
colecistocining, y en el metabolismo de algunos medicamentos. Ademas ayuda a la
proteccion de la p-fenil-pirdvico-oxidasa, estimula la sintesis de componentes de la
matriz intercelular, es antioxidante, favorece la absorcion intestinal del hierro y tiene

accion moduladora del sistemainmune (Diaz y col, 1994).

4.5.2 Vitamina A

Compuesto fendlico ligeramente amarillo denominado retinol; suele encontrarse en
forma de ésteres retinil de cadena larga'y una vez que es metabolizada se activa a un
aldehido (retinal) y al &cido retinoico, es por esto, que casi €l 90% de la vitamina A en
el cuerpo se encuentra almacenada en el higado. El resto se deposita en la grasa,
pulmones y rifiones; ayudando a mantener y reparar |os tejidos corporales, a favorecer la
resistencia a las infecciones, a desarrollar y mantener el sistema nervioso, funciona
como antioxidante, produce la pUrpura visual necesaria para la vision nocturna,
interviene en el crecimiento 6seo y es necesaria para la diferenciacion de células basales

en células epiteliales de las mucosas (Ruano y col, 2006).

4.5.3 Vitamina E

Compuesto liposoluble que protege la parte lipidica de las células, especiamente la
membrana celular, esta vitamina agrupa a una serie de 8 compuestos fendlicos llamados
tocoferoles y tocotrienoles subdividiéndose cada uno en a, B, y y o todos ellos
sintetizados por las plantas. El a-tocoferol es la forma mas ampliamente distribuida y
activa en el ser humano mientras que el B-tocotrienol es el menos activo. La vitamina E
participa en laformacién de glébulos rojos y fibra muscular, tiene una potente actividad
antioxidante ya que inhibe la oxidacién de congtituyentes celulares como las
lipoproteinas de baja densidad (LDL); previniendo o retrasando enfermedades
cardiacas, también protege contra el cancer estimulando funciones inmunitarias e
induciendo apoptosis, tiene la capacidad de bloquear carcinégenos que provocan dafio
cromosomico, lo cua se ha demostrado tanto in vitro como in vivo (Arvizu y Yahia,
2007; Singhay col, 2008).
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4.5.4 Betalainas

Las betalainas son polifenoles, las més abundantes son las betacianinas (rojas) y las
betaxantinas (amarillas), ambas se consideran alcaloides derivadas de la tirosina,
fundamentalmente con un nicleo de acido betalamico; estos compuestos pueden ser
encontrados en el betabel, remolacha, tuna y otros mas. Entre las actividades
terapéuticas con las que se le relacionada esta su potencia antioxidante,
antiinflamatorio, antimalarial, y actividad antitumoral; infiere directamente en la
resistencia a lesiones hepaticas, al igual disminuye la presion sanguinea, también ayuda
en afecciones de piel y ala proteccion de los rayos UV (Svenson y col, 2008; Castellar
y col, 2008).

4.5.5 Flavonoides

Comprenden un amplio grupo de compuestos polifendlicos que aparecen de forma
espontanea en casi todas las plantas superiores. Poseen un origen biosintético comun y,
por ese motivo, un mismo elemento estructural basico con diferentes grados de
oxidacién, dando lugar a las distintas familias estructurales (flavonas, flavonoles,
flavanonas, catequinas, antocianos, isoflavonas, chalconas y auronas). La mayoria de
los flavonoides se encuentran en forma de heterdsidos, y entre |os azlicares que entran a
formar parte de su estructura se incluyen la D-glucosa, la L-raminosa, la glucoraminosa,
la galactosa y la arabinosa. La presencia generalizada de los flavonoides en los
alimentos implica su consumo regular en una dieta normal, aunque varia la cantidad
diaria dependiendo de los hébitos dietéticos de una poblacion determinada (Hertog y
col, 1993; Borrella y Fontoura, 2002; Martinez, 2002; Pérez, 2003). Estos inhiben la
carcinogénesis por reduccién de los niveles poliaminas, estas ultimas estén presentes en
todas las células ya que ayuda al crecimiento de y proliferacion celular. Asi mismo

favorecen los efectos de la vitamina C (Fukuday col, 1997).

4.5.6 Carotenoides

Estructuralmente son tetraterpenos derivados de la union de 8 unidades de isopreno que
origina un esqueleto de 40 &omos de carbono, en general se clasifican en dos grandes
grupos: carotenos (estrictamente hidrocarburos) y xantofilas; los carotenos afa, betay
gama son los mas importantes debido a que protegen a las membranas celulares y tienen
importantes funciones relacionadas con las salud de nuestros 0jos y mucosas, también

fortalecen e sistema inmunolégico y ayudan a prevenir las enfermedades
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cardiovasculares; algunos estudios han mostrado que |os carotenoides inhiben la accion
mutagénica de diversos carcindgenos y previenen la transformacién oncogénica
producidas por la luz ultravioleta, por lo que su impacto mas relevante se enfoca a su
capacidad antioxidante (Madrigal y Viveros, 1996; Sanchez y col, 1999; Slattery y col,
2000).

4.6 QUIMIOPREVENCION

El termino quimiprevencion expresa el intento deliberado de frenar o revertir el proceso
de las células premalignas hacia la malignidad; esta estrategia para prevenir €l cancer es
una aternativa diferente a la quimioterapia la cual contiene los siguientes fundamentos,
gue las etapas del proceso carcinogénico, especialmente lainiciacion y la promocion, se
han podido modificar en sistemas in vitro. Otra es que |os compuestos pertenecientes a
distintas familias quimicas como las vitaminas, iones metdlicos, fenoles, tocoferoles,
tioles y proteinas han mostrado propiedades antimutagénicas y/o anticarcindgenicas. Y
por ultimo las evidencias epidemioldgicas y experimentales indican que los agentes
guimicos ambientales, incluyendo los factores dietéticos, un importante papel en e
desarrollo del cancer (Madrigal y Viveros, 1996).

Los agentes quimiopreventivos se agrupan en tres partes de acuerdo a su accién; los
inhibidores de proliferacion celular, que actan a reducir la actividad enzimatica o
estrogénica; los agentes bloqueadores de la carcinogénesis, que incluye a compuestos
inductores de la actividad de enzimas carcindgeno-desintoxicadoras como es €l caso de
la glutation S-transferasa; y los antioxidantes cuya actividad principal se refiere a la
interaccion con los carcindgenos, de manera gque interfieren con sus sitios electroliticos

o rompen radicales libres (Madrigal y Viveros, 1996).

4.7 RADICALESLIBRESY ANTIOXIDANTES

Los Radicales Libres (RL) son moléculas que en su estructura atGmica presentan un
electron no apareado (aquél que ocupa una orbita atdbmica o molecular por si mismo),
pueden existir de forma independiente y que, debido a la inestabilidad de su
configuracion electronica, son generalmente muy reactivos. Esta reactividad es la base

de su toxicidad y de su cortavida media (Mitjavilay col., 2001; Bootsy col., 2008).
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La generacion de RL no se ha de relacionar siempre con su toxicidad debido a que la
funcion que desarrollan presenta dos caras opuestas, por un lado actGan como
mediadores y reguladores a concentraciones fisiologicas, mientras que a
concentraciones elevadas pueden actuar como potentes oxidantes citotoxicos. La
produccion de RL ocurre como un subproducto del metabolismo oxidativo celular,
particularmente en el higado, dicho metabolismo aumenta con la ingesta de los
alimentos, presencia de toxicos o cualquier otro agente externo capaz de provocar €
llamado estrés oxidativo. De todo €l conjunto de ROS los primeros que se forman in
vivo son € stiperoxido (O), € radical hidroxilo (OH") y el peroxido de hidrogeno
(H20,) (Gutiérrez, 2007).

Los efectos dafiinos de los RL estan controlados en el organismo humano mediante un
amplio espectro de antioxidantes de origen enddgeno (como la glutation, albumina,
transferrina, ceruloplasming, haptoglobulina, hemopexina, é&cido Urico, bilirrubina,
albumina) asi como de origen exdgeno que se consumen a través de la dieta como son
vitaminas, carotenoides, iones metalicos y CF (Gutteridge, 1995; Ballester y Honores,
1996). Dependiendo de su mecanismo de accién los antioxidantes se clasifican en
primarios, secundarios o terciarios. Los primarios impiden la formacién de radicales
libres (como los quelantes de metales de transicion), en el segundo caso, tenemos a los
interrumpen la reaccion de propagacion (como los tocoferoles 'y el &cido ascérbico) y/o
los que desplazan a las especies reactivas de oxigeno (como los carotenoides, glutation
y la mayoria de enzimas antioxidantes); finalmente, los terciarios son aquellos que
reparan el dafio causado a las RL o eliminan aguellas moléculas que se han estropeado
(Kumpulainen y Salonen, 1999).

Muchos compuestos antioxidantes presentan un solo mecanismo de accion, pero otros
como por gemplo los CF pueden tener acciones combinadas. Los compuestos fenolicos
estabilizan los radicales libres a ceder un hidrogeno de sus grupos hidroxilos,
formandose un puente de hidrégeno entre dos grupos cercanos. El grado de actividad de
los CF y de otros muchos antioxidantes, esta relacionado con el nimero de grupos
hidroxilo que posee la molécula (Filipe y col, 2001; Fuhrman, 2000; Ramon y col,
1996; Bravo, 1998). Cabe destacar que dentro del organismo debe existir un equilibrio
entre la concentracion de RL y los mecanismos protectores, ya que si este se altera
pueden dafarse diferentes moléculas, incluyendo al material genético (Nordmann,
1993).

11



Garcia Melo L.F.

48 EL MATERIAL GENETICO

El material genético es laentidad que contiene lainformacién a partir de la cual, todos 'y
cada uno de los seres vivos del planeta desarrollan sus rasgos de acuerdo a su especie;
de manera que todas las caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas de los organismos
dependen de su constitucion genéticay de su interrelacion con el ambiente en donde se
desarrollan (Hernandez, 1996; Lantiglia, 2004). Las células contienen dos copias del
material genético completo, por consiguiente cuando la célula se divide, el materia se
organiza en una serie de estructuras [lamadas cromosomas. Cada cromosoma posee una
contraparte que tiene & mismo largo y forma (con excepcién de aquellos que
determinan el sexo) y ambos contienen la informacién genética del mismo rasgo, sin
embargo, uno deriva del padrey el otro de la madre (Lisker, 2001).
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Figura 1. Estructura del DNA
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Los cromosomas estédn formados por acido desoxirribonucleico (DNA) e histonas que
son moléculas proteicas; el DNA contiene lainformacién genéticay las histonas juegan
un papel importante en los mecanismos de regulacion génica (Lisker, 2001); el acido
desoxirribonucleico esta constituido por cadenas de nucledtidos (Figura 1) y cada uno
de ellos esta constituido por tres diferentes componentes; un grupo fosfato, un azlcar

(en este caso, la desoxirribosa) y una base nitrogenada (BN) (Repetto, 1997) .

49 TOXICOLOGIA GENETICA

La toxicologia genética se refiere a estudio de las causas y mecanismos involucrados
en la expresion del dafio al material genético, el cual como se menciond en los parrafos
anteriores, a estar constituido por bases nitrogenadas (puricas y pirimidicas) es
susceptible a ser alterado por sustancias extrafias con accion directa o indirecta como
pueden ser los mutagenos (Klassen, 2008 y Brusick, 1990). Se puede decir que es una
disciplina cuyo objetivo es estudiar las mutaciones inducidas por agentes fisicos,
guimicosy bioldgicos, e identificar las interacciones y mecanismos de accién, asi como
la manera en que se pueden evitar dichos danos (Cuencay Ramirez, 2004).
En este sentido, es conveniente mencionar que una mutacion se refiere a cualquier
cambio en uno o varios pares de BN que pueden provocar alteraciones en la estructura o
en el nimero de cromosomas y por consiguiente danos notables en la conformacion
estructural del DNA (Snustad, 1997; Nelson y Cox, 2000). Los cambios puede incluir
una porcion tan grande de un cromosoma que sea visible al microscopio o pueden ser
tan pequefias (submicroscopicas) como alteracion en unasolaBN (Lisker, 2001).
Solari (1999) y Gardner (2003) organizaron las alteraciones del material genético en
funcion del lugar y de la manera en que se presentan, clasificandolas de manera genera
en:
e Somaticas.- Cuando el cambio solo afecta a soma del individuo y por tanto no
se transmitira a su descendencia
e Germinales: Cuando puede ser transmitida por los gametos a la descendencia,
perpetudndose en la especie y originando individuos que llevan la mutacién,
tanto en sus células somaticas como en las lineas germinales.
e Cromosomicas o génicas. Aquellas que afectan a numero y/o estructura de los

cromosomas 0 alos genes (Solari, 1999).
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e Esponténeas: Aquellas que se presentan sin causa conocida; pueden ser
realmente espontaneas, las que resulten de un bajo nivel de errores metabdlicos
inherentes, es decir errores durante la replicacion del DNA, o bien que sean
causadas por mutégenos presentes en el medio ambiente.

e Inducidas: Aquellas producidas directa o indirectamente por el hombre o que
son resultado del uso frecuente de ciertos agentes con potencial mutagénico
(Gardner, 2003).

4.10 CLASIFICACION DE LOSAGENTESMUTAGENICOS

Tanto en la naturaleza como por accion del hombre de manera sintética o semisintética,

los agentes mutagénicos se han clasificado en fisicos, quimicosy bioldgicos.

a) Mutagenosfisicos
En esta categoria se incluyen principalmente radiaciones electromagnéticas que son
producidas por transiciones electronicas entre niveles de energia atomica (UV, Rayos
X), y por decaimiento radioactivo en los nicleos atdbmicos (como los Rayos y), asi
mismo, por radiaciones de particulas producidas en nicleos inestables con exceso de
neutrones (decaimiento beta) o por fisién nuclear (decaimiento alfa) cuyos productos

pueden ser: particulas a, particulas 3, neutronesy protones (Melts, 1991).

b) M utagenos biolbgicos
Esta categoria incluyen virus y bacterias; los méas conocidos son €l virus del papiloma
humano (VPH) que produce cancer cervical, el virus de Epstein-Barr que puede
ocasionar linfomas (como gemplo, el cancer de las células blancas) y los virus de la
hepatitis B y C que estén relacionados con el cancer de higado.

¢) Mutagenos quimicos
Este grupo es el mas extenso, ya que se conocen diversos productos quimicos tanto
naturales como sintéticos con dicha capacidad, dentro de los més relevantes se pueden
mencionar a
e Andogos de bases.- Aquellos que debido a su similitud estructural con las
BN pueden provocar errores en la cadena del DNA, provocando que la

replicacion sea ineficiente y dando como resultado errores de lectura que a
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su vez incorpora bases errdneas en la copia de DNA. Dentro de este grupo
tenemos al 5-Bromouracilo o la 2-Aminopurina que se incorporan en €
DNA ocasionando transiciones que generalmente estan relacionadas con AT
aGC (Von Borstel, 1986).

Agentes que reaccionan directamente con e DNA.- Son aguellos que
ocasionan cambios quimicos en las bases nitrogenadas provocando un
apareamiento incorrecto. Como es el caso del &cido nitroso (HNOy), el cual
desamina a la adenina a hipoxantina y la citosina a uracilo (por lo que la
hipoxantina se aparea con la citosina;, uracilo con adenina) produciendo
transiciones AT ----> GC y/o GC ----> AT. Otro caso muy frecuente, es €l
de la hidroxilamina (NH,OH) que reacciona con la citosina donde el grupo
amino es reemplazado por un grupo hidroxilamino por lo que provoca que la
citosina se aparee con la adenina produciéndose transiciones GC ----> AT
(Van Zeeland y cols., 1995)

Agentes intercalantes.- Son moléculas planas que se insertan entre dos pares
de bases de la cadena de DNA ocasionando su separacion durante la
replicacion. Esta conformaciéon anormal puede conducir microinserciones o
microdeleciones en e material genético, originando mutaciones por
corrimiento de lectura; las acridinas 'y el bromuro de etidio son un gemplo
claro de este tipo de agentes (Van Zeeland y cols., 1995).

Agentes aquilantes- Son considerados carcinGgenos, mutégenos,
teratogénos e inmunosupresores. Este tipo de agentes al interaccionar con €l
material genético, frenalareplicacion y por ende la division celular, ademéas
las mutaciones ocasionadas a las células pueden ser letales, siendo esta la
base para utilizarlos como agentes terapéuticos en procesos neoplasicos
(Hernandez, 1996). Estos agentes dan como resultado un dafio producido
denominado como alquilante, debido a que sustituyen un grupo alquilo,
amino o0 ceto por un aomo de hidrégeno en compuestos organicos,
preferiblemente el DNA, su principal efecto es un incorrecto apareamiento

entre las BN o la produccién de roturas espontaneas (Littley col, 1993).
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4.11 MECANISMOSDE ACCION DE LOSAGENTESALQUILANTES

Como ya se menciono, los agentes alquilantes se consideran las sustancias mutagénicas
con mayor potencia, ya que presentan mas de un mecanismo de interaccion con €l DNA.
Estos agentes tienen la caracteristica de formar electrofilos muy potentes como los
carbocationes u otros intermediarios que forman enlaces covalentes con sitios blancos
como los grupos fosfato, amino, sulfhidrico, hidroxilo, carboxilo e imidazol presentes
en las moléculas de los organismos (Sawicki y Sawicki, 1969; Kaina'y col 1993). En
general, su accion es relativamente cicloinespecifica, ya que pueden reaccionar con las
células en cualquier momento, incluso en fase G1; ya que los polinucledtidos son més
susceptibles a la alquilacion cuando sus estructuras se encuentran en situacion de
cambio o de despargamiento durante el proceso de replicacion. Por lo tanto, la
alquilacion seramas eficaz a final delafase G1ly enlafase S (Gardner, 2003)

Aunque son muchos los componentes celulares que sufren e proceso de alquilacién
(DNA, RNA, proteinas y membranas) y los grupos fosfato son preferentemente los que
interactdan con estos los agente, son las bases nitrogenadas las més afectadas (Little y
col, 1993). Por gjemplo, con la mecloretamina, la posicién mas activa es el nitrégeno 7
(N7) de la guanina. Su aquilacion produce importantes cambios en las propiedades
guimicas de la guanina; la carga positiva generada en el anillo imidazdlico, lo hace mas
|&bil, favoreciendo laforma de tautdmero endlico; como consecuencia, la guanina puede
mostrar preferencia por emparegjarse con la timina en lugar de hacerlo con la citosing;
para asi favorecer una hidrdlisis, desestabilizando locamente el DNA y realizando una
escision de la cadena; finalmente, puede abrirse el anillo imidazdlico ocasionando la
despurinizacion (Florez, 1997). También se ha relacionado un mecanismo en € que la
alquilacién ocasionada por estos agentes activan procesos de reparacion, lo cud
ocasiona transversiones y desfasamientos, ademas de dar una reparacion defectuosa
(Godman, 1996). Otro mecanismo consiste en transferir el grupo alquilreactivo al centro
activo de una cisteina, como ocurre en el caso de tener una 06-metilguanina-DNA-
metiltransferasa, que es una enzima presente en las células de mamiferos, lo cual reduce
la tasa de mutaciones puntuales, las aquiltransfereasa representan el principal
mecanismo de proteccion en contra de los agentes alquilantes (Hernandez, 1996).
Existen muchos agentes dentro de esta categoria, tales como las mostazas nitrogenadas
y sulfuradas, las nitrosaminas, €l etil y el metil metanosulfonato (EMSy MMS).
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412 METILMETONOSULFONATO

4.12.1 Caracteristicasfisicasy quimicas

Es un compuesto formado quimicamente por 2 moléculas de metano y 1 grupo sulfato
(Figura 4), es ligeramente soluble (a 25 ° C) en solventes poco polares, presenta un
punto de ebullicion de 203° C, estable en el medio ambiente, de forma liquida e
incolora. Sus usos principales son como catalizador en la elaboracion de polimeros, en
la aquilacion, en reacciones de edterificacion y en la investigacion sobre la
guimioterapia carcinogénica (IARC, 1999).

Figura 2. Estructura del compuesto metil metanosulfonato

4.12.2 Aspectosfarmacocinéticosy efectostéxicosdel MM S

Observaciones realizadas en humanos han indicado que la ingestion de MMS da como
resultado ndusea, vomitos, disminucion de la agudeza visual, y anormalidades en sangre
(Bateman y cols., 1966). En ratones, se ha observado que después de ser inyectados por
via intraperitoneal es absorbido répidamente por €l tracto digestivo, se distribuye en
pulmon, bazo, corazdn, epidermis, cerebro, testiculos, sangre y misculo esquelético
(Cumming y Walton, 1970), dependiendo de la dosis puede provocar edemas
pulmonares, linfomas, diferentes tumores siendo los mas comunes aquellos de medula
espinal, de piel, misculos y neurogénicos en la descendencia (Kleihues y col, 1972;
Swann y Magee, 1969); generalmente, es excretado mediante la via rena aunque
también hay antecedentes que se puede eliminar por sudor, €l cabello, heces fecales y
leche materna (IARC, 1999).

En relacién a su capacidad mutagénica, existen pruebas que indican que da positivo en
la prueba Ames y produce otras alteraciones mutagénicas tanto in vivo como in vitro
(Klethuesy col, 1972; Bateman y col, 1996). Esta plenamente establecido su potencial
carcinogénico, ya que produce tumores en las fosas nasales, en sistema nervioso, en

bazo, entre otros 6rganos, ademas de actuar como agente promotor de cancer de piel y
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de linfomas (Bateman y col, 1996). En células germinales y somaticas de roedores, asi
como en cultivos celulares induce aberraciones cromosomicas, rupturas de cadena
sencilla y doble. En Drosophila melanogaster ocasiona mutaciones ligadas a sexo
(IARC, 1999).

4.12.3 Mecanismos de accion del MM S

El MMS es un agente alquilante monofuncional con actividad neoplasica mutagénica 'y
es considerado un carcindgeno directo, es decir, no requiere de conversion metabdlica
para gjercer su efecto y alquilar al DNA. Generamente, se une a la doble cadena del
material genético en el N7 de la guanina y en el Nitrogeno 3 (N3) de la adenina,
produciendo compuestos como metil-guaninay metil-adenina (Figura 5).

Otras alteraciones que ocasiona el MMS sobre el DNA son las depurinaciones y

rompimiento de cadenas sencillas. En el DNA se forman sitios apurinicos y

apirimidicos, asi como enlaces fosfodiéster y entrecruzamientos en la doble cadena
(Madrigal y col, 1998).

o) CHy
\\S—O/
o'

Guanina MMS metilguanina acido metilsulfurico

Figura 3. Mecanismo de alquilacién del MM S con la guanina (Madrigal y Col, 1998).

413 EVALUACION DE LOS AGENTES CON POSIBLES PROPIEDADES
QUIMIPROTECTORAS

Debido a que desde hace tiempo se ha sugerido que el cancer tiene relacion con
alteraciones del material genético, en especial con las mutaciones, es justificable y
necesario €l desarrollo y el adecuado manegjo de sistemas de prueba que permitan
detectar la capacidad genotoxicay antigenotdxica de los compuestos; lo cua permitiria
confirmar la propiedad quimioprotectora de las sustancias. En este sentido, existen
diversas pruebas para evaluar la gendtoxicidad y antigenétoxicidad de las sustancias,

gue en general se han clasificado de la siguiente manera (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Clasificacion de los diferentes tipos de eval uacion quimioprotectora

Clasificacion de evaluacion Tipo de ensayo

Detecciones directas

Evaluacion de dafio y reparacion de DNA | Bacterianos

Para la reparacion de dafios en células

de mamiferos

De mutacion inversa (de Ames)

Evaluacion en células procariontes — - -
De mutacion transversa (resistencia a a

arabinosa)

Fungicos en mutaciones de genes

Con hongos para aneuploidias

Fangicos induciendo recombinacién
Evaluacién en células eucariotas no de

) En Planta
mamiferos
En Drosophila
In vitro para presentar mutaciones
Evaluacion en mamiferos In vivo en células sométicas

Transgeénicos

Medicion de los darios del DNA

M utaciones de genes
Mutagénesis en células germinales

Aberraciones cromosdmicas

M utaciones dominantes letales

Aneuploidias

Aberraciones cromosdmicas

Evaluacién citogenéticaen mamiferos | Microndcleos

I ntercambio de crométidas hermanas

Aneuploidia de células en mitosis

(Hoffman y Preston, 2008)
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4.14 IMPORTANCIA DE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS

4.14.1 Desarrollo eritropoyético

En el proceso de formacion de los gldbulos rojos o eritrocitos (Figura 6), se produce la
multiplicaciéon celular con un aumento progresivo de hemoglobina y una disminucion
del tamario nuclear hasta su completa desaparicion en la célula adulta (Guyton y Hall,
2001).

Proenitroblasto

w
Enritroblaste
basdfilo

w
Eritroblasto
policromatdhlo

l

Eritroblasto
ortocromatico

!

Reticulo

!

Eritrocita

Figura 4. Proceso de produccion de eritrocitos

La primera célula que puede identificarse como perteneciente a la serie roja es €
Proeritroblasto; con una estimulacion apropiada, se forma un gran nimero de estas
células a partir de las células madre CFU-E (unidad formadora de colonias de
eritrocitos); unavez que aparece el proeritroblasto, se divide varias veces més formando
finalmente muchos eritrocitos maduros; las células de la primera generacion se
denominan eritroblastos basofilos porque se tifien con colorantes alcalinos, en este
momento la célula ha acumulado muy poca hemoglobina (Ladero, 2006); en las
generaciones siguientes las células se llenan de hemoglobina hasta una concentracién
aproximadamente de 34%, €l nuicleo se condensay empequefiece y el resto nuclear final
sale de la célula (Guyton y Hall, 2001), a mismo tiempo, se reabsorbe el reticulo
endoplastmatico; en este estadio la célula recibe el nombre de reticulocito porque
todavia contiene una pequefia cantidad de material baséfilo, formado por restos del
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aparato de Golgi, mitocondrias y algunos otras organel os citoplasméticos, durante esta
fase los reticulocitos de la medula dsea entran en los capilares sanguineos por
diapédesis (estrujamiento a través de los poros de la membrana capilar), € materia
basdfilo restante de los reticulocitos desaparece normalmente en uno a dos dias, con lo
gue las células se convierten entonces en un eritrocitos maduros, Dada la corta vida de
los eritrocitos, su concentracion entre todos |o eritrocitos de la sangre suelen ser ago
menor del 1% (Guyton y Hall, 2001; Best y Taylor, 1999).

4.14.2 Car acteristicas generalesde la pruebade MN

El andliss de metafase requiere tiempo y habilidad considerable, por o que se han
desarrollado andlisis citogenéticos més simples, de los cuales el ensayo de micronucleos
se ha convertido en el més importante; la prueba de los microntcleos fue desarrollada
por Schmid y col (1976), basandose en que son estructuras limitadas de membrana que
contienen fragmentos de cromosomas O a veces cromosomas que no fueron
incorporados a nacleo de una célula hija en la mitosis (Ma y col, 1995; Hoffman y
Preston, 2008); mas explicitamente, durante la division celular el material genético
contenido en el nlcleo se replica y divide equitativamente dando lugar a dos células
hijas idénticas; este proceso puede producirse de manera erronea durante la replicacion
y posterior divisiéon del DNA, debido a roturas cromosomicas, a efecto de radiacionesy
de sustancias genotoxicas, produciéndose pérdida cromosdmica y haciendo que €
reparto del material genético no sea equitativo; cuando esto ocurre, el material genético
gue se desprende, queda excluido y no se incorpora correctamente a nuevo nucleo de la
célula hija, origina un nicleo de menor tamafio que e primario denominado MN
(zalacain y col, 2005). Dicho ensayo se puede realizar en linfocitos, en lineas celulares
e indiscutiblemente en aguellas células que no tiene un nacleo definido, los eritrocitos
(Hoffman y Preston, 2008).

En este modelo, los eritrocitos constituyen la manera mas eficaz de evaluar la afeccion
de la actividad medular, asi como la capacidad clastogénica de los compuestos en corto
tiempo; la razén de que en un estudio agudo se monitoree la presencia de eritrocitos
policromaticos (EPC), radica en el hecho de que son células jovenes (reticulocitos)
recientemente liberadas a la circulacion. Los EPC presentan una coloracion mezclada
entre basofilica y eosinofilica, por lo que tiene un tinte azul violéceo, en cuanto a su
tamafio este es generalmente mayor que €l de los eritrocitos hormocrémicos (ENC)

(Madrigal, 2000). La coloracién de EPC se debe ala presencia de écido ribonucleico, ya
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gue en e momento de su diapédesis hacia la circulacién falta aproximadamente 20% del
contenido de hemoglobina, por o que aln conserva parte del aparato ribosdmico para
terminar la sintesis y construir de esta manera una célula madura (Figura 7) (Deimling y
col, 2009).

Las diferentes caracteristicas de los agentes como la necesidad de ser activado por €l
metabolismo (bioactivacion), e tiempo que tarda en llegar a 6érgano o tejido y en ser
eliminado del organismo (farmacocinética), o su accién toxica en la célula
(citotoxicidad) pueden afectar el tiempo de aparicion de los eritrocitos policrométicos
micronucleados (EPCMN) en la sangre, por o que las variaciones de tiempo Optimo de
analisis hacen précticamente imposible comparar las eficiencias de induccién de MN en
diferentes agentes (Moraes y col, 1994), es por eso que hay que tener en cuenta que
dichos agentes tienen diferentes mecanismos, los dos mas frecuentemente involucrados
son: &) Lainhibicion de la polimerizacién de la proteina que forma los microtibul os del
huso acromético denominada tubulina; esto tiene consecuencias sobre la migracion

cromosdémica y la produccion de células aneuploides es decir que no tiene €l

complemento normal de cromosomas, y b) La produccién de rupturas cromosomicas

(Moralesy col, 1997). Representaciin de lag células
! tefiidas con Giemsa

Células hijas, Elndcleo es @
unacon MY expulsado @

Mutégenn

444

Proeritroblasto

Celulaen Célilaen Célulaen

Lo anafaee  telofaze /
W ERC ENC
| Médula Ozea | Hangre Periférica

Figura 5. Formacion de micronicleos durante la eritropoyesis.
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Al comienzo de los afios setenta. Schmid y col, asi como Haddle iniciaron los estudios
para determinar que pardmetros podrian servir como indicadores (tiles de dafio
citogenético en la medula ésea in vivo. Este trabajo llevo a la conclusion de que la
incidencia EPCMN era un indicador util en el dafio citogenético; en medula 6sea. En
base a este trabajo fue posible el desarrollo de una prueba simple in vivo, en donde la
identificacion de EPCMN, nos permite evaluar el dafio citogenética, esta prueba es
ampliamente usaday referida (Moralesy col, 1998).

El ensayo de micronlcleos en sangre periférica fue originalmente creado para ser
aplicado Unicamente en ratones, ya que esta especie animal es incapaz de eliminar los
eritrocitos micronucleados en la sangre. Sin embargo, estudios recientes en ratas
también mostraron que forman micronucleos en las mismas células jovenes (EPCMN) y
pueden ser observables en sangre periférica. Asimismo, existen diversos antecedentes
de que la prueba de MN también es un biomarcador importante de dafio usado en los
humanos y animales como lo demuestran algunos autores (Mc Gregor y col, 1990;
Moralesy col, 1994; May col, 1995; Vany col, 1995; Hernandez, 1996; Moralesyy col,
1997; Morales y col, 1998; Cuencay Ramirez, 2004; Deimling y col, 2009).
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V. JUSTIFICACION

Debido a que €l ser humano esta constantemente expuesto a diversos agentes
mutagénicos y carcinogénicos, es necesario prevenir de alguna manera sus efectos, por
lo que una opcion viable es e consumo de compuestos denominados
guimiopreventivos, los cuales se pueden encontrar en farmacos, en plantas e
indiscutiblemente en los alimentos. En este ultimo caso, se sabe que algunos alimentos
contienen sustancias con potencial antioxidante que secuestran los radicales libres que
se producen durante la biotransformacion de algunos mutégenos; en el caso especifico
de latuna, es conocida su alta ingesta en nuestro pais desde tiempos prehispanicos como
alimento y planta medicinal; desafortunadamente, pocos son los estudios cientificos
relacionados con su capacidad terapéutica, sin embrago, se le ha involucrado con
actividades antiinflamatorias, control de afecciones cardiovasculares, disminucion de
problemas asméticos y artritis; esto debido a su composicion nutricional que en general
esta congtituida por un alto contenido de fibra insoluble, &cidos grasos, proteinas,
minerales, vitaminas, carotenoides, flavonoidesy betalainas lo que hacen a la tuna un
buen candidato para ser un agente quimioprotector sobre el material genético. Es por
esto, que la finalidad del presente estudio es evaluar €l efecto antioxidante de las tres
variedades de tuna para seleccionar la de mayor potencial y probarla en un modelo
animal para determinar su potencial quimoprotector que permitira abrir un nuevo campo

de estudio a este fruto e incrementar la informacion sobre su potencial quimiopreventivo
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VI. HIPOTESISY OBJETIVOS

Hipltesis:
e S € jugo de tuna presenta propiedades antioxidantes entonces se le puede
considerar una sustancia quimioprotectora al evitar o contrarrestar el efecto

téxico del metil metanosulfonato sobre el material genetico.

Objetivo General:
o Determinar el potencial antioxidante y la capacidad antigenotéxica del jugo de
tuna en raton.

Objetivos particulares:

1. Evaluar y comparar el potencial antioxidante de tres variedades (blanca-verde,
amarilla-anaranjada y roja-purpura) de jugo tuna.

2. Seleccionar la variedad con mayor potencial antioxidante para determinar su
posible efecto genotoxico y citotdxico por medio del ensayo de micronucleos.

3. Analizar el efecto antigenotoxico y anticitotoxico del jugo de tuna con mayor
potencial antioxidante sobre el dafio a material genético producido por el metil

metanosulfonato por medio del ensayo de microntcleos
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VIl. METODOLOGIA

7.1 Preparacion delas 3 muestras del jugo de tuna

Los tres tipos de tuna (verde-blanco, amarillo-anaranjado y roja purpura) se adquirieron
en la comunidad de Emiliano Zapata, Hidalgo. Se procedié a la obtencién del jugo de
tuna (JT) en sus tres variedades para lo cual se limpiaron las tunas en agua y se
eliminaron las semillas, posteriormente, se introdujeron a un extractor de jugos (Marca
Turmix) y finalmente el extracto de tuna se filtr6 a vacio para después mantenerse en

congelacion a-70 C hasta el momento de realizar el experimento.

7.2 Determinacion de capacidad interceptora de radicales libres del JT mediante
el ensayo del radical difenilpicrilhidracil (DPPH).

Esta parte del estudio tuvo como finalidad determinar la capacidad secuestradora de
radicales libres (RL) de las tres variedades de tuna (blanca-verde, amarilla-naranja y
roja-purpura) para lo cual se utilizo la técnica descrita por Burtis y Bucar (2000), cuyo

procedimiento fue el siguiente:

a) Inicialmente, se prepard una solucion metandlica al 0.004% (grado reactivo con
bajas concentraciones de Fe marca JT Baker) del radical estable DPPH.

b) Posteriormente se prepararon soluciones metandlicas de las tres variedades del
JT de acuerdo al Cuadro 5.

c) Seadicionaron 50 pl de cada solucién del JT en un tubo de ensaye que contenia
5 mL de la solucién metandlica del DPPH, (se realizé por triplicado), ademas se
consideraron 5 tubos de la solucion metandlica del DPPH como testigo control.
Todos los tubos fueron agitados mecanicamente e incubado durante 30 minutos
atemperatura ambiente.

d) Transcurrido este periodo se leyeron en un espectrofotdmetro ( Marca Jenway) a
una absorbancia de 517 nm.

e) Finamente, los datos fueron analizados con la prueba t de Student mediante el
programa estadistico Instant 3.0 y se compararon con €l reactivo de DPPH.
(Figura 6).
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Cuadro 5. Concentraciones de los reactivos con capacidad interceptora de radicales
libres utilizados en el ensayo del DPPH

REACTIVO CLAVE CONCENTRACION
mg/mL

Vitamina E VitE 1

JT blanca-verde JTBV100 100

JT blanca-verde JTBV250 250

JT blanca-verde JTBV500 500

JT blanca-verde JIBV750 750

JT blanca-verde JTBV1000 1000

JT amarilla-anaranjada JTAA100 100

JT amarilla-anaranjada JTAA250 250

JT amarilla-anaranjada JTAA500 500

JT amarilla-anaranjada JTAA750 750

JT amarilla-anaranjada JTAA1000 1000

JT roja-purpura JTRP100 100

JT roja-parpura JTRP250 250

JT roja-purpura JTRP500 500

JT roja-purpura JTRP750 750

JT roja-purpura JTRP1000 1000

7.3 Eleccion de la variedad de JT con mayor capacidad antioxidante para la

realizacion del ensayo genotdxico y antigenotoxico.

Una vez analizada la comparacion de las concentraciones de los tres tipos de JT con la

vitamina E y el DPPH, se €ligio la que mayor capacidad antioxidante tenia, la cual se

utilizé para la prueba de genétoxicidad y antigen6toxicidad por medio del ensayo de

MN.

27



Garcia Melo L.F.

Preparacion de soluciones metandlicas
devitaminaEy jugo detunadelas 3
variedades.

Adicién de 50 pL de solucion colorida
de DPPH.

A

Lecturaen el Espectrofotémetro

Analizar estadisticamente con ANOVA y
t de Student, comparando los lotes con
|os val ores observados del DPPH

Figura 6. Diagrama general parala determinacion de la capacidad interceptora de
radicales libres utilizando al DPPH.
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7.4 Ensayo genotéxico y antigenotoxico del JTRP

Inicialmente, se utilizaron 36 ratones machos de la cepa NIH con un peso aproximado
de 32 + 3g los cuales fueron adquiridos en el bioterio de la Universidad Autonoma del
Estado de Hidalgo, dichos animales se mantuvieron en el laboratorio de toxicologia
durante periodo de adaptacion de aproximadamente 8 dias, en donde se pesaron, se
marcaron 'y Sse mantuvieron en condiciones ambientales con periodos aternos de
luz/oscuridad de 12h durante. Ademas fueron colocados en jaulas de acrilico utilizando
una cama de aserrin de pino estéril, la manutencion consistio en alimento balanceado
comercial (nutricubos) y agua purificada, ad libitum hasta alcanzar un peso adecuado
parael ensayo.

Posteriormente, se inicio € ensayo genotoxico, para lo cual, los ratones fueron
nuevamente pesados, marcados y organizados en cuatro lotes experimentales, cada uno
conformado por seis individuos. A partir de esta organizacion, las sustancias fueron
administradas de acuerdo al Cuadro 6.

Cuadro 6. Administracion de sustancias experimentales del ensayo genotoxico.

Lote Clave JTRP
(mg/Kg)
Negativo Control | e
Dosisaltade JT JTDA 25
Dosis mediade JT JTDM 16.5
Dosis bgjade JT JIDB 8.3

El lote negativo se conformé con animales que fueron administrados con agua a una
dosis de 25 mg/Kg. En el estudio genotoxico las sustancias fueron administradas por via
oral mediante € uso de una cénula metdlica. Dicho ensayo se realiz6 durante una

semana quedando tres tiempos, tiempo Inicia (Oh), intermedio (24h) y final (48h).

Una vez concluido el ensayo anterior, se procedi6 a redizar la evaluacion
antigenotéxica del JTRP; de igual manera, los ratones fueron pesados, marcados y
organizados en seis lotes experimentales, cada uno conformado por seis individuos. Y

de acuerdo al Cuadro 7 se administraron las sustancias experimentales.
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En €l lote control se administraron los animales con agua a una dosis de 25 mL/Kg, se
incluyo un control del JTRP con una dosis de 25mg/Kg. Un control positivo del
mutégeno a una dosis de 40 mg/Kg y tres lotes combinados del MMS mas JT en
diferentes dosis (25, 16.5 y 8.3 mg/Kg); tanto el agua como el JT fueron administrados
por via ora mediante una canula metdlica, a diferencia del MMS que se administro

mediante una inyeccion via intraperitoneal.

El estudio antigenotéxico tuvo una duracién de 3 dias (que corresponde en horas al
tiempo O, 24, 48, y 72) y todos los animales que conformaron |os lotes experimentales
se mantuvieron bajo las mismas condiciones experimentales de aimento y cama

sanitaria

Cuadro 7. Administracion de sustancias experimentales del ensayo antigenotdxico.

Lote Clave JTRP Mutégeno
(mg/Kg) (mg/Kg)

Negativo Control | e
Positivo MMS | e 40
Control JT JT 25
Combinado 1 JTDA 25 40
Combinado 2 JIDM 16.5 40
Combinado 3 JTDB 8.3 40

Tanto para el ensayo genotdxico y antigenotdxico se tomaron muestras sanguineas en
los tiempos marcados, para lo cual se cort6 el extremo apical de la cola de cada uno de
los ratones presionando hacia la parte distal, |as gotas de sangre fueron colocadas en los
extremos de diferentes portaobjetos previamente lavados (con detergente convencional)
y desengrasados (en etanol durante 24h). A partir de cada gota, se realizaron frotis
auxiliandose de un segundo portaobjetos, que a manera de rastrillo, forman un angulo
de aproximadamente 45° y la muestra se extienda por capilaridad en el portaobjetos
“rastrillo”. Realizado este procedimiento, las laminillas se secan a aire y se fijaron en

metanol.
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Una vez obtenidas las laminillas, se realizo latincion con una solucion de Giemsa al 4%
preparada con 2mL de colorante més 5mL de buffer de fosfatos pH 6.8 y 43mL de agua
destilada. Las laminillas permanecieron en el colorante durante 15miny finalmente se
lavaron con agua del grifo y se dejaron secar a temperatura ambiente para su
observacion al microscopio.

La observacion de las laminillas se realizo en un microscopio Optico compuesto (Marca
Olympus) utilizando el objetivo de 100X con aceite de inmersién y obteniendo una
imagen tal como lo muestra la Figura 9. Se realizaron dos cuentas por laminilla, la
primera fue la relacion de la frecuencia EPC/ENC la cua se relaciona con la
citotoxicidad y se obtiene por la frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos totales; también
se cuantifico frecuenciade EPCMN/ en 1000 EPC, lo cual es una medida relativa a la
genotoxicidad y antigenotoxicidad. La clasificacion de los parametros a evaluar durante

la observacion a microscopio se presentaen laFigura 7.

color marrén), EPCMN (en color morado con un punto negro) y MN ( punto negro).
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Figura 8. Diagrama general del ensayo de microntcleos
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VIIl. RESULTADOS

Deter minacion de peso corporal delosratones

Como se puede observar en la Figura 9, el peso corporal de los ratones se encuentran
entre un rango 35+3g, los valores semanales para cada lote fueron comparados por una
Analisis de varianza (ANOVA) p>0.05 esto sin observar resultados con diferencias
significativas entre si; en donde las medias para cada semana son 35.08g, 36.88g y
36.90g, de acuerdo a cada semana (1,2 y 3) respectivamente. Obteniendo como
resultado, un tratamiento no dafiino significativamente en le peso de los animales, ya

gue este es un parametro de toxicidad.

Determinacion de la capacidad interceptora de radicales libres del JT de lastres

variedades mediante el ensayo del radical DPPH.

Al analizar la vitamina E, la cual es conocida por su alta capacidad antioxidante, con
una concentracion de 1.0 mg/mL, se observa un decremento en cuanto a la absorbancia,

con lo que se comprueba la capacidad interceptora de radicales libres.

Por otra parte, analizando los resultados de los JT se comprueba que |os tres tiene un
efecto antioxidante, esto al comparar cada uno de los jugos (blanca-verde, amarillo-
anaranjado y roja-purpura) en sus diferentes concentraciones (250, 500, 750 y 1000
pL/mL de JT) contra DPPH observando que existen diferencias significativas, por lo
que se menciona que los tres variedades de JT son captadores de RL, exceptuando a la
concentracion de 100 uL/mL en la que no se encuentran diferencias significativas para
ninguno de los JT. Al comparar cada una de las concertaciones de JT entre si, se obtiene
gue en la concentracién 1000 pL/mL de solucion, e JTRP tiene diferencias
significativas con respecto JTAA y JTBV, cabe mencionar que estos (JTAA y JTBV)
jugos no tiene diferencias significativas entre si. Para la concentracion 750 pL/mL es
notable que e JTRP tiene diferencias significativas de los deméas JT a las mismas
concentraciones; a igual que en la concentracion anterior los JTAA y JTBV no tiene
diferencias significativas a ser comparados entre ellos. Para la concentracion 500
uL/mL de solucién, el JTRP tiene diferencias significativas con respecto alos JTAA y

JTBV; deigual forma estos dos ultimos jugos no tienen diferencias significativas. Y por
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ultimo la concertacion 250 puL/mL de solucién, de igual manera que en las anteriores €l
JTRP es el que tiene diferencias significativas con respecto alos demés jugosy al igual
gue en las concentraciones anteriores los JTAA y JIBV no tiene diferencias
significativas; por lo cual se establece que este efecto fue dependiente de la
concentracion y que los tres son buenos interceptores de radicales libres siendo el mejor
interceptor de radicales libres el jugo de tuna roja. Es notable que el potencial de
intercepcion de radicales libres es mucho menor que el de la vitamina E. De este modo
(Instant 3.0) fue como se selecciono el JT paralos ensayos genotoxico y antigenotéxico

durante 2 semanas. Esto puede ser observado més claramente en la Figura 10.

Ensayo genotéxico del JTRP.

En el ensayo genotoxico |os ratones fueron administrados con JTRP, observando que no
se obtuvieron eritrocitos policrométicos micronucleados (EPCMN) durante este
periodo, por lo que se puede manifestar que no existié algin efecto clastogénico
causado por el JTRP, por lo que no se considerd importante representar graficamente los
resultados para este ensayo. En la Figura 11 se describe larelacién de EPC/ENC para
el efecto citotdxico; en el periodo basal no existe diferencia significativa alguna por lo
gue nuestros ratones eran candidatos adecuados para empezar €l tratamiento. Con lo que
respecta a los tiempos 24 y 72h no existe diferencia significativa que nos indique que

existio algun dafio citotdxico provocado por JTRP en ninguna de las dosis.

Ensayo antigenotoxico del JTRP.

Con respecto a ensayo antigenotoxico después de ser administrados dos semanas con
JTRP se administré6 el compuesto MMS, el cua es e mutégeno y observo que a
comparar los lotes JT, JTDA, JTDM, JTDB y MMS contra €l lote grupo control en el
tiempo Oh no se encuentran diferencias significativas, en el tiempo 24h encontramos
diferencias significativas para todos los lotes exceptuando JT, en el tiempo 48h existe
diferencias significativas para cada uno de los |otes excluyendo a JT, y por ultimo en €l
tiempo 72h encontramos que no existe diferencia significativa para cada lote. Para el
MMS (grupo control positivo), los siguientes lotes JTDA, JTDM y JTDB fueron
comparados con el mismo MMS se encontraron diferencias significativas para los

siguientes tiempos 24h y 48h, pero para 72h no se encontraron diferencias significativas
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por lo que se demuestra que €l jugo de tuna tiene un efecto antigenotoxico esto puede

deberse alos compuestos fitoquimicos del fruto que actlian como antioxidante.

Para larelacion EPC/ENC comparamos los lotes JT, JTDA, JTDM JIDB y MMS con
el grupo control; en el tiempo Oh, 24h y 48h no se encontraron diferencias significativas
entre los lotes y el grupo control, en el tiempo 72h se observa una diferencia
significativa del lote MMS. Comparando los lotes con e grupo MMS se puede
identificar que no se encuentran diferencias significativa con respecto a Oh, 24h y 48h,
con lo que respecta a 72h se encuentran diferencias significativas para €l lote JTDA, por
lo que se demuestra que no existié algin dafio citotdxico con respecto a grupo MMS; lo

cual puede ser observado en la Figura 13.
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Figura 9. Promedio de los pesos corporales de los ratones tratados con JT y MM S durante 3 semanas.

Lote control (Agua), jugo de tuna (JT), MMS (metil metanosulfonato), JTDA (jugo de tunadosis ata), JTDM (jugo de tuna dosis media) y J

JTDB (jugo de tuna dosis baja).

ANOVA vyt Student
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Figura 10. Capacidad interceptora de radicales libres del JT de las tres variedades.
Las concentraciones para cada lote fueron las siguientes: DPPH [4%], Vitamina E [1 mg/mL] y 100, 250, 500, 750 y 1000 puL/mL de solucion,
para cada uno de las variedades de tuna.

Control vitamina E (Vit E), jugo de tunaroja-purpura (JTRP), jugo de tuna blanca-verde (JTBV) y jugo de tuna amarilla anaranjada (JTAA).
*Reduccién significativa de la absorbancia con respecto a DPPH anovay T de student p> 0.05

®Diferencia significativa para interceptar radicales libres anovay T de student p>0.05
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Figura 11. Ensayo citotoxico del JTRP.
Agua (control), jugo de tunadosis bgja (JTDB), jugo de tuna dosis media (JTDM) y jugo de tuna dosis alta (JTDA).

ANOVA vyt Student

——

JTDB

38




Garcia Melo L.F.

16
e
% 14
a 12
L
L
al 10
S 8
0
Cz) 6
g 4

2

0

Control JT MMS JTDA JTDM JTDB
mL/kg

B0H ®24H D48H O72H

Figura 12. Ensayo antigenotoxico identificacion de EPCMN.
Agua (control), jugo de tuna roja-purpura (JT), metil metanosulfonato (MMS), jugo de tuna dosis altatMMS (JTDA), jugo de tuna dosis
mediatMMS (JTDM) y jugo de tuna dosis bgjatMMS (JTDB).

* Diferenci asignificativa ANOVA y t Student P<0.05 comparado con €l grupo contral.

+ Difernciasignificativa ANOVA y t Student P<0.05 comparado con el MMS.
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RELACION
EPC/ENC

Control JT MMS

JTDA JDTM JTDB

mL/Kg

BO0H 0O24H ®@48H 0O72H

Figura 13. Ensayo anticitotdxico
Agua (control), jugo de tuna roja-purpura (JT), metil metanosulfonato (MMS), jugo de tuna dosis altatMMS (JTDA), jugo de tuna dosis
mediatMMS (JTDM) y jugo de tuna dosis bgjatMMS (JTDB).

* Diferenciasignificativa ANOVA y t Student P<0.05 comparado con €l grupo control

+ Diferenciasignificativa ANOVA 'y t Student P<0.05 comparado con el MM S
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IX. DISCUSION

Se han logrado avances notables en |os Ultimos veinte afios en relacion ala comprension
de los mecanismos moleculares y celulares de la prevencion y progresion del cancer
(Zou y col, 2005). Sin embargo, el campo en el desarrollo de agentes eficaces y seguros
para la prevencion y tratamiento contra el cancer sigue siendo lento, ineficiente y
costoso, con escasa informacion del tema, que le ofrezca tanto ala poblacién en general
como a la genéticamente predispuesta, con posibilidades de realizar una prevencion
primaria (dieta saludable, no fumar, evitar € alcohol) y al mismo tiempo disminuir las
secuelas en aguellos pacientes que fueron tratados con quimioterapia, medidas que de
una u otra manera puedan combatir la recurrencia de dicha enfermedad. La clave para
una eficaz quimioprevencién es la identificacion de un agente que a dosis bajas pueda
inhibir € desarrollo de enfermedades cronico degenerativas sin efectos tdxicos
secundarios (Zou y col, 2005), desafortunadamente, los antecedentes han evidenciado
gue los agentes con esta capacidad pueden actuar benéficamente en pequefias cantidades
pero en atas dosis €l efecto se reinvierte. Las frutas y hortalizas garantizan un alto
consumo de fitoquimicos (flavonoides, betalainas, carotenoides, vitamina A, C y E),
gue parecen estar implicados en muchos procesos celulares para la proteccion de los
diferentes efectos nocivos producidos por diversos xenobidticos, una fruta con
antecedentes quimiopreventivos altamente consumida en nuestro pais es la tuna
(Kapiszewska y col, 2005), la cual como se mencion6 en la introduccién que ha sido
utilizada de manera ancestral como alimento tradicional y como fruto medicinal, estos
dos beneficios sumados a sus propiedades antioxidantes que estan relacionadas a los
fitoquimicos presentes en su estructura quimica (compuestos fendlicos y algunas
vitaminas), la han llegado a considerar un candidato idoneo para clasificarlo como
agente quimioprotector (Stintzing y col, 2005); es por esto, que |os resultados de nuestro
experimento estan aportando nuevos conocimientos sobre este tema 'y a mismo tiempo
abren el campo de estudio para continuar abordando sus propiedades benéficas.

En este sentido, es conveniente mencionar que €l peso corporal, pardametro analizado en
el presente estudio, ha constituido durante mucho tiempo uno de los principales
indicadores de posibles trastornos organicos en los estudios de toxicidad. (Guevara 'y
col, 2003); por lo que los resultados indican que e JT no produce alguna alteracion
observable que haga pensar en un efecto toxico en el peso corporal de los animales

tratados durante tres semanas, 10 que sugiere gque no es un riesgo considerable a
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ingerirlo (Yamisleydi y Trapero, 2007); sin embargo, debate laideatradicional de que s
se consumen cactaceas (en especial nopal y tuna), se puede disminuir de peso, por lo
cual esimportante destacar en este estudio el JT fue previamente filtrado eliminando las
semillas, que como se sabe contiene un ato contenido de fibra'y que es en general €
factor responsable de que al ser ingeridos estos aimentos se observe una disminucion
en el peso de las personas, algo que no sucedid en los animales de experimentacion de

estainvestigacion (Stintzing y col, 2005).

Por otra parte, €l impacto que tienen los RL en la salud humana es un tépico de gran
relevancia desde mucho tiempo atras, debido que es un detonador de posibles
enfermedades cronico-degenerativas, aspecto que ha dado pauta a considerar de gran
importancia el consumir verduras y/o frutas que contengan antioxidantes. Actua mente
uno de los ensayos méas empleados para la deteccién del potencial antioxidante de algin
compuesto, es €l ensayo del DPPH; esta es una técnica rgpida para la deteccion de
actividad antioxidante de compuestos capaces de donar hidrogeno a los RL haciéndolos
maés estables (Soberdn y col, 2006); el DPPH es un radical libre, estable a temperatura
ambiente y que produce un color purpura en solucion metandlica; cuando este radical se
reduce en la presencia de una molécula antioxidante se transforma en
difenilpicrilhidracina dando un viraje de color (de purpura obscuro aamarillo claro), es
por eso que el potencia antioxidante de una sustancia es proporcional a la disminucion
en al absorbancia de la solucion de DPPH (Sundarargjan y col, 2006); en este caso, €
JT fue comparado contra otro compuesto con capacidad interceptora de RL muy
comprobada, como lo es la vitamina E, siendo de especial atencion su presencia parala
proteccion de las membranas celulares. Si se hace un andlisis més profundo de esta
comparacion, se puede observar que el JT fue menos potente que € control de la
vitamina E, lo cual se puede explicar si consideramos que esta vitamina esta en forma
Ma&s pura y en mayor concentracion que la encontrada en el jugo; no obstante, sugiere
gue el JT (en especia € tipo JTRP), actla de manera semejante a dicha vitamina, la
cual a ser también un fenol interrumpe las cadenas de peroxidacion de los lipidos
insaturados y a mismo tiempo también forma un radical de alta estabilidad, baja
agresividad e incapaz de continuar con la reaccion de oxidacion en cadena. (Ballester y
Honorem, 1996). Asimismo, los resultados obtenidos de la disminucién de la
absorbancias de DPPH debido a la intercepcion de RL por los JT, hace pensar que €

efecto antioxidante estd vinculado con el total de compuestos fendlicos (CF) presentes
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en cada uno de los tres tipos de JT, lo cual también ha sido mencionado por diferentes
estudios en donde indican que su capacidad antioxidante se debe a la cantidad de
compuestos fendlicos presentes en su composicion quimica (Kanner y col, 2001; Qui y
col, 2002; Galati y col, 2003; Stintzing y col, 2005; Butera y col, 2008; Corral y col,
2008; Tesoriere y col, 2004, 2005, 2005 y 2008 ). En este aspecto, Buteray col (2008)
mencionan que el JT de color rojo, amarillo y verde tienen un ato potencia
antioxidante por lo que son muy eficaces en la donacion de electrones y/o donacion de
protones de H™; tal como sucedio en este estudio en donde la actividad antioxidante fue
dependiente de la concentracion del JT, es decir que a mayor concentracion de jugo
mayor fue la capacidad secuestradora de radicales libres (Kuskoski y col, 2005). Por
otra parte, observamos que la mejor respuesta fue obtenida por el JTRP, donde se ha
identificado una correlacion més alta para los compuestos fendlicos totales, en segundo
lugar para las betacianinas y las betaxantinas y por Ultimo el écido ascorbico, lo que
nuevamente sugiere que la mayor actividad antioxidante se encuentra en los compuestos
fendlicos (Stintzing y col, 2005). En resumen, podemos pensar que los diferentes tipos
de JT contienen todos estos CF pero en especia el JTRP es donde se encuentra en
mayores concentraciones que en los otros dos (JTBV y JTAA). De este modo, un
estudio que respalda nuestra idea es €l realizado por Aguileray col.(2008) con €l fruto
del higo (Ficus carica) quienes sugieren que la capacidad antioxidante es debida a la
pigmentacion del higo y que esta se caracteriza por ser una fruta purpura oscura,
conteniendo altas concentraciones de polifenoles esto puede relacionarse con el JTRPy
compararse ya que los pigmentos que dan el color rojo a la tuna son las betalainas y
otros CF con capacidad antioxidante (Escribano y col, 1998); del mismo modo un
estudio realizado por Mufioz y col (2008) demuestran que las frutas y/o vegetales
ayudan a la captacion de RL, esto dado por los CF similares a los presentes en €l JT, y
dice que al evaluar la capacidad antioxidante y e contenido de CF, concluyen que la
actividad antioxidante obtenida por e método DPPH esta correlacionada con el
contenido de compuestos fendlicos totales como o son las betaxantinas, betacianinas,
flavonoides, B-carotenos, vitamina C, E y A (Ramos y col, 2008); con respecto a la
tuna, probablemente esto puede deberse a los grupos hidroxilo existentes en la
estructura quimica de los CF que pueden proporcionar el componente necesario para la
estabilizacion de radicales libres (Saravanay col, 2008); Tesoriey col (2004) realizaron
ensayos con pulpa de tuna en la que administran 500g de pulpa de tuna en personas

sanas y observan una mejoria de la condicion oxidativa de las LDL, demostrando asi
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gue el JT tiene efecto antioxidante. Entre los polifenoles mas importantes contenidos en
la tuna roja estan las betalainas las cuaes pueden ser responsables del efecto
antioxidante y de las cuales poco se hainvestigado (Tesorierey col, 2004), por lo que es
importante seguir esta linea de investigacion para poder confirmar a que concentracion
y cual de las betalainas es |a més competente parainhibir el efecto causado por losRL o

evitar laformacion de los mismos.

Con respecto al dafio oxidativo, hay que recordar que es una de las méas potentes y
omnipresentes amenazas que enfrentan |0s organismos vivos por |o que la acumulacién
intracelular de RL pueden surgir de diferentes agentes toxicos que pueden perturbar ala
célulay asi al sistema de defensa antioxidante; como resultado se muestran dafios en las
principales clases de macromol éculas biol égicas (Zourgui y col, 2008) y principalmente
aguellas ateraciones en el DNA, yaque es € principal objetivo en el que puede inducir
cambios en la estructura para asi formar mutaciones y/o activar la muerte celular,
situaciéon denominada apoptosis (Singha y col, 2008). Durante las Ultimas décadas, €l
estrés oxidativo ha sido sefialado como importante componente de varios procesos
patolégicos y biolégicos como el envejecimiento, la inflamacion, carcinogénesis
Parkinson, Huntington, etc. (Zourgui y col, 2008), por lo tanto, se presta mucha
atencion a estudio de productos naturales, que pueden contrarrestar los efectos
perjudiciales del estrés oxidativo y prevenir multiples enfermedades humanas. En esta
linea, los diferentes tipos de frutas y hortalizas se han reevaluado y reconocido como
valiosas fuentes antioxidantes que pueden prevenir estrés oxidativo (Zourgui y col,
2008); es por eso que en este estudio se utilizd el JT como fuente natural y del cual
realizamos la evaluacion de la frecuencia de micronucleos in vivo, como indicador de
dafo genético y gque es una de las principales pruebas de genotdxicidad recomendadas
internacionalmente por las agencias reguladoras para la seguridad de los productos
naturales; en esta prueba se sugiere que un aumento de lafrecuencia EPCMN en ratones
tratados es un indicador de los dafios inducidos a cromosoma (Zaizuhanay col, 2006).
Con respecto a nuestro resultados, observamos que no sucedié algin clastogénico
producido por e JTRP ya que no se indujo a la formacion de EPCMN; asimismo, la
inhibicion de la proliferacion celular en la médula ésea pone de manifiesto la
citotéxicidad (Zaizuhanay col, 2006), aspecto que tampoco sucedié en el ensayo; por lo
gue se puede pensar que el JTRP no presento citotdxicidad en ninguna de las dosis, es

decir que no existié disminucion de EPC (o eritrocitos inmaduros en nuestros conteos
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de 1000 ENC). Este resultado se puede comparar con un estudio parecido que fue
realizado por Rodrigo y col (2007) en donde evalud la genotoxicidad y citotdxicidad de
la Opuntia soehrensii, donde no detectd dafio alguno en su modelo biol égico (ensayo de
mutacion y recombinacion somaética en alas de Drosophila melanogaster), esto debido
a sinergismo de los CF de dicho extracto. Por otra parte Zorgui y col (2008 y 2009)
realizaron estudios acerca de opuntia ficus indica donde sefilan que sus resultados
sugieren que una dosis de 25, 50 y 100 mg/kg de peso corporal demuestran claramente
gue a ser administrada en los animales no encuentran algun efecto toxico (mortalidad,
peso corporal, tamafio y forma del higado y el rifion). Debido a todo esto es importante
realizar estudios més a fondo acerca del posible dafio que pudiera tener el JT en

diferentes model os biol 6gicos para corroborar |0 ya mencionado.

Con referencia a efecto téxico del metil metanosulfonato sobre el material genético, se
observé que e mutageno es un inductor de genotoxicidad y citotoxicidad debido a que
es agente aquilante monofuncional, reconocido por su capacidad de interactuar
directamente con el DNA tanto in vitro e in vivo produciendo dafios en diferentes
modelos experimentales; diversos estudios han indicado que el MMS no requiere
activacion metabdlica, es decir es un agente directo; Esta propiedad nos sugiere
considerar que los compuestos naturales presentes en |os vegetales y especias pueden
interactuar directamente con los grupos radicales de metilo e inactivarlos por reaccion
guimica, lo que hace posible que los fitoquimicos puedan impedir la interaccion del
MMS con el DNA, aportando sitios nucledfilicos para el ataque del mutégeno (Pascucci
y col, 2005; Schwartz y Kmiec, 2005; Mezzoug y col, 2006).

Considerando lo anterior y relaciondndolo con € efecto antigenotdxico del JT contra el
MMS, podemos pensar que probablemente la genoproteccion lo hicieron los
compuestos quimicos del JTRP en sus diferentes concentraciones a reducir los dafios
causados por MMS, es decir interceptar al radical metilo de la estructura quimica del
mutégeno.

Normalmente en este tipo de tratamientos por extractos, la antigenotoxicidad esta dada
por la sinergia de la mezcla de los componentes que pueden participar en el efecto
observado, sin embargo, no es posible establecer de manera particular e efecto
individual de cada componente del JT; por lo cual podemos sugerir, considerando que
los fenoles al encontrarse en mayor proporcién puedan ser los responsables directos de

la anti-metilacién producida por este agente alquilante; protegiendo y reduciendo la
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aquilacion del DNA en particular en los sititos nucledfilicos como lo son los domos de

nitrégeno y evitar asi una despurinizacién y despirimidizacion (Frankey col, 2005).

En estudios especificos que han realizado a la mayoria de los CF que forman parte del
JTRP, demuestran su capacidad antioxidante, asi mismo su funcion benéfica para la
salud. Algunos, flavonoides como la quercetina que también esta presente en la
composicion quimica del JT (Tesoriere y col, 2005; Galati y col, 2003) posiblemente
puedan unirse a los polimeros bioldgicos (como algunas enzimas) y a mismo DNA, lo
gue hace suponer que exista la quelacion de iones metélicos transitorios, (tales como
Fe?*, Cu®, Zn?") catalizar el transporte de electrones y depurar a los RL; como tal vez
pudieron actuar en el ensayo animal.

Debido a este hecho, se han descrito efectos protectores en patologias tales como
diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera estomacal y duodenal,
e inflamaciones (Nordmann, 1993; Martinez y col, 2002; Borrella y Fontoura, 2002;
Pérez, 2003; Mufioz y col, 2007; Cemeli y col, 2009).

Otras actividades que merecen ser destacadas por accion de los flavonoides son sus
acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades antitromboticas y
antiinflamatorias en donde se ha podido demostrar que estos retiran oxigeno reactivo
especialmente en forma de aniones superdxidos, radicales hidroxilos, peréxidos
lipidicos o hidroperéxidos (Nordmann, 1993; Martinez y col, 2002; Borrellay Fontoura,
2002; Pérez, 2003; Mufioz y col, 2007; Cemeli y col, 2009), de esta manera bloquean la
accion deletérea de dichas sustancias sobre las células. Un claro ggemplo del potencial
citoprotector de los flavonoides se encuentra en los fibroblastos de la piel humana,
gueratinocitos, células endoteliales y ganglios sensoriales cultivados en presencia de
sulfoxinabutionina (un inhibidor irreversible de la glutation sintetasa) (Nordmann,
1993; Martinez y col, 2002; Borrellay Fontoura, 2002; Pérez, 2003; Mufioz y col, 2007,
Cemeli y col, 2009).

Por otro lado y resaltando lo que ya se menciono, también hay evidencias de que los
flavonoides son eficientes para eliminar |os procesos de peroxidacion lipidica del &cido
linoleico o de los fosfolipidos de las membranas, la peroxidacion de los gldbulos rojos o
la autooxidacion de los homogeneizados de cerebro asi mismo, se ha comprobado su
potente capacidad de inhibir la oxidacion de las LDL in vitro y reducir la citotoxicidad
(Nordmann, 1993; Martinez y col, 2002; Borrella y Fontoura, 2002; Pérez, 2003;
Mufioz y col, 2007; Cemeli y col, 2009).
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En el caso de los polifenoles como la vitamina C que como se ha descrito anteriormente
también que forma parte del JTRPy la cual también pudo actuar en el sinergismo de los
CF en el ensayo antigenotoxico y genotoxico, por 1o que investigaciones realizadas
mencionan que tiene funciones muy importantes en la prevencion del cancer,
enfermedades del corazén y el aumento de la funcién inmune. Estudios in vivo sugieren
gue es capaz de contrarrestar alos RL de manera eficiente, por |o tanto, reducen el dafio
a DNA vy a los protoncogenes, es decir, aquellos genes supresores de tumores que
ayudan a explicar el por que se desencadena un proceso heoplasico dentro de la célulg;
asimismo, esta vitamina es utilizada como una donante de electrones, como parte de la
interaccion entre el hierro y ferritina (Kaya, 2003; Cemeli y col, 2009). Fuera de las
células, la vitamina C actGia en conjuncion con la vitamina E, presentandose en las
membranas de lipidos para eliminar a los RL y prevenir la peroxidacion lipidica
Logrando de esta manera ayudar a prevencién de la oxidacion de LDL, que se cree que
pueden provocar la aterosclerosis (Kaya, 2003; Cemeli y col, 2009). Por otra parte, la
vitamina A como €l retinol, su equivalente en los animaes, son importantes
antioxidantes. En el caso del 3-caroteno puede ser convertida en el mucosa intestina en
dos moléculas de vitamina A, dependiendo de la presencia de la enzima [-caroteno
dioxigenasa; sin embargo, la mayoria de los carotenoides no son capaces de generar la
vitamina A; la gama completa de actividades de antioxidantes de la vitamina sigue
siendo incompleta; o poco que se sabes es que se ha encontrado que esta disminuye €l
dafio provocado al DNA por compuesto anticancerigenos en célulasin vitro. (Cemeli y
col, 2009). Los carotenoides le deben sus funciones principalmente a la capacidad de
absorber laluz por 1o que su papel principal es dar color, sin embargo también esta bien
establecida su funcién como antioxidante, participando en la desactivacion RL que se
pueden producir o no durante el metabolismo de la célula; estos son altamente reactivos
y ricos en electrones por |o que reaccionan principalmente con O," e OH™ mediante un
proceso en el que se transfiere la energia de altos niveles de excitacion a un triplete del
carotenoide; este Ultimo puede regresar a su estado basal liberando calor, pero en otros
casos pueden adicionarse grupos OH™ a triplete o formarse epdxidos, apocarotenos o
apocarotenales con la consecuente modificacién de la molécula original. (Sanchez y col,
1999; Cemeli y col, 2009). Es importante considerar que la vitamina E funciona en
general como un antioxidante bioldgico, previniendo la oxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares y de las proteinas ricas en radicales con

azufre; este papel deriva de su estructura molecular, ya que se comporta como una
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molécula liposoluble capaz de fijar radicales libres del tipo O,, O, y OH debido a su
grupo fendlico. La inhibicion de la peroxidacion lipidica en las membranas por la
vitamina E evita la acumulacion de hidroperdxidos, porque aguel funciona como un
“canal molecular” a traves del cual los radicales abandonan la zona hidrocarbonada de
las membranas; esta vitamina a ser oxidada, forma radicales hidrogquinonas estables que
no perturban la quimica celular y que posteriormente son regenerados guimicamente a
la misma, mediante la aceptacion de un electrén proveniente de agentes reductores
como la vitamina C. Por esta funcion antioxidante, la vitamina E se considera como un
importante elemento protector en el desarrollo de enfermedades relacionadas con los
procesos oxidativos, como enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes, cuadros
infecciosos, reuméticos y neurolégicos, pancreatitis y €l enveecimiento (Brigelius y
Traber, 1999; Marquez y col, 2002). En el caso de las betalainas han sido estudiadas
pero no tan a profundidad como otros compuestos y se ha encontrado en estudios in
vitro e in vivo que poseen actividad antioxidante en medios biol 6gicos humanos como
en LDL, la membrana celular y en las células enteras, a igual que puede llegar a
modular e proceso de ROS o sea controlarlo (Tesoriere y col, 2008). Butera y col
(2002) menciona que las betalainas pueden captar RL segun los estudios que realizaron,
a igual en el estudio que realizo Stintzing y col (2005); otro estudio es el que realizé
Cai y col (2001) con las betalainas del amaranto donde demostré que tienen una fuerte
actividad antioxidante, en comparacién con el tipico antioxidantes (&cido ascorbico,
rutina'y catequina), por lo que sugiere que la betalainas puedan convertirse en una Util
fuente de antioxidantes naturales y colorantes naturales. Algo que es importante decir es
gue aun no sea ha logrado estudiar el mecanismo de accion de las betalainas para
destruir los RL (Gentile y col, 2004). En concreto la mayoria de los autores hace
referencia a que el poder antioxidante del JT el cual se debe a sinergismo de todos los
compuestos mencionados que si uno no existiera en el fruto no se lograria tener la
eficiencia para poder combatir cada una de las patol ogias estudias das por los diferentes
autores, como lo son la diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas,
Ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones (Martinez y col, 2002), algo importante
gue dice Galati y col (2003) es que & JT puede mejorar las ulceras provocadas por €
alcohol. Y por ultimo uno de los pocos estudios donde se puede llegar a corroborar
nuestros resultados o acercarse a lo encontrado en este estudio fue lo realizado por
Zorgui y col (2009) donde indican que el uso de opuntia ficus indica es mas eficiente

gue lavitamina E y alude el poder preventivo de esta por o que ademas, esto podria ser
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relevante, ya que es muy posible que la absorcion de complejos derivados de las
mezclas de esta planta y sus frutos puedan modular la genotoxicidad de farmacos contra
el cancer y por lo tanto, pueden reducirse las posibilidades de desarrollar tumores
secundarios. Es por todo lo anterior que se abre todo un panorama de estudio para
verificar los posibles mecanismos quimioprotectores, tanto de la planta, como en
especial del fruto (tuna), para asi poder conseguir mejor calidad de vida, libre de todas

las patol ogias mencionadas durante todo €l proyecto.
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CONCLUSIONES

El jugo de tuna tiene actividad antioxidante, el efecto fue dependiente de la

concentracion y fue mayor la actividad para el jugo de tuna roja-purpura.

El jugo de tuna no modifica el peso de los animales de experimentacion siendo

este uno de los principal es pardmetros de toxicidad.

El jugo de tunaroja-pUrpura en todas las concentraciones estudiadas no presenta

citotoxicidad ni genotoxicidad.

El jugo de tuna roja-plrpura presenta potencial antigenotdxico protegiendo

eficazmente alos ratones del efecto causado por el metil metanosulfonato.

El efecto quimioprotector es dosis dependiente.
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XIl.  ABREVIATURASY SIMBOLOS

ANOVA: Andlisis de varianza.
DNA: Acido desoxiribonucleico
RNA: Acido ribonucleico.

BN: Base nitrogenada

CF: Compuestos fendlicos.

CFU-E: Unidad formadora de colonias de eritrocitos.

DPPH: 2,2-difenil-1-pricrilhidracil.
EMS: Etil metanosulfonato.
ENC: Eritrocitos normocrémicos.

EPC: Eritrocitos policrométicos.

EPCM N: Eritrocitos policromaticos micronucl eados.

Epo: Eritropoyetina.

JT: Jugo de tuna

JTAA: Jugo de tuna amarilla-anaranjada
JTBV: Jugo de tuna blanca-verde
JTRP: Jugo de tunaroja-parpura

LDL: Lipoproteinas de baja densidad.
MetOH: Metanol.

MMS: Metil metanosulfonato.

MN: Micronucleos.

N7: Posicion 7 donde se encuentra el Nitrégeno de la guanina.

N3: Posicién 3 donde se encuentra el Nitrégeno de la adenina.

NH>OH: Hidroxilamina

NIH: National Institute of Health, USA.
ROS: Especies reactivas de oxigeno.
VPH: Virus del papiloma humano.

RL: Radicaleslibres.

O,': Slperoxido.

OH’: Radical hidroxilo.

H,0.: Perdxido de hidrogeno.

HNO,: Acido nitroso

Vit E: Vitamina E
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JTDA: Jugo de tunadosis 25 mg/Kg
JTDM: Jugo de tunadosis 16.5 mg/Kg
JTDB: Jugo de tunadosis 8.3 mg/Kg

XIIT. ANEXO |

MATERIAL

Material decristaleria
V asos de precipitados
Vidrios de relgj

Tubos de ensayo
Portaobjetos

Material diverso

Extractor de jugos (Turmix)
Vortex (Thermolyne)

Celdas decuarzo
Espectrofotdmetro de uv/visible (Jenway)
Balanza analitica

Jeringas de insulina

Filtros de celulosa

Sonda epigastrica metélica
Tijeras quirargicas

Jaulas de acrilico

Pinzas

Espatulas

Microscopio optico (Olympus)
Aserrin esteril

Bebederos

Talco

Torundas

Marcadores
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Material biolégico
50 ratones machos cepa NIH
Muestras de jugo de tuna (blanca-verde, amarilla-anaranjaday roja-parpura)

Reactivos
2,2-difenil-1-pricrilhidrazil (JT Baker)
Giemsa (Sigma)

Metil metanosulfonato (Sigma)
Aceite deinmersion (Zaizz)
Metanol (JT Baker)
Aguainyectable (Pisa)

Fosfato de sodio (JT Baker)
Fosfato de potasio (JT Baker)
Agua desionizada

Vitamina E (Sigma)

Agua purificada (Bonafont)
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