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1. TABLA DE ABREVIATURAS 

ABREVIATURA SIGNIFICADO 

CB Células Binucleadas 

CBMN Células Binucleadas Micronucleadas 

CT Células Totales 

PHA Fitohemaglutinina 

KCL Cloruro de potasio 

CAPE Éster fenetílico del ácido caféico 

CAPA Amida fenetil del ácido caféico 

C Centígrados 

CO2 Dióxido de Carbono 

AC Ácido caféico 

DMSO Dimetil sulfóxido 

MN Micronúcleos 

MMC Mitomicina C 

NF-KB Factor de transcripción nuclear kappa de las células B 

ADN Ácido Desoxirribonucleico 

ARN Ácido Ribonucleico 

DEN Dietil nitrosamina 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

COX Ciclo oxigenasa 

NFAT Factor nuclear de activación en células T 

HDAC Histona deacetilasa 

AP-1 Activador de proteína 1 

PHA Fitohemaglutinina 

Cyt-B Citocalasina B 

SFB Suero Fetal Bovino 

m.o Microscopio óptico 

rpm Revoluciones por minuto 

µg/mL Microgramos por mililitro 

µL Microlitros 
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3. RESUMEN 

En México, las enfermedades crónico-degenerativas son un problema de salud pública, 

siendo el cáncer la tercera causa de muerte en la población. Cuando se pretende usar 

medicamentos contra el cáncer, antes de pasar a la fase clínica se deben de hacer 

pruebas del daño secundario que estos pueden provocar, entre ellas está la prueba de 

genotoxicidad, en la actualidad la técnica más utilizada es la de micronúcleos (MN).  

En el presente trabajo se analizó la actividad genotóxica y citotóxica con y sin reto del 

compuesto LQM 731, el cual es un derivado amídico halogenado del CAPE, mediante la 

técnica de micronúcleos en linfocitos humanos in vitro con bloqueo de la citocinesis con 

Cyt-B para obtener CB, las cuales fueron analizadas independientemente en tres 

concentraciones del compuesto LQM 731 (10, 20, y 30 μg/mL) y con un reto de mutágeno 

MMC (0.15 μg/mL), para observar la actividad citoprotectora y antimutagenica que llegara 

a presentar el compuesto LQM 731. 

 

Se descartó que no existiera diferencias significativas entre los donadores por medio de 

un análisis estadístico previo de prueba “t” α=0.05, una vez comprobando que no 

existieran diferencias se prosiguió a evaluar los resultados obtenidos en los cultivos 

mediante el análisis estadístico ANOVA y prueba de Tukey. 

 

Se utilizaron cultivos de linfocitos humanos de 2 donadores sanos, uno de sexo 

masculino, y otro de sexo femenino, de entre 25 y 27 años de edad sin exposición previa 

a medicamentos, alcohol, agentes tóxicos y tabaco. Estos cultivos se incubaron a 37º C + 

5% CO2, durante 44 horas. Se sometieron a un bloqueo de la citocinesis con la ayuda de 

la Cyt-B, la cosecha celular se realizó a las 72 horas. La cual consistió en un choque 

hipotónico con KCl 0.075 M, para luego fijar las células con una solución Metanol-

Ac.Acético (6:1), se tiñeron con Giemsa durante 12 minutos para su observación al 

microscopio a 40x y realizarles el conteo celular, determinando la cantidad de CB 

encontradas en 1000 células totales, y la cantidad de CBMN encontradas en 1000 células 

binucleadas por cultivo de cada donador, estos se llevaron a cabo por duplicado. 

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostraron que el compuesto LQM 731 

mostró citotoxicidad desde la concentración de 20 μg/mL, demostrada por la cantidad de 

CB encontradas, las cuales disminuyeron conforme se aumentó la concentración del 
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compuesto encontrando diferencias significativas con una p<0.05 contra el control 

negativo DMSO 100%. Los cultivos de LQM 731 con reto de MMC no mostraron un efecto 

citoprotector de daño, ya que se disminuyó aún más la cantidad de CB, con respecto al 

control negativo y positivo encontrando diferencias altamente significativas contra ambos 

controles, en la dosis más alta de 30 μg/mL en los dos donadores. 

 

La actividad genótoxica mostró una tendencia a aumentar el número de micronúcleos de 

manera dosis dependiente, teniendo diferencias significativas desde la dosis más baja de 

10 μg/mL contra el control negativo, demostrando que el compuesto LQM 731 es 

genotóxico per se, pero en menor medida con respecto al control positivo MMC. 

En los cultivos de LQM 731, con reto del mutágeno Mitomicina C se encontró un efecto 

antigenotóxico de daño, desde la dosis más baja de 10 μg/mL del LQM 731, al reducir la 

cantidad de CBMN, en ambos donadores; de acuerdo a estos resultados, el compuesto 

LQM 731 podría perfilarse como un compuesto antigenotóxico. 

 

Finalmente se concluye que estos ensayos in vitro perfilan a el LQM 731 derivado amídico 

halogenado del CAPE como un potente compuesto anticancerígeno y que es prudente 

continuar con otras pruebas de carácter genotóxico, citotóxico y anticancerígeno para 

poder validarlo como un fármaco efectivo. 
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4. MARCO TEÓRICO 

4.1 DEFINICIÓN DE CÁNCER 

La palabra cáncer es de origen latino y significa “cangrejo”, llamado así por la capacidad 

tentacular de invasión  que disponen las células tumorales y que en algunos casos 

recuerdan a la forma de este animal (Argiles y cols, 1998). 

El término cáncer se utiliza para identificar y agrupar a un conjunto de más de cien 

enfermedades, todas ellas caracterizadas por un crecimiento celular acelerado e 

indiscriminado, que con el tiempo provocan la invasión,  el daño a tejidos y órganos 

mediante la diseminación de estas células através del sistema sanguíneo y/o el sistema 

linfático (National Cáncer Institute, 2011). 

Las células sanas normales se dividen periódicamente y de forma regular con el fin de 

reemplazar a las ya envejecidas o muertas, y mantener así la integridad y el correcto 

funcionamiento de los distintos órganos. 

El proceso de división de las células sanas está regulado por una serie de mecanismos de 

control que indican a la célula cuándo comenzar a dividirse y cuándo permanecer estática. 

Cuando se produce un daño celular que no puede ser reparado se produce una 

autodestrucción celular que impide que el daño sea heredado por las células 

descendientes (AECC, 2012). 

En la actualidad, la terapia contra el cáncer se encuentra mayoritariamente limitada a la 

radiación y quimioterapia, técnicas altamente invasivas e incómodas para el paciente y 

que en muchos casos conducen a la alteración de su salud integral (Couvreur y cols, 

2002). Los obstáculos más importantes frente a la consecución de una terapia oncológica 

eficaz son:  

 La distribución no específica dentro del organismo de los fármacos antitumorales 

administrados. 

 La incapacidad de alcanzar concentraciones lo suficientemente elevadas en el sitio 

del tumor. 

 La resistencia desarrollada por las células cancerosas a diferentes tipos de 

quimioterapia.  
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4.1.1 EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER 

En México, la campaña de lucha contra el CÁNCER se originó en 1940 como una 

iniciativa impulsada por la Secretaria de Salubridad y Asistencia Pública. La necesidad de 

contar con un sistema de información que permitiera conocer la frecuencia y distribución 

de las diferentes neoplasias malignas llevó a la creación, en 1982, a el Registro Nacional 

de Cáncer (RNC) como base para evaluar los diversos programas de salud relacionados 

con este padecimiento (Carrillo y cols, 2011). 

En México, las enfermedades crónico-degenerativas son un problema de salud pública, 

siendo el cáncer la tercera causa de muerte en la población. Específicamente, el cáncer 

de colon ha incrementado su incidencia en los últimos años y esta situación se ha 

relacionado principalmente con los cambios en los patrones alimentarios (INEGI, 2010). 

Un alto consumo de carne roja y grasa saturada, es la causa de un 80% de este tipo de 

cáncer  (Chan y Giovannucci, 2010). 

Se estima que del 5%-10% de todos los cánceres son hereditarios, es decir que las 

personas que heredan una determinada alteración genética tienen un alto riesgo de 

desarrollar cáncer en alguna etapa de su vida. Estos factores causales pueden actuar 

juntos o en secuencia para iniciar o promover la carcinogénesis (García y cols, 2007). 

La organización mundial de la Salud (OMS) informó recientemente que el cáncer es 

responsable de aproximadamente del 13 a 15 % de todas las muertes. Para el año 2020 

el número de muertes por año será de 10 millones, 47% corresponderá a países 

desarrollados y el 55 % a países en vías de desarrollo (Compendio de cáncer, 2001) y 

para el 2050 se espera crezca a 27 millones la carga de nuevos casos de cáncer  (García 

y cols, 2007). 

Dentro de los tumores malignos que se presentan con mayor frecuencia son el de cuello 

uterino 24.4%, piel 13.6%, mama  11%, próstata  6% y estomago  3%. 

En los hombres la mayor frecuencia se presenta en cáncer de piel 20%, próstata  17%  y 

estomago  6%. En cambio en las mujeres fue el cáncer cervicouterino  36%, mama  17%  

y piel 11% (Compendio de cáncer, 2001). 

Dentro de los factores epidemiológicos para Latinoamérica se consideran edad, sexo, 

raza, tabaquismo y consumo de alcohol, encontrándose estos últimos como factores de 
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riesgo de mayor importancia para el desarrollo de neoplasias, así como de las 

recurrencias posteriores al tratamiento (Carrillo, 2011). 

Diversos estudios epidemiológicos indican que una dieta alta en frutas y vegetales 

disminuyen el riesgo de desarrollar alguna patología. El efecto protector de estos 

alimentos se atribuye a la presencia de antioxidantes naturales como los compuestos 

fenólicos, las vitaminas A, C y E, los isotiocianatos, entre otros. Estas sustancias tienen la 

habilidad de contrarrestar o inhibir los efectos negativos de las especies reactivas de 

oxígeno (ERO) y los radicales libres (RL) presentes en este tipo de enfermedades 

(Antosiewicz y cols., 2008) (Tang y Gudas, 2011). 

El cáncer humano en muchas de sus manifestaciones se asocia con la forma de vida, 

aunque se han identificado neoplasias malignas relacionadas con antecedentes 

infecciosos, exposición a radiaciones y la actividad hormonal, por lo que continúan las 

investigaciones enfocadas a instrumentar opciones preventivas específicas y en la 

búsqueda del incremento de la eficacia de los tratamientos para reducir las recidivas 

(Compendio de Cáncer, 2001). 

4.1.2 ETIOLOGÍA DEL CÁNCER 

La célula cancerosa pierde el control de su propio desarrollo, de modo que se divide en 

más células a mayor velocidad que el resto de tejidos a los que pertenece, sin cumplir las 

funciones para las que ha sido creada. Este crecimiento anormal de las células puede 

llegar a formar masas de tejidos llamadas tumores (El cáncer, 2004). 

Cuando las células que constituyen dicho tumor no poseen la capacidad de invadir y 

destruir otros órganos, hablamos de tumores benignos. Pero cuando estas células 

además de crecer sin control sufren nuevas alteraciones y adquieren la facultad de invadir 

tejidos y órganos de su alrededor (infiltración), y de trasladarse y proliferar en otras partes 

del organismo (metástasis), hablamos de tumores malignos (AECC, 2012). 

Una vez que se establecen en un nuevo tejido, las células tumorales originan un segundo 

núcleo proliferativo o metástasis, en ocasiones se utiliza el término neoplasma como 

sinónimo de tumor (Argiles, 1998). 
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Es importante saber diferenciar los tumores benignos, o no cancerosos, de los malignos, 

o cancerosos. Las diferencias entre los tumores benignos y malignos se pueden ver en la 

siguiente tabla. 

Tabla No. 1 Diferencias entre tumores benignos y malignos (El cancer, 2004) 

 

Los tumores malignos se conocen por su capacidad de invadir y destruir tejidos y órganos 

tanto cercanos como los que están lejos del tumor original. Las células del cáncer atacan 

el tejido sano y nunca dejan de multiplicarse. La muerte se produce cuando la 

propagación del cáncer daña los tejidos y órganos vitales como el hígado, los pulmones o 

el cerebro, entre otros, de tal manera que estos órganos dejan de funcionar 

progresivamente. 

Las características de las células formadoras de un tumor maligno son: 

DISPLASIA: Los mecanismos reguladores que mantienen el equilibrio de las células son 

incapaces de controlar su división, produciendo un cumulo de células que normalmente 

dan lugar a un bulto o tumor. 

NEOPLASIA: Las células presentan variaciones en su forma, tamaño y función. Estas 

células dejan de actuar como deben y adquieren nuevas propiedades que configuran el 

carácter maligno denominado comúnmente como cáncer. 
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CAPACIDAD DE INVASIÓN: El cáncer puede extenderse por el organismo, utilizando 

para ello diferentes vías. Las más comunes son: 

 PROPAGACIÓN LOCAL: Las células tumorales invaden los tejidos vecinos, 

infiltrándose en ellos. 

 PROPAGACIÓN A DISTANCIA: Ocurre cuando algún grupo de células malignas 

se desprende del tumor original donde se generó para trasladarse a otros lugares 

del organismo. Fundamentalmente, se propagan por los vasos sanguíneos y 

linfáticos, para después desarrollar tumores malignos secundarios (Pérez y  

Santos, 2012) 

4.1.3 CICLO CELULAR DE LAS CÉLULAS CANCEROSAS 

El ciclo celular de las células cancerosas es similar al de las células normales. El 

crecimiento de cada célula se inicia en la denominada fase G1, en la que se producen las 

enzimas necesarias para la síntesis de ADN, ARN y otras proteínas. Tras esta fase, viene 

un periodo de síntesis de ADN o fase S. 

 

Figura No. 1 Etapas del Ciclo Celular (Paperblog, 2013). 

Posteriormente, la célula tumoral entra en el periodo premitótico (Fase G2) en la que se 

sintetiza ARN y proteínas, seguido por la mitosis (Fase M), tras la cual, tiene lugar la 
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división física, que lleva a la formación de dos células hijas que entran de nuevo en la fase 

G1. Esta última fase está en equilibrio con el estado de reposo, denominado como fase 

G0. Las células en fase G0 son relativamente inactivas respecto a la síntesis de 

macromoléculas, por lo que son insensibles a muchos de los agentes quimioterapéuticos, 

en especial, a aquellos que afecten a la síntesis de macromoléculas. 

La mayoría de los antineoplásicos se agrupan en función de que si dependen o no de que 

la célula este en una fase distinta a la fase G0, o si la actividad es mayor en alguna de las 

fases del ciclo citadas previamente (Guillen. 2013). 

 

4.1.4 CARCINOGÉNESIS 

La carcinogénesis es un proceso  de múltiples etapas en el desarrollo de neoplasmas o 

tumores malignos en el que se han identificado tres grandes estadios, INICIACIÓN, 

PROMOCIÓN, Y PROGRESIÓN. 

La INICIACIÓN toma lugar a nivel del ADN, molécula en la cual los mutágenos introducen 

mutaciones y con ello se altera la regulación de la expresión de algunos genes 

importantes para la célula. 

Como resultado de ello, las células se adentran en un cambio irreversible caracterizado 

por una capacidad intrínseca de crecimiento autónomo potenciado. Los agentes que 

actúan en esta primer etapa pueden ser FÍSICOS - QUÍMICOS o VIRALES. 

En la fase de PROMOCIÓN, las células son estimuladas a dividirse y se hacen 

morfológicamente anormales, llevando a las células a la fase de transformación en donde 

se potencía  el desarrollo de neoplasmas clínica y patológicamente detectables. 

La PROGRESIÓN es la etapa mediante la cual la célula iniciada anormal experimenta 

nuevos cambios genéticos que terminan por conferirle fenotipo maligno lo que finalmente 

se traduce en el desarrollo del cáncer (Zamorano y cols., 2008). 
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Figura No. 2  Etapas de la carcinogénesis (S.E.H.S.C. 2013). 

 

4.1.5 QUIMIOPREVENCIÓN Y ANTICARCINOGÉNESIS 

El término quimioprevención fue descrito originalmente por Michael Sporn en 1978 para  

indicar “la potenciación farmacológica o fisiológica mediante las cuales la progresión de 

una lesión preneoplasica puede ser prevenida, detenida o revertida” (Greenwald y cols., 

1995). 

La quimioprevención involucra la utilización de agentes químicos naturales o sintéticos 

para corregir, suprimir o impedir el proceso carcinogénico, evitando así el desarrollo de 

una neoplasia maligna invasora (Martínez, 2000).  

Muchos constituyentes químicos vegetales o fitoquímicos han sido asociados con 

propiedades protectoras. Las hierbas medicinales constituyen una fuente de muchos de 

esos compuestos químicos. Se han publicado un gran número de trabajos en los cuales 

se evidencian diversas capacidades de las infusiones de estas hierbas para 

quimioprevenir la incidencia de efectos celulares cuando son ensayadas en experimentos 

in vitro e in vivo (Zamorano y cols., 2008). 

Los quimioprotectores se han detectado frecuentemente cuando se estudia el efecto de 

sustancias purificadas de extractos de productos naturales a los cuales la medicina 
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alternativa ha atribuido propiedades terapéuticas. Este es el caso del propóleo y de sus 

componentes (Beltrán y cols., 2005). 

 

4.2 EL PROPÓLEO 

El término de propóleo o propolis proviene del griego PRO: “delante de” y POLIS: 

“ciudad”, lo que significa “delante de la ciudad”. Haciendo alusión a que esta sustancia se 

encuentra en la entrada y en el interior de la colmena o polis de las abejas (Serrano y 

cols., 2003) 

Se tiene conocimiento del propóleo desde tiempos remotos, ya que en el antiguo Egipto, 

los sacerdotes lo utilizaban en forma de crema para embalsamar o como parte integrante 

de ungüentos y bálsamos curativos. 

Aristóteles se refiere a esta sustancia como “remedio para las infecciones de la piel, llagas 

y supuraciones”. En el siglo XI, se emplea para desinfectar las heridas por punta de 

flecha, pero alcanza su apogeo durante la Guerra de los Boers contra los ingleses en 

África del Sur, en la que las heridas eran tratadas con mezclas que contenían propóleo, 

con un excelente resultado según los médicos militares, ya que, además de ejercer acción 

antiséptica, también era capaz de cicatrizar y regenerar los tejidos dañados (Serrano y 

cols., 2003). 

Las investigaciones realizadas en el campo de la química y la farmacología han permitido 

un uso más amplio y eficaz del propóleo en el mejoramiento de la salud humana, debido a 

su actividad biológica sui géneris y por ser un compuesto natural capaz de comportarse 

como un producto vivo con posibilidades de establecer múltiples combinaciones 

sinérgicas (Álvarez., 2012). 

Estudios recientes han demostrado que los propóleos poseen actividad antibacteriana, 

antiviral, antifúngica, antiinflamatoria, anticancerígena, hepatoprotectora y antioxidante, lo 

que ha generado gran interés en la industria farmacéutica (Farré y cols., 2004) ;(Bankova, 

2005). 
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4.2.1 COMPOSICIÓN QUÍMICA DEL PROPÓLEO 

La composición química de los propóleos y su actividad biológica depende del típo de 

vegetación que se encuentra en un radio de 3 a 4 kilómetros alrededor de la colmena 

(Bosio y cols., 2003). 

Esta composición química es variable y compleja, se han descrito cerca de 50 a 200 

compuestos,  mayoritariamente compuestos fenólicos, como ácidos benzoicos, ácidos 

cinámicos, ácido caféico o flavonoides entre otros, ácidos etéreos, cumarina, crisina, y 

sustancias minerales (Serrano y cols., 2003). 

Tabla No.2 Composición promedio del propóleo (Farré y cols., 2004). 

 

 

4.2.2 PROPIEDADES FÍSICAS DEL PROPÓLEO 

Los propóleos son polímeros balsámicos resinosos que elaboran las abejas a partir de 

diversas resinas de plantas. Estas resinas quedan potenciadas con las enzimas 

producidas por las glándulas salivales de las abejas y enriquecidas con los residuos de la 

digestión láctica de los gránulos de polen (Allen, 2013). 
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El propóleo presenta una consistencia viscosa variable, dependiendo de su origen y de la 

temperatura. A los 15ºC es duro y se torna más maleable a medida que la temperatura 

aumenta. El punto de fusión varía entre 60 a 70ºC y su color varía de amarillo claro a 

pardo oscuro; presenta además un aroma penetrante, sabor acre y a veces hasta amargo 

(Hernández y cols., 2005). 

El propóleo es una sustancia soluble en solventes orgánicos como: alcohol, benceno, 

acetona y éter; es un producto delicado, debe ser conservado en bolsas de polietileno, se 

conserva mejor congelado o a temperatura ambiente de 15°C, es susceptible a la polilla, 

la cual disminuye su calidad. No debe refrigerarse, porque permite el crecimiento de 

hongos que destruyen su valor comercial (Manrique, 2000).  

 

4.2.3 LA ACCIÓN TERAPÉUTICA DEL PROPÓLEO 

El propóleo es un producto de mucho interés tanto para la industria farmacéutica como 

para la medicina, la odontología, la veterinaria entre otras, debido a todas sus 

propiedades como antiinflamatorio, inmunoestimulante, hepatoprotector, carcinoestatico, 

antimicrobiano, antiviral, antifúngico, antiprotozoario, anestésico y regenerador tisular 

(Farré y cols., 2004). 

Estas acciones terapéuticas están relacionadas con las estructuras moleculares que 

forman parte de su composición química (Farré y cols., 2004). 

 Flavonoides: galangina, quercetina, crisina, apigenina y derivados. 

 Ácidos Fenólicos: cafeico, isoferulico, cinámico y benzoico. 

 Derivados del benzaldehído: vainillina e isovainillina. 

 Compuestos terpénicos.  

 Aceites esenciales. 

La acción antiinflamatoria del propóleo se debe a la inhibición de la síntesis de 

prostaglandinas, leucotrienos y de histamina en el foco inflamatorio; su potencia 

antiinflamatoria local es similar a la del diclofenaco (Apiter, 1978). 

Otra de las actividades biológicas que poseen los propóleos que se encuentra 

ampliamente documentada en la literatura es su actividad antioxidante. Esta actividad 

biológica de los propóleos ha sido atribuida principalmente a la presencia de ácido 

ferúlico, quercetina, flavonoides, así como al ácido cafeico (Peña, 2008). 
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La actividad antioxidante se lleva a cabo mediante una transición redox, a través de la 

cual la molécula antioxidante libera un átomo de hidrógeno que puede ser captado por un 

radical libre, o permitiendo la formación de ligandos que faciliten la quelación de iones 

metálicos y la interacción con enzimas. 

Los flavonoides y ácidos fenólicos tienen la propiedad de interceptar y reaccionar con 

agentes oxidantes como enzimas, metales y radicales libres (Vargas y cols., 2014) 

La actividad inhibitoria del propóleo frente a los virus de la viruela, la influenza, la 

enfermedad de New Castle, el herpesvirus, la fiebre del Valle de Rift, la influenza aviaria 

el reovirus y el virus de la gripe de Hong Kong, se le atribuye al contenido de compuestos 

fenólicos principalmente el ácido cafeico, así como también esteres de los ácido cafeico y 

ferúlico (Farré y cols., 2004). 

Velázquez y colaboradores, evaluaron la actividad antimicrobiana de varias muestras de 

propóleo del desierto de Sonora, en donde se utilizaron cepas de bacterias Gram 

positivas y Gram negativas, encontrando como resultado que en todas las 

concentraciones de propóleos no tuvieron efecto en las bacterias Gram negativas, 

mientras que en las Gram positivas fue donde se obtuvo mejor eficacia. Esta actividad fue 

relacionada con la presencia de compuestos fenólicos, Crisina, Galangina y el CAPE 

(Vargas y cols., 2014). 

El potencial anticariogénico del propóleo ha sido demostrado a través de varios estudios 

los cuales han revelado la reducción de la incidencia de caries y acumulación de placa 

dental in vitro e in vivo; sugiriendo que existen dos mecanismos asociados con las 

propiedades anticariogénicas/ antiplaca del propóleo como son la actividad antimicrobiana 

contra bacterias cariogénicas y la inhibición de la enzima glucosiltransferasa. A este 

compuesto se le han atribuido otras características de relevancia en odontología como es 

la estimulación de la generación de la dentina (esmalte dental); la cual impide la formación 

de caries como de placa dental y hasta los momentos no se han presentado ninguna 

contraindicación, reacciones alérgicas, ni toxicidad por sobredosis (Premoli, 2010) 

El consumo regular del propóleo con su efecto antibiótico y antifúngico puede lograr una 

gran inmunidad para el organismo (Guevara, 2010) 

En la siguiente tabla se muestran algunos de los componentes químicos del propóleo y 

propiedad terapéutica. 
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Tabla No. 3 Propiedades y compuestos químicos del propóleo (Vázquez, 2010). 

PROPIEDADES COMPUESTOS QUÍMICOS 

Antimicótico Pinocembrina, ácido acético y caféico  
Antibacterial Pinocembrina, Kaemferol y ácido caféico 
Antiséptico Ácido Benzóico 

Antiviral Ácido caféico. luteolina y quercetina 
Antimutagénica Ácido ferúlico, ácido cinámilo y ácido coumárico 

Citotoxicidad e inhibición de tumores Ácido caféico, fenetil ester, quercetina y crisina 
Anestésico local Pinocembrina 
Antihemorrágico Flavonoides 

Curación de heridas Ácidos fenólicos y flavonoides 
Efecto aglutinante Ácido ferúlico 

Estimula la mitosis y aumenta la biosíntesis de 
las proteínas Arginina 

Curación de úlceras gastroduodenales Luteolina, apigenina, pinocembrina y galangina 
Histaminopectica Quercetina 

Antioxidante Flavonoides, ácido caféico y fenetil ester 
Antiinflamatorio Flavonoides y ácido caféico 
Espasmolítico Quercetina y Kaemferide 

Promueve el desarrollo de colágeno y elastina Ácido ferúlico 
 

 

4.3 CAPE 

4.3.1 ÁCIDO CAFÉICO Y SU DERIVADO TIPO ÉSTER 

Los compuestos fenólicos integran una familia de moléculas que presentan uno o más 

grupos hidroxilos unidos directamente a anillos aromáticos, se utilizan como antioxidantes 

en diversos ingredientes alimenticios, y están presentes como metabolitos secundarios en 

plantas, como ésteres o glucósidos. El término “fenólico” abarca un gran grupo de 

compuestos químicos, los cuales se clasifican de diversas maneras, la clasificación más 

común se basa en el número de carbonos de la molécula, y los agrupa en: fenoles 

simples, ácidos fenólicos, ácido hidroxicinámico, coumarinas, flavonoides, lignanos, 

taninos, entre otros (LeBlanc y cols., 2012). 

 

El ácido cafeico (CA) (figura No. 3) es el principal representante de los ácidos 

hidroxicinámicos y fenólicos, se encuentra en muchas plantas como derivados simples, 

tales como glucósidos, amidas, ésteres y ésteres de azúcar, siendo su forma principal la 

esterificada.  
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Figura No. 3. Estructuras químicas del ester fenetílico del ácido cafeico (CAPE) y del ácido cafeico (CA) 

(Hernández,  2013). 

 

El ester fenetílico del ácido cafeico (CAPE) con estructura química [2-propenoico ácido, 3 

- (3,4-dihidroxifenil) -, 2-fenetilo éster] (figura No. 3) es un compuesto polifenólico derivado 

del ácido cafeico y es el compuesto activo más importante aislado del propóleo (LeBlanc y 

cols., 2012). 

 

Las propiedades biológicas del CAPE son bastas y variadas entre las cuales podemos 

encontrar actividad como antibacteriano, antiviral, antifúngico, antiinflamatorio, 

antioxidante, antitumoral y antiproliferativo (Macías y cols., 2012). 

 
 

Tabla No. 4 Diversas actividades y objetivos moleculares de CAPE (Ghulam y cols., 2014). 

Número Actividad Dianas moleculares del CAPE 

1 Antioxidante ROS 

2 Anti-inflamatorio La COX-1,COX-2,NF-B,NFAT y AP-1 

3 Anticancerígeno NF-B 

4 Antiviral VIH1 Integrasa 

5 Inmunomodulador NF-B 

6 Antihepatotóxica CYP2E1 

7 Neuroprotector ROS 

8 Antiaterosclerótico NF-B 
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4.3.2 ESTUDIOS REALIZADOS CON CAPE 

 

Frenkel y colaboradores en sus estudios evalúan la actividad quimioprotectora de CAPE 

aplicando tratamientos tópicos del compuesto en ratones, para observar  si es capaz de 

inhibir la promoción tumoral, provocada por el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato, 

encontrando que a la concentración de 0.5 nmol CAPE suprime en un 50 % la explosión 

metabólica oxidativa, así como inhibe la actividad enzimática de ornitina descarboxilasa, 

perfilando a el compuesto como un potente agente quimiopreventivo (Frenkel y cols., 

1993).  

 

Su y colaboradores en sus estudios con fibroblastos embrionarios comprueban el efecto 

tóxico diferencial de CAPE, por el cual el compuesto es citotóxico al tumor y a las células 

tumorales no, encontrando que CAPE puede ser un compuesto que se fija a células 

transformadas o en transformación por el reconocimiento fenotípico de las células, 

suprimiendo así el crecimiento tumoral (Su y cols., 1991).  

 

Chiao y colaboradores demuestran que CAPE induce apoptosis por la pérdida de la 

regulación del estado redox normal en células transformadas de rata (Chiao y cols., 

1995).  

 

Kishimoto y colaboradores, así como Kujumgiev y colaboradores demuestran en sus 

estudios la actividad antimicrobiana de CAPE contra Enterococcus faecalis, Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae en donde el ARN, 

ADN y proteínas celulares son posibles objetivos de acción de CAPE (Kishimoto y cols., 

2005); (Kujumgiev y cols., 1993). 

Orsolic y colaboradores encontraron que la presencia local de CA y CAPE, mediante 

inyección subcutánea en el tejido tumoral, causó un retraso significativo en la formación 

de tumores y mayor vida útil 29.3 a 51.73%, respectivamente. CA y CAPE, suprimió de 

forma significativa el carcinoma cervical en células HeLa de manera in vitro (Orsolic y 

cols., 2005).  

 

En estudios de Xiang y colaboradores CAPE ha demostrado ser citotóxico para muchos 

tipos de células cancerosas, incluyendo las células de cáncer de mama, mientras que no 

tiene tales efectos contra las células normales (Xiang y cols., 2006) 
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Omene en sus estudios plantea la hipótesis de que CAPE, que es estructuralmente similar 

a la clase de ácido hidroxámico de los inhibidores de HDAC, puede mediar sus efectos 

sobre el cáncer de mama a través de modificaciones epigenéticas, investigando también 

sus efectos sobre las proteínas histonas, encontrando que CAPE provoca la acumulación 

de las proteínas histonas acetiladas que sugiere que tiene propiedades inhibidoras de 

HDAC lo cual se toma como propiedad anticancerígena, y este mecanismo se conserva 

en los propóleos de origen natural; proporcionando así soporte para el uso de CAPE 

como agente terapéutico en el cáncer de mama (Omene y cols., 2012.) 

 

En un estudio se evaluó el efecto protector de CAPE contra los cambios producidos por el 

estrés hipertérmico al que están expuestos los atletas ciclistas de alto rendimiento, Se 

avaluó el efecto de CAPE sobre los cambios inducidos en la viabilidad celular, la 

morfología, la producción de su peróxido, y el contenido de su peróxido intracelular en 

células mononucleares (MNC) de sangre periférica de ciclistas competitivos. Se observó 

que el efecto de CAPE sobre la inhibición tenía un patrón dependiente de la dosis y que 

ese efecto protector contra el estrés hipertérmico puede ser causado por  la actividad 

antioxidante de CAPE (Chen y cols., 2009).  

 

4.3.3 ESTUDIOS REALIZADOS CON CAPE EN MÉXICO. 

En México también se han llevado a cabo varios estudios con el compuesto CAPE los 

cuales abordan el modelo modificado del hepatocito resistente de Semple-Roberts. En 

donde se induce carcinoma hepatocelular en ratas y se puede estudiar el proceso 

carcinogénico en sus tres etapas principales: iniciación, promoción y progresión. 

Beltrán y colaboradores demostraron que el CAPE en la etapa de iniciación con una sola 

dosis, modula la bioactivación de dietilnitrosamina (DEN) lo cual protege al hígado, reduce 

la aparición de lesiones preneoplásicas, modifica la expresión de genes y disminuye en un 

43% la aparición de tumores. El posible mecanismo de acción de CAPE planteado 

involucra la modificación de las isoformas de citocromo P450; CYP2E1, CYP1A1/1A2 y 

CYP2B1/2B2,  através del metabolito del carcinógeno DEN (Beltrán y cols., 2005). 
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En la etapa de promoción el CAPE ha demostrado reducir las lesiones preneoplásicas 

cuando es administrado usando ratas Fischer-344, al igual que al ser administrado en 

ratas Wistar, perfilándolo como un buen candidato para utilizarse como quimioprotector en 

seres humanos (Beltrán y cols., 2011). 

 

Carrasco y colaboradores utilizando el modelo de hepatocarcinogénesis inducida en ratas 

Wistar, demostraron la actividad quimioprotectora de CAPE en las etapas de promoción y 

progresión, planteando como mecanismo de acción la inhibición de la activación del NF-

KB, lo que impide que los tumores presenten resistencia a los fármacos (Carrasco y cols., 

2004). 

 

El grupo de investigadores del Dr. Saúl Villa Treviño en el 2003 demuestran también la 

actividad quimioprotectora de CAPE mediante la inducción de hepatocarcinogénesis con 

el metabolito DEN dietil nitrosamina, en un grupo de ratas Wistar en donde su posible 

efecto protector se debe al NF-KB ya que el CAPE inhibe su activación (Carrasco-Legleu 

y cols., 2003). 

 

Domínguez en sus estudios elucidó los efectos in vitro del CAPE en varios modelos 

celulares, como células HeLa, VERO, JURKAT Y K562, encontrando una inhibición de la 

proliferación celular, con un efecto dosis dependiente del CAPE, también se determinó la 

actividad genotóxica del CAPE mediante la técnica de intercambio de cromátides 

hermanas demostrando una tendencia genotóxica del compuesto menor a la del control 

positivo ifosfamida (Domínguez, 2008). 

 

4.3.4 RELACIÓN ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DEL CAPE 

 

Altug y colaboradores, realizaron un estudio en el que proponen que el efecto protector 

del CAPE en la isquemia cerebral inducida en conejos, se debe principalmente a la acción 

antioxidante de este compuesto (Altug y cols., 2008). 

Esta capacidad antioxidante se encuentra relacionada con la estructura de estos 

compuestos, principalmente con la presencia de grupos hidroxilo y efectos de conjugación 

y resonancia (Leopoldini y cols., 2004). Donde sugieren que la propiedad antioxidante se 

incrementa al aumentar el número de grupos hidroxilo de tipo fenólico en su estructura.  
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Estudios electroquímicos demuestran que el principio estructural que regula los 

potenciales redox, y por lo tanto la capacidad antioxidante de los ácidos hidroxicinámicos 

y sus derivados, se debe a la presencia del grupo fenólico en la estructura de estos 

compuestos, que en el caso del ácido cafeico y sus derivados, es el grupo catecol (Roleira 

y cols., 2010).  

 

En un estudio que se realizó para evaluar el efecto de inducción de la Hemo Oxigenasa 1 

(HO-1), se determinó que el ácido cafeico y sus derivados podrían ser utilizados de una 

manera satisfactoria en comparación con la curcumina, para proteger los tejidos contra 

radicales libres. En este estudio encontraron que la presencia de grupos hidroxilo en la 

posición orto en el anillo aromático mejora notablemente la inducción de HO-1; así como 

los análogos de éster de ácido cafeico con una cadena lateral larga, tenían un alto 

potencial para inducir la actividad de la HO-1 en comparación con los análogos de amida 

de ácido cafeico (Churdsak y Chaiyavat., 2010). 

 

Ardhaouia y sus colegas informaron que la hidrofobicidad de los productos químicos con 

cadenas laterales largas era mayor que los que tienen cadenas laterales cortas. Por lo 

tanto, esos productos químicos con propiedades hidrófobas pueden penetrar fácilmente 

las membranas celulares e inducir la activación de la señal (Ardhaouia y cols., 2004). 

. 

   Uwai y colaboradores en un análisis de la relación estructura-actividad mostraron que los 

ésteres del ácido cafeico en diferentes grados conservan su actividad para inhibir el óxido 

nítrico (NO) inducido por lipopolisacáridos en macrófagos murinos RAW264.7, que se 

refleja en la concentración efectiva media (CE 50) de cada compuesto. El efecto inhibidor 

de estos derivados en la producción de NO en macrófagos RAW264.7 era dependiente de 

la longitud y el tamaño de la fracción de alquilo, y de la cadena undecilica del ácido 

cafeico la cual era el inhibidor más potente de la producción de NO. 

Además, se demostró que la conexión entre el ácido cafeico y la cadena de alquilo es 

crítica para la actividad. Derivados de amida y cetona mostraron que no sólo el grupo 

funcional éster, sino también los grupos funcionales amida y cetona exhiben un efecto 

inhibidor sobre la producción de NO (Uwai y cols., 2008). 
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En los estudios de Natarajan y sus colaboradores, se comprobó que el CAPE es un 

potente y específico inhibidor de la activación del factor nuclear de transcripción NF-KB, 

se probaron también un grupo de análogos del CAPE en donde se observó que aunque 

todos los compuestos eran activos en la inhibición de la activación de NF-KB, hubo 

marcadas variaciones en su capacidad inhibitoria, encontrando que los compuestos 1 y 6 

(Figura No. 4) tienen una inhibición más eficiente que CAPE. 

 

Como resultado del análisis de relación estructura-actividad encontraron que la alteración 

de la colocación del grupo hidroxilo de 3,4-dihidroxi (CAPE) a 2,5-dihidroxi (compuesto 1) 

(Figura No. 4) aumenta la potencia de inhibición, ocurriendo lo contrario en la sustitución 

de los grupos hidroxilo de CAPE con dos éteres de metilo (compuesto 2) y la adición de 

un tercer grupo hidroxilo (compuesto 3) dando como resultado una pérdida de potencia, 

con estos análisis sugieren que el número y la colocación de grupos hidroxilo es un 

determinante importante de la medida de inhibición. En el grupo éster de los análogos, la 

porción de ácido cafeico se mantuvo constante y la cadena lateral fenetil se varió. Un 

aumento en la longitud de la cadena de alquilo (compuesto 4) resultó en una pérdida 

significativa de la inhibición.  

 

Análogos bicíclicos de los dos isómeros de CAPE que diferían en la colocación de los 

sustituyentes hidroxilo mostraron un cambio drástico en la potencia inhibidora de los dos 

análogos; el isómero 5 era completamente ineficaz, mientras que el isómero 6 abolió 

completamente la unión, esto indica una vez más que la colocación de los grupos 

hidroxilo juega un papel importante en la inhibición de la activación de NF-KB.  

 

Finalmente en los análogos de amida saturadas, el análogo con tres hidroxilos adicionales 

(compuesto 7) y el análogo de amida inversa (compuesto 8), el cual carece de un grupo 

hidroxilo adicional, resultaron ser menos activos que CAPE (Natarajan y cols., 1996). 
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Fig. No. 4. Estudios de relación estructura-actividad de varios análogos de CAPE. Se sintetizaron incluyendo 

sustituyentes del anillo de catecol (compuestos 1 a 3), grupos éster (compuesto 4), rotacionalmente 

restringidas variantes (compuestos 5 y 6), y análogos saturados (compuestos de amida  7 y 8) (Natarajan y 

cols. 1996). 

 

4.3.5 ANÁLOGOS ESTRUCTURALES DEL CAPE 

 

 El término "análogo" se refiere a compuestos químicos con una relación estructural 

próxima a la del compuesto original, incluyendo compuestos que tienen una similitud 

estructural, pero uno o más átomos en su estructura han sido sustituidos por otros 

(Fischer y Ganellin. 2006);(Wermuth. 2006). 

Uno de los impedimentos para el uso generalizado de CAPE es que su extracción es 

compleja y con rendimientos muy bajos. De una igual manera, la obtención por síntesis 
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química, reacción junto con métodos de purificación requieren procedimientos de 

purificación y los rendimientos oscilan entre 35 y 50%, y actualmente está disponible en el 

mercado sólo a un alto costo. 

Por esta razón, las moléculas con estructura relacionada con el CAPE se han estudiado, 

en busca de compuestos que retienen la actividad biológica, así como que muestran 

ventajas de ser barato, y obtenido de forma rápida y fácilmente.  

La investigación de compuestos con actividad biológica se apoya en metodologías como 

la relación cuantitativa estructura actividad (QSAR) que tiene como objetivo predecir y 

optimizar la actividad biológica, sugerir un modo de acción, que se clasifica de acuerdo a 

la actividad biológica, determinar las características estructurales de la molécula 

importantes para la actividad biológica y reducir la parte experimental (Macías y cols. 

2012). 

 

Wei y colaboradores propusieron la sustitución del grupo éster por una amida unida a un 

grupo funcional aromático, modificación que demostró tener mejor efecto antitumoral que 

moléculas amídicas que tenían como sustituyentes grupos alifáticos y alicíclicos. 

Finalmente se demostró que la sustitución del grupo éster por una amida disminuyó la 

citotoxicidad del compuesto (Yang y cols., 2010). 

 

Recientemente, la Fenetil Amida del Ácido Cafeico (CAPA), se encontró que presenta 

resistencia a la hidrólisis en la circulación, pero se demostró que era más estable en 

comparación con el CAPE en plasma de rata (Yang y cols., 2010). 

 

La obtención de CAPA se realizó por medio del método de acoplamiento de unión de 

amida, a partir del ácido cafeico,  como se muestra a continuación en la figura No.5. 
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Figura. No. 5. Estructuras de CAPE y CAPA, y el proceso de síntesis de CAPA 

(2) Grupo amida RNH2, (1) Fosfonio (BOP), Diclorometano (CH2Cl 2), Trietilamina (Et3N), Dimetilformamida 

(DMF) (Yi Jin-Ho. y cols. 2013). 

 

CAPA muestra una mayor estabilidad estructural que CAPE y disminuye los niveles de 

glucosa en plasma, ejerce efectos de dilatación de las arterias coronarias en ratas 

normales y diabéticas. CAPA también mejora la disfunción vascular en ratas diabéticas, lo 

que sugiere que podría ser un buen candidato para el tratamiento de complicaciones 

vasculares en pacientes diabéticos (Yi Jin-Ho y cols., 2013). 

 

4.4 MICRONÚCLEOS 

El ADN puede ser alterado de manera espontánea o por la acción de diversos agentes. 

Muchas de esas alteraciones se traducen en roturas de ADN y en pérdida de material 

genético. Estas anomalías pueden detectarse mediante distintas técnicas moleculares y/o 

citogenéticas (Fenech, 2007) 

Los micronúcleos (MN) son corpúsculos citoplasmáticos esféricos, detectados en 

interfase, más pequeños y con las mismas características morfológicas que el núcleo 

celular; se originan por pérdida de fragmentos cromosómicos o cromosomas enteros 
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durante la división nuclear y tienen valor en el diagnóstico de genotoxicidad (Castillo y 

cols.  2011). 

                                                  

Figura No. 6. Célula binucleada con un micronúcleo. 

La formación de un micronúcleo se basa en que en la anafase cualquier fragmento 

cromosómico que no posea centrómero no podrá integrarse a un núcleo por carecer del 

elemento indispensable para orientarse en el huso acromático. Después de la telofase, los 

cromosomas normales, así como los fragmentos que posean centrómeros, dan origen a 

los núcleos de las células hijas; sin embargo, los elementos rezagados que pueden ser 

fragmentos o cromosomas completos,  quedan incluidos en el citoplasma de las células 

hijas, y una proporción de ellos se transforma en uno o varios núcleos  secundarios; estos 

núcleos son mucho más pequeños que el núcleo principal y de ahí su nombre de 

“Micronúcleos” (Zúñiga y Gómez, 2006). 

4.4.1 ANTECEDENTES EN LA PRUEBA DE MICRONÚCLEOS 

Holley y Jolly  detallaron  la presencia de pequeños cuerpos que se tenían como el núcleo 

celular en el citoplasma de eritrocitos, a los cuales nombraron como “corpúsculos 

intraglobulares”, hoy conocidos como cuerpos de Howell-Jolly por los hematólogos Müller 

y Streffer en 1994. Décadas después, cuerpos similares fueron descritos por J. M. Thoday 

en la década de 1950, mientras estudiaba el efecto de los rayos X y las partículas alfa en 

células de Vicia Faba, siendo él quien los denominó “fragmentos nucleares” o 

“micronúcleos”, los cuales siguieron estudiando Carlson en 1938, Sax en 1941 y Koller  en 

1943; identificaron las mismas estructuras en células vegetales las cuales fueron 

irradiadas con rayos X. En 1959 Evans y colaboradores fueron los primeros que utilizaron 

el ensayo de MN para cuantificar la inducción de daño cromosómico in vitro, observando 
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que las radiaciones ionizantes provocaban una relación dosis-respuesta en células de 

Vicia faba. 

Matter y Schmidt en 1971 aplicaron la técnica de MN para detectar exposiciones a 

mutágenos de manera in vivo, analizando células de medula ósea de ratón. 

En 1976 Countryman y Heddle propusieron por primera vez el uso de la técnica de MN 

como medida de daño cromosómico en linfocitos humanos. En 1986 el ensayo de 

genotoxicidad fue mejorado por Fenech y Morley, los cuales implementaron el uso de la 

Citocalasina- B cuya función es frenar el proceso de división celular cuando la célula solo 

hubiese sufrido una división mitótica, desarrollando así la técnica del bloqueo de la 

citocinesis (Fenech, 1993); (Fenech, 2000). 

En 1999 el ensayo de MN, fue validado a nivel mundial y considerado como un 

biomarcador efectivo de daño en el ADN (Zacalain y cols., 2005).  

 

4.4.2 LA PRUEBA DE MICRONÚCLEOS 

Una de las pruebas más empleadas en estudios de genotoxicidad por exposición 

ambiental u ocupacional en poblaciones humanas, y para determinar el potencial 

genotóxico de diferentes compuestos, es la evaluación de micronúcleos (MN). Esta 

prueba in vitro o in vivo combina facilidad en su realización, sencillez en la evaluación y 

una alta sensibilidad, características que han llevado a validar y recomendar su uso como 

prueba de genotoxicidad por instituciones como el Centro Europeo para la Validación de 

Métodos Alternativos y la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico 

OECD (Fenech, 2007). 

La iniciativa internacional The Project on Micronucleus Frequency in Human Populations 

(HUMN), diseñado por Michael Fenech y Stefano Bonassi busca uniformizar el test de 

micronúcleos;  mediante la comparación de  resultados y compilación de datos de 

frecuencias y variaciones de diferentes laboratorios en todo el mundo para establecer un 

protocolo estándar (Fenech, 2007) ;(Zacalain y cols., 2005).  

En muchos laboratorios, para la observación de micronúcleos se utiliza la técnica 

estándar de preparación cromosómica de linfocitos cultivados. En esta técnica se emplea 
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una solución hipotónica, necesaria para abrir las metafases y mejorar la visualización de 

cromosomas, eliminando además los eritrocitos. Después es seguido por la fijación de 

células y el lavado varias veces en soluciones de alcohol y ácido acético. Finalmente la 

muestra se deposita en laminillas por la técnica de goteo (Clouston, 2001);(Murli, 2003). 

 

4.4.3 CRITERIOS DE SELECCIÓN DE MICRONÚCLEOS 

Como ya se había mencionado los micronúcleos son morfológicamente idénticos a los 

núcleos celulares pero más pequeños y deben presentar ciertas características para ser 

considerados dentro de la prueba de MN (Fenech, 2000); (Fenech, 2003). 

 

El HUMN establece ciertos criterios de selección para considerar una célula apta para el 

análisis estadístico, citado a continuación: 

Criterios de identificación de micronúcleos definidos por el HUMAM-Project (Fenech y 

cols., 2003). 

 

 Su tamaño usualmente varía entre 1/16 y 1/3 del diámetro medio del núcleo 

principal. 

 Los micronúcleos no deben de ser retráctiles al momento de su observación, por lo 

que pueden ser diferenciados fácilmente de los precipitados de tinción. 

 Los micronúcleos no deben estar enlazados o conectados a los núcleos 

principales. 

 Los micronúcleos pueden tocar pero no solapar los núcleos principales y la 

membrana del MN debe ser claramente distinguible. 

 Usualmente tienen la misma intensidad de tinción que el núcleo principal pero 

ocasionalmente pueden ser más intensos. 
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4.4.4 TIPOS DE CELULAS UTILIZADAS EN EL ENSAYO DE MICRONÚCLEOS 

El ensayo de MN se ha realizado con diferentes tipos celulares como son células 

germinales (Lähdetie y Parvinen, 1981), hepatocitos (Cliet y cols, 1989), células de hígado 

fetal (Cole y cols, 1981), linfocitos (Fenech y Morley, 1986); células de bazo (Shindo y 

cols, 1983), además de exfoliados de células que son obtenidos de la mucosa bucal, 

bronquio, vejiga; uréter y estómago, entre otros. Para realizar el ensayo de MN en rata, a 

partir de médula ósea y/o sangre periférica, el principal tipo celular utilizado son los 

eritrocitos inmaduros (Hayashi y cols., 2000). 

Actualmente se investiga la posibilidad de utilizar la prueba de MN de manera in vitro en 

piel reconstruida humana 3D, formada a partir de la epidermis neonatal primaria derivada 

de queratinocitos de prepucio,  este proyecto fue diseñado a raíz de la prohibición de 

pruebas in vivo de cosméticos comercializados en Europa, el cual ha prometido ser un 

proyecto con una mayor capacidad de predicción que el ensayo in vitro estándar de 

genotoxicidad (Kirsch-Volders y cols., 2011). 

Dependiendo de las características de cada estudio y de lo que se desee evaluar, se 

pueden utilizar diferentes tipos celulares para aplicar el ensayo de micronúcleos. Los 

linfocitos de sangre periférica, como sistema celular de ensayo, presentan una serie de 

características que los hacen especialmente apropiados para su utilización en esta 

técnica, como por ejemplo (Chavez. 2006). 

 

 Son de fácil disponibilidad y se encuentran en gran número 

aproximadamente 1 ml de sangre contiene de 1 a 3 millones de linfocitos. 

 Su crecimiento en cultivo es fácil tras ser estimulados con un mitógeno 

(normalmente fitohemaglutinina).  

 Poseen una amplia distribución en el organismo lo que los hace ser 

apropiados para reflejar los efectos de una exposición en cualquier área del 

cuerpo. 

 Los linfocitos circulantes, normalmente, se encuentran en fase de no 

división (G0). Al cultivarlos en presencia del mitógeno se estimula la 

división mitótica, lo que permite el estudio de los cromosomas en metafase. 

 

 Los linfocitos tienen una vida media de unos cuatro años, aunque se 

pueden encontrar linfocitos que pueden sobrevivir durante varias décadas. 
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Esta propiedad es interesante, junto con el hecho de hallarse en fase de no 

división en el torrente circulatorio, porque permite detectar efectos 

clastogénicos transcurrido algún tiempo desde la exposición, ya que las 

lesiones en el ADN persisten. 

 

La cantidad basal de micronúcleos varía conforme al tipo celular que se utilice para el 

ensayo mientras que en células de mucosa bucal se tiene una frecuencia de micronúcleos 

de entre 0.3 a 4.7% en 1000 células, en linfocitos oscila entre 3 y 23% (Surralles y 

Natarajan, 1997). La frecuencia basal varía dependiendo de diversos factores como la 

raza y el sexo encontrando que en las mujeres la frecuencia de MN es de 

aproximadamente 1.4 veces mayor a la de los hombres debido a la pérdida aleatoria del 

cromosoma X inactivo, lo que puede retrasarse en la anafase como resultado de 

centrómero defectuoso o función del cinetocoro (Fenech, 1993) la frecuencia incrementa 

también cuando se superan los 35 años de edad, existe deficiencia de folato y vitamina 

B12, por tratamientos médicos y procesos biológicos como la menopausia y osteoporosis 

(Zalacain y cols., 2005) a medida que aumenta la edad, aumenta también la cantidad de 

MN independientemente del sexo (Fenech y Morley., 1986). 

A continuación se enlistan algunos de los factores que influyen en la frecuencia de 

micronúcleos. 

Tabla No. 5 Factores que influyen en la frecuencia de micronúcleos (Fenech, 2007). 
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4.4.5 AGENTES INDUCTORES DE MICRONÚCLEOS 

Se puede determinar el origen de un MN mediante el centrómero, si el micronucleo 

presenta una marca centromerica significa que fue formado por un cromosoma completo, 

esto puede traducirse a la acción de un posible agente aneugénico, el cual se ha 

relacionado con la formación de abortos espontáneos, retraso mental, y carcinogénesis. 

En cambio si el cromosoma no muestra una marca centromerica significa que se formó de 

un fragmento acéntrico, producto de una rotura cromosómica, la cual se traduce en la 

acción de un posible agente clastogénico. 

Los agentes formadores de MN se pueden clasificar de dos tipos en base a su 

mecanismo de acción, existiendo agentes clastogénicos y aneugénicos (Chavez. 2006). 

 

CLASTOGÉNICOS: Pueden ser análogos de base y actúan intercalándose en el ADN, 

inhibiendo su síntesis y ocasionan posteriormente un debilitamiento de enlaces lo que 

provoca una rotura cromosómica (Beaula, 1991). Cuando un agente clastogénico produce 

roturas en la fase S del ciclo celular, este se denomina agente S-dependiente y aquellos 

que no necesitan pasar por la fase S del ciclo celular para generar una rotura en el ADN 

son denominados agentes S-independientes (Chavez, 2006). 

 

ANEUGÉNICOS: Bloquean la formación del huso mitótico, originando el rezago de 

cromosomas completos los cuales no se incluyen en los núcleos hijos (Yamamoto y 

Kikuchi, 1980). 

 

Un ejemplo de agente S- dependiente es la Mitomicina C (MMC), la cual es una sustancia 

utilizada ampliamente en la terapia antitumoral de pulmón, estómago, cabeza, cuello, 

próstata, mama, y tumores vesicales. Se ha utilizado como un agente citotóxico desde 

1960 (Cetina y cols., 2006) pues es capaz de producir la muerte a células que se dividen, 

al bloquear su replicación. La Mitomicina C es derivado de la bacteria Streptomyces 

caespitosus y cuando es activado actúa como un agente alquilante el cual se une 

covalentemente a la molécula de ADN (Younghwa y cols., 2001), reaccionando casi 

exclusivamente con el N2 de la guanina formando enlaces intra o intercatenarios dando 

como resultado una rotura de tipo cromatídico, sin embargo, la MMC también es capaz de 

inducir aneuploidía y producir un retraso en el ciclo de división celular en los cultivos de 

células de mamíferos. 
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Figura No. 7.  Estructura química de la MMC. 

 

La capacidad como agente anéugeno de la MMC parece ser debido al daño que se 

produce en la estructura trilaminar del cinetocoro, impidiendo la correcta unión de los 

cromosomas al huso mitótico (Ortiz y cols. 2004). 

 

La MMC es un agente que induce micronúcleos en la primera división celular después de 

su administración, alcanzando su punto máximo de formación de micronúcleos a las 32 

horas. 

 

La MMC aun en dosis bajas muestra una citotoxicidad leve y de expresión tardía. La 

inducción de MN ocurre en el primer ciclo de la división celular y es independiente del 

efecto citotóxico (Morales y cols., S/A). 

 

 

4.4.6 REQUERIMIENTOS DE LA PRUEBA DE MICRONÚCLEOS 

Uno de los requisitos del ensayo de MN es la necesidad de que ocurra la división celular 

para que el daño genético se pueda manifestar en forma de MN. Al encontrarse 

generalmente en estado no proliferativo, los linfocitos necesitan de una estimulación 

durante el cultivo, este estímulo normalmente se realiza con  la adición del mitógeno 

Fitohemaglutinina (PHA), un extracto de la judía Phaseolus vulgaris, la cual se encarga de 

estimular la mitosis en diferentes estirpes celulares, incluidos los linfocitos, haciendo 

que reingresen a su ciclo celular y puedan dividirse (Ruiz y cols. 2005). 

 

Cada sustancia química puede tener un efecto tóxico potencial en cada estadio del ciclo 

celular. Las células son más sensibles a los posibles efectos genotóxicos durante las 

fases en el siguiente orden S, G1, G2 y M, razón por la cual es importante exponer los 
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cultivos celulares cuando están dividiéndose. Se debe de considerar el periodo entre el 

tratamiento y la recolección de la muestra, ya que la presencia de MN requiere de un ciclo 

celular completo (Fenech, 2000). 

 

Los micronúcleos al ser aberraciones inestables tienden a desaparecer a lo largo de las 

divisiones celulares; por lo que es indispensable conocer si una célula se ha dividido y 

cuántas veces lo ha hecho. 

 

Para averiguar si las células se han dividido o no, se han descrito diferentes métodos. El 

método introducido por Pincu y colaboradores, consistía en el marcado de las células con 

bromodesoxiuridina y timidina tritiada; su baja eficacia y el hecho de que causase daño 

per se determinó que se dejara de utilizar, en 1985 Fenech y Morley como ya se había 

mencionado propusieron utilizar la citocalasina-B (cyt-B) para inhibir la citocinesis celular 

(Fenech, 2007). 

 

 

Figura No. 8. Formacion de la citocinesis (Fenech,  2007). 

 

La cyt-B, es una substancia que proviene del hongo Helminthosporium dematoideum, la 

cual impide la polimerización de las fibras de actina y, por lo tanto, del anillo 
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microfilamentoso requerido para la división del citoplasma después de la telofase. Las 

células llevarán a cabo todo su ciclo celular normalmente hasta llegar al final de la 

telofase cuando la célula no se divide y los dos núcleos hijos quedan englobados dentro 

de una misma membrana citoplasmática. Así, las células que han sufrido una división 

celular se distinguirán fácilmente por su aspecto binucleado y las que han experimentado 

más de una división por su aspecto polinucleado (Fenech. 1993); (Kirsch-Volders y cols. 

2000). 

 

Figura No. 9. Se muestran A) células mononucleadas sin división celular, B) células Binucleadas con una 

división celular y C) células Polinucleada con más de una división celular (Fenech. 2007). 

En un inicio se recomendaba que sólo se contaran los MN obtenidos en células 

binucleadas, debido a que estas células han sufrido una división nuclear. Por lo que casi 

no se prestaba atención a las células monucleadas con MN, sin embargo, estudios 

recientes han indicado que agentes aneugénicos inducen MN también en células 

mononucleadas, por lo que esto ayudaría a la evaluación e identificación de agentes 

aneugénicos y clastogénicos en un mismo estudio (Rosefort y cols., 2004) 

 

Estudios de Antoccia y colaboradores mostraron que parece existir una interacción entre 

la cyt-B y los agentes aneugénicos, ya que los micronúcleos producidos por estos agentes 

podrían verse alterados por la acción que la cyt-B ejerce sobre los microfilamentos de 

actina. Lo cual podría dar resultados poco reproducibles o contradictorios, al subestimar la 

frecuencia de MN, en ensayos donde se evalúan agentes aneugénicos (Antoccia y cols., 

1993). 

 

La prueba de micronúcleos en linfocitos humanos de sangre periférica por bloqueo de la 

citocinesis con Citocalasina B, es más sensible y precisa para evaluar daño cromosómico 
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porque permite registrar micronúcleos originados de fragmentos de cromosomas o 

cromosomas enteros en células que se han dividido una sola vez (Ocampo. 2002). 

Uno de los objetivos principales del proyecto HUMN es identificar las variables 

metodológicas importantes en el rendimiento de la prueba y la puntuación de 

micronúcleos (MN) de modo que sus efectos de confusión sean una minoría. Esto 

permitirá una mejor precisión del ensayo para la detección de eventos genotóxicos y, por 

tanto, aumentar la fiabilidad del método para comparar las tasas de daño al ADN entre 

individuos y poblaciones e identificar las condiciones de exposición que inducen aumentos 

en MN (Fenech. 2003). 

 

El HUMN desarrolló una serie de criterios para la selección de células binucleadas en las 

que puede determinarse la presencia de micronúcleos y puentes nucleoplásmicos 

(Fenech. 2003) 

 

El ensayo de CBMN debe tener las siguientes características: 

 

 Las células deben ser binucleadas. 

 Los dos núcleos en una célula binucleada deben tener membranas nucleares 

intactas y deben de encontrarse dentro del mismo límite citoplasmático. 

 Los dos núcleos en una célula binucleada deben ser aproximadamente del mismo 

tamaño, con la misma tinción y la misma intensidad de tinción. 

 Los dos núcleos dentro de una célula BN pueden estar unidos por un puente 

nucleoplásmico, que no sea más ancho que un cuarto del diámetro nuclear mayor. 

 Los dos núcleos principales en una célula BN se pueden tocar, pero idealmente no 

deben superponerse entre sí. Una célula con dos núcleos superpuestos se puede 

marcar sólo si los límites nucleares de cada núcleo son distinguibles. 

 El límite citoplasmático o membrana de una célula binucleada debe ser distinguible 

del límite citoplasmático de células adyacentes. 

 

El ensayo de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis se ha ido refinando con el tiempo 

y además de evaluar la tasa de daño genético mediante los MN (información genotóxica), 

permite estimar paralelamente el retraso mitótico, que se traduce en información 

citotóxica, cuantificando el número de células que no se han dividido (mononucleadas), 

las que se han dividido una vez (binucleadas) y más de una vez (polinucleadas), mediante 
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el índice de proliferación celular;  el cual se encarga de estimar los ciclos de división 

celular (Surrallés y cols., 1995).  

 

El ensayo de CBMN también permite evaluar la reparación por escisión y si se realiza 

conjuntamente con una tinción fluorescente, permite detectar la no disyunción (Kirsch-

Volders., 1997). En ocasiones son observados, además, puentes nucleoplásmicos entre 

los núcleos de las células binucleadas. Estos se originan de cromosomas dicéntricos y 

proveen una medida complementaria del reordenamiento cromosómico (Fenech, 2000).  

 

 

Figura No. 10. Daños al ADN y muerte celular, efectos que pueden detectarse en el ensayo de CBMN 

(Fenech,  2007). 

Aunque en teoría los linfocitos en cultivo se dividan de forma sincronizada, en la práctica 

no ocurre de forma similar en todas las células del cultivo, por esta razón es que en un 

mismo cultivo podemos encontrar células mono, bi, y tetra nucleadas, células en vías de 

apoptosis y necrosis, de estas últimas es importante conocer sus características para que 

puedan ser eliminadas del recuento celular. 
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Las células en vías de apoptosis se caracterizan por presentar cromatina condensada, 

que en etapas tempranas puede manifestarse como cromatina marginal, la cual conforme 

avanza el proceso apoptótico, culmina en la fragmentación del material nuclear, quedando 

este disperso en el citoplasma, reflejándose en una tinción más oscura con respecto a la 

habitual (Zalacain y cols. 2005). 

 

4.4.7 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA PRUEBA DE MICRONÚCLEOS 

 

A continuación se enlistan algunas de las muchas ventajas que tiene el ensayo de 

micronúcleos (Kirsh-Volders y cols., 1997) ;(Fenech, 2003). 

 

VENTAJAS 

 

 Una de sus principales ventajas es que es una prueba que puede detectar varias 

lesiones en el ADN, en un mismo ensayo. Como son: 

 Roturas de doble cadena y cadena simple del ADN (Las cuales originan 

MN). 

 Formación de puentes nucleoplasmicos, generados por la presencia de 

cromosomas dicéntricos. 

 Amplificación génica, mecanismo por el cual el ADN amplificado es 

eliminado de las células (Se observa cuando un MN es expulsado del 

núcleo pero sigue unido a él por un puente). 

 Apoptosis, se mide mediante la frecuencia de núcleos condensados. 

 La prueba de micronúcleos es una técnica simple, de fácil recuento y con un costo 

reducido. 

 Se puede analizar un gran número de células en poco tiempo. 

 Es una prueba en la que se pueden utilizar diferentes tipos celulares (células 

sanguíneas, células epiteliales, células uroteliales, etc.). 

 Presenta la posibilidad de dar una estimación de daño, bajo condiciones 

controladas y sin el uso de animales de experimentación. 

 Es posible evaluar efectos meses después de que haya ocurrido la exposición 

En esta prueba, como en todo ensayo, se deben de cuidar aspectos para evitar malas 

interpretaciones de los resultados obtenidos. A continuación se enlistan algunas de las 
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desventajas de la prueba de micronúcleos (Fenech y Morley, 1986);(Fenech, 1993); 

(Surralles y cols., 1995). 

 

DESVENTAJAS 

 

 Pueden existir varios factores de confusión que modulan la frecuencia de 

micronúcleos los cuales deben ser considerados en el análisis (Edad, Sexo, 

Raza, etc.). 

 Por ser un estudio de biomonitorización a veces es difícil interpretar los datos 

por la variabilidad interindividual, atribuible a un error experimental hasta en un 

67%. 

 La variabilidad en los criterios de conteo celular, representa el 45% de la 

variabilidad total. 

 Las diferencias de protocolo en cuanto a la técnica y manipulación de distintos 

laboratorios son una fuente importante de variabilidad al comparar resultados. 

 Una técnica de tinción mal realizada o deficiente puede interferir en la 

estimación de micronúcleos. 

 El tabaquismo y la exposición a agentes genotóxicos involuntariamente, 

pueden interferir en una evaluación poblacional. 
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5. JUSTIFICACIÓN 

Todo el tiempo el ser humano está expuesto a agentes mutagénicos ya sean físicos o 

químicos los cuales causan daño a nivel celular, desencadenando enfermedades graves 

como el cáncer, por ello es necesario la investigación y el desarrollo de nuevos fármacos 

con actividad anticancerigena y con menos efectos adversos; que ayuden en el 

tratamiento de esta enfermedad. Hay varios estudios que demuestran la efectividad 

protectora del CAPE frente a algunos tipos de cáncer, por lo que en este estudio se 

trabajó con el compuesto LQM 731 el cual es un análogo amídico halogenado del CAPE,  

en donde por medio de la técnica de micronúcleos en células binucleadas, se evaluó si el 

LQM 731 per se ejerce daño citotóxico y si es capaz de reducir el daño provocado por la 

MMC en un cultivo de linfocitos humanos de manera in vitro. 
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6. OBJETIVOS 

Determinar si el compuesto análogo amídico halogenado del CAPE (LQM 731) es un 

citoprotector del daño provocado por la Mitomicina C en un cultivo de linfocitos humanos 

con la técnica in vitro de micronúcleos en células binucleadas. 

 

                  6.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

 Determinar la frecuencia de células binucleadas micronucleadas en un cultivo de 

linfocitos humanos expuesto a diferentes concentraciones del compuesto LQM 731 

con y sin reto del mutágeno (Mitomicina C), como medida del efecto genotóxico y 

antigenotóxico que pudiera presenta el compuesto LQM 731. 

 

 Determinar como parámetro citotóxico del compuesto LQM 731 la frecuencia de 

células binucleadas en los diferentes tratamientos de los cultivos celulares. 

 

 

 

 

 

7. HIPÓTESIS 

 

Si el CAPE per se ha demostrado efectos citoprotectores en estudios anteriores, entonces 

su análogo amídico halogenado el compuesto LQM 731 presentara características 

similares y conservara estas propiedades para revertir el daño causado por el mutágeno 

MMC en un cultivo de linfocitos humanos de manera in vitro. 
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8. MATERIAL Y METODOLOGÍA  

Material Biológico: 

 Linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica completa heparinizada extraída 

por venopunción de 2 donadores: 

 

 

 Donador 1                                                                    

 Sexo masculino                                                           

 Edad 25 años                                                               

 Sano 

 No fumador 

 Donador  2 

 Sexo femenino 

 Edad 27 años 

 Sano                                                                             

 No fumador           

Observaciones: 2 días previos a la toma de muestra los donadores no ingirieron alcohol, 

medicamentos, ni sustancias tóxicas. 

 

Compuestos: 

 

 Control positivo: Mitomicina C (0.15 µg/mL)  

 Control negativo: DMSO (100%) 

 Compuesto de prueba: LQM 731 proporcionado y sintetizado por el laboratorio de 

Química Medicinal a cargo del Dr. Enrique Ángeles Anguiano de la FESC-1 UNAM. 

 Citocalasina B (6 µg/mL)  

 

 

Soluciones y Reactivos: 

 

 Alcohol  Etílico 95%   

 Alcohol Metílico   

 Antibiótico: Estreptomicina-

Penicilina (1%)                                                                                                                                 

 Suero Fetal Bovino (SFB)    

 KH2PO4                                                  

 Heparina                                                                                

 Fitohemaglutinina (PHA)                            

 Colorante Giemsa                                                           

 KCL 0.075 M 

 Medio de cultivo RPMI 1640 

 NA2PO4  

 Ácido Acético Glacial  

 Agua inyectable  

 Agua destilada 

 Agua desionizada
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Equipo de laboratorio: 

 

 Mechero                                                                
 Jeringas de 1, 3, 5, 10 mL 

desechables 
 Campana de Flujo Laminar                                            
 Vaso Coplin 
 Frascos de cultivo estériles con 

tapón                              
 Portaobjetos 
 Potenciómetro                                                                   
 Pipetas Pasteur 
 Piseta                                                                                
 Pinzas 

 Micropipetas 10-100 µL y 100-
1000 µL                                  

 Puntas estériles para 
Micropipetas                                    

 Microscopio Óptico 
 Centrifuga                                                                         
 Vasos de precipitados  
 Algodón                                                                             
 Embudo de vidrio 
 Papel filtro                                                                         
 Papel aluminio 

 

 

METODOLOGÍA 

Metodología para el Cultivo Celular. 

 

1. Obtener una muestra de sangre venosa de cada donador por medio de una jeringa 

previamente heparinizada. 

2. Adicionar a cada frasco de cultivo estéril 5 mL de medio de cultivo previamente preparado 

con PHA, y FBS, más 0.25 mL de sangre.  

3. Mezclar e incubar en la estufa a 37º C con 5% de CO2 por 44 horas, para favorecer la 

proliferación celular.    

4. Transcurridas las 44 horas, adicionar a cada frasco las soluciones correspondientes según 

la  tabla No. 6. 

 

Tabla No. 6 Volúmenes y soluciones agregadas en cada sistema de trabajo. 

SISTEMAS  FRASCOS ANTIBIOTICO CITOCALACINA B 
COMPUESTO 

LQM 731 DMSO 100 % MMC 

 CONTROL - DMSO 100% 10 µL 60 µL   30 µL   

 CONTROL + MMC 0.15 µg/mL 10 µL 60 µL     30 µL 

Concentración 
1 LQM 10 µg/mL 10 µL 60 µL 20 µL   30 µL 

Concentración 
2 LQM 20 µg/mL 10 µL 60 µL 40 µL   30 µL 

Concentración 
3 LQM 30 µg/mL 10 µL 60 µL 60 µL   30 µL 
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Nota: Cada frasco de cultivo de cada donador se realiza por duplicado en condiciones de 

esterilidad. 

 

5. La evaluación Genotóxica se realiza sin reto del mutágeno (MMC) en los sistemas de la 

concentración de LQM 731 y la evaluación Antigenotóxica se realiza con reto del 

mutágeno (MMC) en los sistemas de la concentración de LQM 731. 

6.  Transcurridas las 72 horas, se procede a realizar la cosecha celular. 

 

 

Metodología para la Cosecha Celular: 

 

1. Vaciar el contenido celular de cada frasco de cultivo a tubos de ensayo previamente 

marcados con cada donador. 

2. Centrifugar el contenido de los tubos a 3000 rpm durante 10 min y retirar sobrenadante. 

3. Adicionar 5 mL de KCL 0.075 M a 37 ºC, resuspender el paquete celular e incubar durante 

30 minutos a la misma temperatura. 

4. Volver a centrifugar durante 5 minutos y desechar sobrenadante. 

5. Agregar lentamente y con agitación constante 5 mL de solución fijadora metanol-ácido 

acético (6:1) recién preparada y a -4ºC (Respetar la temperatura). 

6. Centrifugar durante 5 minutos desechar sobrenadante y repetir 2 veces más el paso 3 y 4.  

7. En la última centrifugación dejar 1 mL de la solución fijadora para resuspender el paquete 

celular tomar un poco de este con una pipeta Pasteur y realizar preparaciones celulares 

por goteo (Gotear a una distancia no mayor de 10 cm). 

8. Dejar secar, teñir con Giemsa durante 12 minutos y observar al microscopio. La tinción se 

realiza en un vaso Coplin con 40 mL de agua destilada, 5 mL de colorante Giemsa y 5 mL 

de buffer de fosfatos a pH 6.8 (Filtrar Previamente el colorante Giemsa en un embudo de 

vidrio, para evitar precipitados). 

9. La evaluación del daño citotóxico y genotóxico se lleva a cabo mediante la observación de 

las laminillas al microscopio,  realizando el siguiente conteo celular: 

 En 1000 células totales determinar el número de células binucleadas (CB) 

 En 1000 células binucleadas determinar el número de células binucleadas micronucleadas 

(CBMN).  
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8.1 DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No.11. Protocolo del ensayo de CBMN en linfocitos de sangre periférica. 
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9. RESULTADOS  

La tabla No.7 Muestra los resultados de todas las lecturas obtenidas en cada tratamiento del 

donador 1. 

Tabla No. 7  Frecuencia de CB y CBMN en cada tratamiento del donador 1. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CT= CELULAS TOTALES, CB= CELULAS BINUCLEADAS, CBT= CELULAS BINUCLEADAS TOTALES,  
CBMN= CELULAS BINUCLEADAS MICRONUCLEADAS. 

 

La tabla No.8 Muestra los resultados de todas las lecturas obtenidas en cada tratamiento del 

donador 2. 

Tabla No. 8  Frecuencia de CB y CBMN en cada tratamiento del donador 2. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CT= CELULAS TOTALES, CB= CELULAS BINUCLEADAS, CBT= CELULAS BINUCLEADAS TOTALES, CBMN= CELULAS 

BINUCLEADAS MICRONUCLEADAS. 
 
La cantidad de células evaluadas en los conteos fueron de 1000 células totales y 1000 células 
binucleadas de cada laminilla, de las cuales se leyeron por duplicado en cada tratamiento, 
obteniendo su media y error estándar de la muestra. Para analizar los resultados de este estudio se 
utilizó el análisis de Varianza (ANOVA) y la prueba de comparación múltiple Tukey-Kramer, método 
por el cual se pueden comparar los distintos tratamientos con los controles negativo y positivo, así 
como entre ellos. 
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EVALUACION CITOTÓXICA Y GENOTÓXICA CON Y SIN RETO DEL COMPUESTO LQM 731. 

DONADOR 1                                                                 DONADOR 2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No.12. Evaluación Citotóxica con y sin reto, del 

donador (1) en cada uno de los sistemas del compuesto 

LQM 731, con una F=24.96, y diferencias altamente 

significativas (**) con una p<0.05, contra el control 

negativo y positivo respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No.13. Evaluación Citotóxica con y sin reto, del 

donador (2) en cada uno de los sistemas del compuesto 

LQM 731, con una F=14.85, y diferencias altamente 

significativas (**) con una p<0.05, contra el control 

negativo y positivo respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

                                                         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura No.14. Evaluación Genotóxica con y sin reto, del 

donador (1) en cada uno de los sistemas del compuesto 

LQM 731, con una F=195.1, y diferencias altamente 

significativas (**) con una p<0.05, contra el control 

positivo y negativo respectivamente. 

 

 

 

Figura No.15. Evaluación Genotóxica con y sin reto, del 

donador (2) en cada uno de los sistemas del compuesto 

LQM 731, con una F=35.64, y diferencias altamente 

significativas (**) con una p<0.05, contra el control 

positivo y negativo respectivamente.
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10. DISCUSIÓN 

Actualmente existe una gran necesidad de desarrollar nuevos fármacos antineoplásicos, 

los cuales tengan menos efectos adversos, sean de fácil manufactura no tan costosos,  y 

desarrollen actividad antiproliferativa en células tumorales. La utilización de fármacos 

naturales y sus análogos cada vez toma más fuerza en este ámbito ya que los pacientes 

diagnosticados con algún tipo de cáncer implementan dentro de su tratamiento medicina 

alternativa de este tipo. 

Por esta razón es necesario estudiar compuestos naturales en donde a partir de ellos se 

puedan obtener moléculas efectivas en el tratamiento contra el cáncer, uno de los grupos 

de investigadores mexicanos dedicados a esta actividad son el Dr. Saúl Villa y 

colaboradores, Olga Beltrán y colaboradores y el Dr. Enrique Ángeles Anguiano en la FES 

Cuautitlán; en donde se sintetizaron toda una familia de compuestos análogos del CAPE 

denominada compuestos CAPA de la serie LQM 700, de donde forma parte el compuesto 

estudiado en esta tesis, el LQM 731. Por las características químicas de este compuesto 

se encuentra aún en estudios previos a su patente, pero al ser un derivado amídico 

halogenado del CAPE se espera tenga actividades biológicas similares. 

Ya se han citado con anterioridad estudios sobre la gran cantidad de propiedades que 

muestra el CAPE tanto en sistemas in vivo como de manera in vitro, por lo que en este 

trabajo  se evaluaron las propiedades citotóxicas y genotóxicas del compuesto LQM 731 

con y sin reto en cultivos de linfocitos humanos.  

La técnica de CBMN es utilizada en un cultivo primario de linfocitos humanos porque son 

células de fácil obtención y cultivo; hay estudios contradictorios sobre la utilización de 

linfocitos criopreservados, existiendo interferencia entre la cantidad de MN en células 

binucleadas y la criopreservación (Burrill y cols. 2000), por lo que se optó a realizar el 

estudio en células recién obtenidas. 

Debido a las diferencias que pudieran existir en la inducción de CBMN en relación a la 

edad y el sexo, en el presente estudio se realizó un análisis estadístico de prueba “t” 

α=0.05, el cual demostró que no hubo diferencias estadísticamente significativas entre los 

donadores de las muestras de linfocitos, ni en la frecuencia de CB/CT, ni en la cantidad 

de CBMN/CB. Una vez comprobada la ausencia de diferencias entre donadores se 

prosiguió a  realizar el análisis estadístico ANOVA y prueba de Tukey con los datos de 
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ambos donadores para determinar la actividad citotóxica, genotóxica y antigenotóxica del 

compuesto LQM 731. 

Los análisis estadísticos mencionados pusieron de manifiesto la validez de los sistemas 

que fueron utilizados como controles, de los cuales se utilizó a la MMC (0.15 µg/mL) como 

control positivo por ser un potente antineoplásico el cual ha funcionado muy bien como 

mutágeno en ensayos de MN según Madrigal-Bujaidar en 1996. En nuestro estudio se 

observa que obtuvo una disminución de CB con respecto al control negativo, lo que indica 

que la MMC ejerció su efecto citotóxico, aunque no presentó diferencias estadísticamente 

significativas contra el control negativo debido a la concentración de MMC utilizada. Como 

control negativo se utilizó el DMSO al 100% por ser un compuesto que tiene muchas 

propiedades farmacológicas y es de baja toxicidad; por ello se utilizó también como 

vehículo del compuesto LQM 731 y de la citocalasina B en nuestro estudio. 

Se utilizó al compuesto LQM 731 en 3 concentraciones diferentes de 10 20 y 30 µg/mL, 

en cultivos aislados para evaluar su actividad citotóxica y genotoxica per se, y en otros 

cultivos con y sin reto del mutágeno MMC para ver si el compuesto era capaz de revertir 

el daño provocado por la MMC, o si efectuaría un efecto aditivo o sinérgico, en cuanto a la 

cantidad de CB y CBMN encontradas respectivamente. 

Los cultivos donde solo se adiciona LQM 731 mostraron una disminución de CB conforme 

se aumentó la concentración del compuesto, observando que en el donador 1 el 

compuesto LQM 731 ejerce citotoxicidad en la dosis de 20 µg/mL al presentar diferencias 

altamente significativas contra el control negativo, y el donador 2 presenta citotoxicidad 

hasta la dosis más alta de 30 µg/mL con respecto al control negativo, estos resultados no 

son significativos entre si ya que como se había mencionado se verificó que no existiera 

diferencias entre donadores lo cual las excluye de los resultados obtenidos, 

atribuyéndosele a la citotoxicidad inherente que presenta el compuesto. 

La actividad citotóxica es de suma importancia para la determinación de un buen fármaco 

antineoplásico ya que se espera sea reproducible en células malignas, como lo fue en 

estudios de Ruiz Sánchez en el 2012 donde el LQM 731 mostró actividad citotóxica en 

líneas celulares cancerígenas, MDA-MB 231 (cáncer de mama), HeLa (Cancer de cérvix) 

y PC-3 (cáncer de próstata), evaluadas con la técnica de Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-

tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico (MTT), en donde se presentó un porcentaje de viabilidad 

celular de 13.70% para  cáncer de mama, 22.14% en cáncer de cérvix y 29% para cáncer 
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de próstata, así como para la técnica de Cristal violeta (CV) en la línea tumoral de cáncer 

de mama donde se tuvo una viabilidad para el LQM 731 del 30.28%, para el cáncer de 

cérvix del 23.92% y para cáncer de próstata un porcentaje de 17.94%, demostrando con 

esto que el LQM 731 presenta citotoxicidad en células de líneas tumorales, 

independientemente del origen de estas y de la técnica utilizada. 

La actividad citotóxica del LQM 731 no ha sido elucidada al 100%, pero si se  tienen 

referencias de la citotoxicidad que ejerce el CAPE en relación a su estructura en donde 

Xingu Wan y colaboradores en el 2006, realizaron una serie de modificaciones en la 

estructura base del CAPE, incorporando halógenos que ejercieran un efecto inductivo en 

el anillo del catecol, haciendo que disminuyera la densidad electrónica en todo el sistema 

conjugado de la molécula. 

La primera sustitución fue por un flúor en los compuestos análogos identificados como 3e, 

3b, y 3f, en donde se observó un mejor efecto citotóxico de los 3 análogos, en una línea 

celular de cordón umbilical (HUVEC), demostrando así que los sustituyentes si influyen en 

el efecto tóxico del compuesto (Ruiz, 2012). 

 

                                             

 

Figura No.16. Sustituciones halogénicas realizadas en los análogos de CAPE (Ruiz, 2012). 

En los cultivos donde se adiciono el LQM 731 con reto del mutágeno MMC se observó 

que el compuesto no ejerce una capacidad citoprotectora en todas las concentraciones 

utilizadas en el cultivo, por el contrario se observa una actividad aditiva con la MMC al 

disminuir aún más la cantidad de CB en los cultivos encontrando diferencias altamente 

significativas en la dosis de 30 µg/mL contra el control positivo y el control negativo, lo que 

indicaría que a esta concentración el LQM 731 y la MMC ejercen su máxima capacidad 

citotóxica, ya que la MMC además de actuar como un agente alquilante al ser activado, es 

una droga antimitótica y su mecanismo de acción consiste básicamente en la formación 

de enlaces irreversibles entre las dos cadenas del ADN, impidiendo así la duplicación 

(Villarreal y cols., 2009).   

En la evaluación genotóxica de los cultivos en donde solo se adicionó LQM 731 se 

observó un aumento de CBMN directamente proporcional a la concentración, conforme se 
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aumentó ésta, aumentaron también la cantidad de MN en células binucleadas, 

observando que en el donador 1 el LQM 731 ejerció genotoxicidad per se desde la dosis 

más baja de 10 µg/mL a diferencia del donador 2 que desarrolló esta actividad hasta la 

dosis de 20 µg/mL ambos con diferencias altamente significativas contra el control 

negativo; es importante indicar que el efecto clastogénico nunca es igual o mayor que el 

provocado por la MMC, esta actividad genotóxica también podría ser atribuida al 

compuesto ya que al ser el LQM 731 un análogo amídico halogenado del CAPE, este 

último ya había presentado en el estudio de Domínguez,  tener un cierto efecto genotóxico 

en el cultivo de células de sangre periférica en donde se sugiere que el CAPE per se 

muestra un aumento del número de ICH y disminuye tanto el índice de replicación como el 

mitótico, así como también mostró actividad antigenotóxica al ser retado contra un 

mutágeno como la ifosfamida (Domínguez, 2008). 

En los cultivos de LQM 731 retados con el mutágeno MMC, se observa que la MMC 

muestra todo su efecto mutagénico (genotóxico) ya que es el cultivo con la mayor 

inducción de MN, en comparación con los cultivos del LQM 731 y del control negativo, así 

como también se observó una gran actividad antigenotóxica por parte del compuesto, al 

reducir el daño provocado por el mutágeno en cada uno de los cultivos, desde la 

concentración más baja, en ambos donadores, obteniendo diferencias altamente 

significativas contra el control positivo, lo cual nos habla de una capacidad inhibitoria de 

daño al reducir la cantidad de CBMN desde la dosis más baja de 10 µg/mL.   

De acuerdo a todos los análisis estadísticos anteriores se puede concluir que el 

compuesto LQM 731 podría perfilarse como un compuesto antimutagénico, ya que fue 

capaz de disminuir la cantidad de CBMN, en los cultivos de reto con MMC, aunque habría 

de considerar que en la evaluación citoprotectora ejerció cierta actividad aditiva con la 

MMC, al ser los 2 compuestos citotóxicos los cuales disminuyeron aún más la cantidad de 

CB en los cultivos de ambos donadores, la actividad citotóxica per se del LQM 731 puede 

justificarse al ser un compuesto análogo amídico halogenado del CAPE el cual ya había 

presentado citotoxicidad en estudios anteriores, pero al mismo tiempo esta citotoxicidad 

podría ser benéfica al ser reproducible en cultivos de células tumorales; aun así sería 

pertinente desarrollar más estudios y pruebas al compuesto para poder utilizarlo como 

una buena alternativa citoprotectora y antitumoral. 

Se recomendaría también implementar  evaluaciones posteriores del compuesto, en un 

mayor número de personas, para tener un parámetro de comparaciones estadísticas más 
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amplio de daño y efecto del compuesto, así como utilizar otro control positivo que no 

interfiera en la evaluación citotóxica del compuesto. 

Como ya se había mencionado la citocalasina B es un compuesto que impide la formación 

del anillo microfilamentoso requerido para la división del citoplasma después de la 

telofase, el momento óptimo para su adición en el cultivo es crucial para el ensayo ya que 

al aumentar el tiempo de exposición a ésta, existe el riesgo de que también aumente la 

proporción de células multinucleadas que surgen de células binucleadas que intentan 

dividirse de nuevo, por lo que el tiempo estimado es generalmente 44 horas, después de 

la estimulación con PHA; la proporción de células Binucleadas en 1000 células totales 

puede tener como un máximo el 80%, encontrando un rango ideal entre 30 y 60% 

dependiendo del tipo de cultivo (Fenech, 2007). En nuestro estudio se obtuvo un rango de 

43-46% de células binucleadas en 1000 células totales encontrándose dentro del rango 

de aceptación. 

Son muchas las ventajas por la cual es viable utilizar la técnica de MN pero además de 

ellas podemos concluir que es una técnica de bajo costo, muy fácil y rápida de realizar a 

comparación de otras técnicas, mejora la sensibilidad del ensayo al contarse solo 

micronúcleos que se observan en células que solo han sufrido una división celular, así 

como incrementar su potencia estadística ya que se cuentan miles de células y no solo 

cientos, es una técnica que puede detectar aberraciones cromosómicas que responden a 

alteraciones de tipo estructural (Marzin. 1997);(Norppa y Falck. 2003) no obstante sería 

prudente complementar este estudio con algunos otros como la técnica de hibridación in 

situ con sondas centroméricas de marca fluorescente (FISH), ya que la prueba de MN 

solo determina la presencia de éstos pero no elucida su origen los cuales pueden ser 

fragmentos cromosómicos o cromosomas completos. 
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11. CONCLUSIONES 

 

 Se comprobó que no existe diferencias significativas entre los 2 donadores en 

cuanto a su sexo y edad. 

 

 Se logró evaluar la actividad genotóxica y citotóxica del compuesto de manera 

satisfactoria por medio de la Técnica de MN en células Binucleadas, la cual es 

validada internacionalmente como una prueba de genotoxicidad. 

 
 

 Se determinó que el compuesto LQM 731 ejerce citotoxicidad en células 

linfocíticas de ambos donadores, encontrando diferencias altamente significativas 

contra el control negativo, desde la dosis de 20 µg/mL, así como no presentar 

capacidad citoprotectora ya que disminuyó la cantidad de CB en los cultivos de 

reto con MMC. 

 

 El compuesto LQM 731 derivado amídico halogenado del CAPE mostró actividad 

antigenotóxica en linfocitos humanos de 2 donadores, de sexo opuesto, al 

disminuir el daño provocado por el mutágeno MMC, al igual que mostró un ligero 

daño genotóxico, comparado con el provocado por la MMC, desde la 

concentración más baja. 
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12. ANEXOS 

Figura No.17. Microfotografías de CB y CBMN obtenidas en los distintos sistemas a diferentes 

concentraciones de LQM 731. 

CULTIVO CON DMSO AL 100 % (control negativo) 

 

Se observan en ambas fotografías células mononucleadas y binucleadas con un citoplasma bien 

definido, no se observa la presencia de Micronúcleos. 

 

 

CULTIVO CON EL COMPUESTO LQM 731 EN UNA CONCENTRACIÓN DE 10 µg/mL 

 

Se pueden observar en ambas fotografías Células binucleadas con Micronúcleos. 
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CULTIVO CON EL COMPUESTO LQM 731 EN UNA CONCENTRACIÓN DE 20 µg/mL 

 

Se puede observar en ambas laminillas células Binucleadas con Micronúcleos. 

 

 

 

CULTIVO CON EL COMPUESTO LQM EN UNA CONCENTRACIÓN DE 30 µg/mL. 

 

 

Se observan células binucleadas con un número mayor de Micronúcleos en ambas fotografías. 
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CULTIVO CON  MITOMICINA C, A UNA CONCENTRACION DE 0.15 µg/mL (Control Positivo). 

 

Se observan células binucleadas con varios micronúcleos. 

 

Figura No.18. Microfotografías de Daño celular obtenidas en algunos cultivos. 

   

Fotografía A) Célula Binucleada con amplificación génica. B) Célula Mononucleadas, Binucleada, y 

Tetranucleadas. C) Célula Mononucleada y Célula en división nuclear. 

    

D) Célula con varios micronúcleos. E) Célula en necrosis. 

Estas imágenes fueron encontradas en una minoría por lo que no entraron en la estadística.
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