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INTRODUCCION

El conocimiento de las variables del ambiente 

que afectan al Hombre, aún cuando ha experimentado un gran 

avance, sigue siendo una temática con muchas interrogantes 

no aclaradas. Los agentes injuriantes del entorno pueden 

clasificarse en tres grandes grupos: Físicos, Químicos y Bio- 

lógicos, entre los agentes físicos pueden mencionarse las ra 

diaciones, de los agentes biológicos pueden citarse virus, 

bacterias y hongos, y de los químicos, componentes de la die 

ta, fármacos, cosméticos, plaguicidas y otros.

Existe una gran cantidad de agentes químicos 

naturales y sintéticos, se estima que se encuentran en el 

mercado más de 60.000 productos elaborados por el Hombre (1- 

2), y también existe una enorme cantidad de toxinas químicas 

naturales que se encuentran en todos los vegetales. Algunas 

de estas toxinas naturales se presentan en cada planta cons

tituyendo aproximadamente un 7% de su peso seco (3-4).

Estos agentes químicos pueden tener un efecto 

"tóxico”, que generalmente se expresa en forma inmediata, o 

bien un efecto "genotóxico", es decir, generar un daño 
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sobre el material genético. El daño producido por las sus

tancias genotóxicas puede expresarse a mediano o largo pla

zo, después de ocurrida la exposición al agente químico- 

La alteración la puede sufrir el individuo, sus descendien

tes o ambos. Las sustancias genotóxicas actúan en niveles 

subtóxicos, lo que hace difícil su detección.

La alteración en la información genética en 

el individuo expuesto implica un daño genético, si este da

ño actúa sobre células somáticas, afectará sólo al individuo 

que lo porta y no tendrá mayor trascendencia para la especie, 

si el daño genético afecta a las células germinales, pueden 

producir no sólo un cambio en el mismo individuo, sino tam

bién sobre sus descendientes, lo que implica un "riesgo gené 

tico" para la especie.

Un agente genotóxico puede actuar a diferentes 

niveles:

- Alterando la proliferación de una población 

celular; efecto carcinogénico.

- Modificando la organogénesis; efecto terato- 

génico.

- Provocando un cambio heredable en el genoma;
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efecto mutagénico.

Muchos carcinógenos son mutágenos y hay una 

fuerte correlación entre carcinogenicidad y mutagenicidad de 

los agentes químicos, pero esto no implica necesariamente 

que una sustancia mutágena sea también carcinógena (5) . Una 

de las hipótesis que explica la generación de un cáncer es 

la "teoría de la Mutación Somática" (6), en la que se consi

dera que una mutación sería el factor inicial conducente a 

la malignización. Esta hipótesis trae consigo varias impli

caciones: aquellos que sufren mutaciones espontáneas tendrían 

un cierto nivel base para el cáncer, los agentes genotóxicos 

elevarían este nivel base. Los que presentan anormalidades 

que favorecen las mutaciones tendrían un elevado riesgo de 

adquirir cáncer y los que han heredado una mutación tendrían 

una predisposición aún más alta de adquirir dicha enfermedad 

(6). Se sabe además que existen otros dos pasos importantes 

involucrados en la carcinogénesis: la "promoción", que invo

lucra la proliferación celular, quizás de algunos tipos par

ticulares de células (4), y la "progresión" relacionada con 

la capacidad de invadir y dar metástasis (3-4) .

Esto se ha podido observar en los pacientes con



4

Xeroderma Pigmentario, los cuales presentan una alteración 

celular que les impide realizar un proceso de reparación del 

ADN. Con la radiación ultravioleta del Sol, se producen le

siones en el ADN de los fibroblastos de la piel, que en per 

sonas normales son reparadas sin dejar rastros. En los pa

cientes con Xeroderma Pigmentario, las lesiones permanecen 

sin reparar y esta acumulación de alteraciones en el ADN pro 

voca la malignización celular (1-7). En estas personas está 

alterada la "reparación por escisión" (7-8), que es uno de 

los principales procesos destinados a corregir las lesiones 

del ADN. Este proceso corrige no sólo el daño producido por 

radiaciones, sino también lesiones originadas por sustancias 

genotóxicas. En este sistema una serie de enzimas corta el 

trozo de ADN dañado, lo elimina, se reconstruye la secuencia 

original y luego otra enzima ADN ligasa une los fragmentos 

nuevo y antiguo de ADN (1-8).

El proceso de reparación por escisión es, en 

general, muy efectivo, pero en determinadas ocasiones pueden 

quedar lesiones sin reparar. Si las lesiones son pequeñas, 

no son reconocidas por la célula y ésta podrá duplicarse per 

petuando la alteración. A ésto se le llama "Mutación Direc

ta" (1). Si la lesión del ADN es mayor, o hay varias
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agrupadas, se activan otros mecanismos entre los que se cuen 

Z2. la "Reparación SOS”, caracterizada en bacterias, que ac

túa en situaciones de emergencia. Este proceso tiende a res 

murar la estructura del ADN y permite su replicación aún 

con errores, puesto que tolera las lesiones. Esta toleran - 

cía hace que en la respuesta SOS se produzcan mutaciones ge

neralizadas (8). A este mecanismo se le llama "Mutación In

directa" (1) .

Una mutación, como se dijo antes, es cualquier 

cambio heredable en el ADN. Por lo tanto, aquellas altera - 

clones que impiden la replicación del ADN, no constituyen mu 

raciones sino lesiones. Las mutaciones pueden clasificarse 

en dos tipos principales: a) Mutaciones Puntuales, que inclu 

yen a inserción, pérdida, o sustitución de nucleótidos y, en 

general, a todas las mutaciones con herencia mendeliana no 

observables citogenéticamente o genéticamente, b) Alterado 

nes cromosómicas, que inducen cambios en la estructura y/o 

en el número de cromosomas (9). A la producción de fractu

ras cromosómicas se la denomina "Clastogénesis” (10) .

Para la evaluación genotóxica de un determina

do producto se emplea una amplia variedad de sistemas de
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ensayo biológico. En una primera etapa se realizan ensayos 

en procariontes, especialmente en bacterias que permiten a- 

nalizar gran cantidad de productos químicos en pocas horas 

o días y con un costo bastante bajo. En procariontes, uno 

de los ensayos más usados es el test de Ames, en el cual se 

utilizan bacterias Sa£mone££u tr/pí: ¿r’ixtiuir que por mutación 

han perdido la capacidad de sintetizar histidina; la muta - 

ción reversa o retromutación, se produce en un porcentaje 

muy bajo, porcentaje que se eleva bastante por la acción de 

los agentes genotóxicos. El principal aporte de Ames es 

que agregó a su test extracto de hígado de mamífero para 

producir la metabolización tipo hepática que las sustancias 

sufren en organismos superiores (1).

A pesar del aporte de Ames a los ensayos en 

procariontes, persisten varias limitaciones en la extrapola 

ción de resultados tales como: metabolismo específico en de 

terminados órganos, diferente permeabilidad celular frente 

a determinados productos, o diferencias en la reparación del 

material genético (1).

Después de la visión general dada por los test

en procariontes, las sustancias de mayor interes son
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analizadas mediante ensayos en eucariontes, ya sea vegetales

(12) o animales (12-14-15).

Los eucariontes presentan una alta organización, 

un sistema de membranas que separa el núcleo del citoplasma y, 

principalmente, ADN asociado a proteínas formando una comple

ja estructura llamada cromatina (18b).

En animales se realizan test Zn vZZ/tc, por ejem 

pío, con células en cultivo (12), o también test Zn uZvo, di

rectamente en el animal, de modo que se presenta una mayor si 

militud con los procesos que ocurren en el hombre. Los estu 

dios Zn vZvo en mamíferos pueden tener como blanco células so 

máticas o células germinales.

Entre los sistemas de prueba que se basan en el 

daño genético producido sobre células somáticas, uno de los 

más conocidos es el test de micronúcleos (10-11), en el cual 

se observan quiebres cromosómicos de un tipo particular de cé 

lulas de la médula ósea, los eritrocitos policromáticos (10- 

11). Este es, por lo tanto, un estudio de clastogénesis.

En los métodos de análisis de genotoxicidad,
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cuyo blanco son las células germinales, se puede observar el 

daño directamente en el individuo afectado o en su descenden 

cia. Se sabe que existen diferencias de susceptibilidad en

tre células germinales femeninas y masculinas frente a la ac 

ción de los agentes genotóxicos (18).

La reparación en las células germinales femeni 

ñas parece ser mucho más efectiva, incluso en el largo esta

dio de ovocito I, existen evidencias de múltiples sistemas 

reparativos (18-19) . Se ha demostrado experimentalmente que 

después de la fertilización, los sistemas reparativos del o- 

vocito son capaces de corregir alteraciones ocurridas en el 

espermatozoide (20).

Durante la espermatogénesis, sin embargo, hay 

estadios bastante sensibles a los agentes genotóxicos. En 

un principio se pensó que los agentes químicos genotóxicos 

sólo podían actuar sobre el ADN que está replicándose (9). 

Posteriormente, se demostró que ésto era erróneo, ya que mu

chos agentes mutagénicos pueden ejercer su acción en cual

quier estadio celular, presentando cada estadio una sensibi

lidad al agente que le es característica. Durante la esper

matogénesis se han identificado algunos estadios más sensi - 

bles como espermatozoide que es altamente lábil y espermátida
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que lo es en menor grado (18). En estudios de reparación 

del ADN se ha visto que no se produce reparación o es muy 

baja en estos dos estadios: espermátida y espermatozoide 

(18) .

Esta mayor susceptibilidad de las células ger 

minales masculinas, junto al mayor conocimiento sobre el 

tiempo que dura la gametogénesis masculina y el hecho de 

que cualquier daño en el embrión al tratar al padre se de

berá exclusivamente a factores genéticos y no epigénicos, 

ha conducido a la elección de las células germinales mascu 

linas como blanco en la mayoría de los análisis en mamífe

ros .
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MARCO TEORICO

En las pruebas de genotoxicidad Zn vZuü, cuyo 

blanco son las células germinales de mamífero, el sistema de 

ensayo de elección generalmente es el ratón. Este posee un 

ciclo de vida y reproductor corto, siendo por lo tanto un 

buen sistema. Por ejemplo, la duración de la espermatogéne

sis es de 35 días en el ratón y 74 días en el hombre (18). 

El embarazo en ratones dura 21 días en relación a 9 meses en 

el ser humano.

Cuatro de las pruebas más usadas para evaluar 

genotoxicidad de un producto en células germinales de ratón 

serán descritas a continuación:

"TERATOSPERMIA". En ella se observan alteraciones morfológi

cas en la cabeza del espermatozoide maduro como duplicidad 

de cabeza o cola, espermatozoides acéfalos y otros tipos de 

modificaciones. Todos los agentes mutagénicos producen tera 

tospermia, pero estos tipos de alteraciones también se obser 

van, por ejemplo, en individuos muy jóvenes o con restriccio

nes en la dieta. Por lo tanto, los resultados obtenidos
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pueden estar sesgados por otras variables. Las alteraciones 
en los espermatozoides pueden ser de origen genético o epigé 
nético (21).

"LOCUS ESPECIFICO". Esta es la única prueba confiable y ré 
lativamente disponible para detectar la inducción de mutacio 
nes puntuales. Consiste principalmente en la elección de pa 
dres que portan loci específicos; uno de los progenitores, 
alelos recesivos, y alelos dominantes el otro. Generalmente, 
aquel individuo que lleva los genes dominantes recibe el tra 
tamiento con el producto en estudio y es apareado con un in
dividuo que tiene un stock de genes recesivos. Cualquier 
cambio genético en los loci específicos del individuo trata
do se expresará en sus descendientes heterocigotos, que reci 
birán del otro progenitor genes recesivos. La principal li
mitación de esta prueba es que, aún cuando puedan seleccio - 
narse gran cantidad de loci marcadores, éstos representarán 
una fracción muy baja del total del genoma. Además, como 
los marcadores se eligen por su facilidad para ser identifi
cados, no constituyen un grupo representativo del genoma 
(15-18).

"TRANSLOCACIONES HEREDABLES". Una translocación recíproca 
es un intercambio de segmentos entre cromosomas no homólogos
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y las células que han sufrido esta translocación pueden du
plicarse sin perder material genético. El ensayo consiste 

en determinar si la descendencia de los animales tratados 
es semi-estéril o totalmente estéril. Si así fuera, se de
bería a que el agente a que fue expuesto el progenitor indu 
jo en él una translocación heredable (18-18-22). Posible - 

mente, la principal limitación es su largo desarrollo, el 
cual requiere cuatro a cinco meses como mínimo y un número 
bastante alto de animales de experimentación, ya que se de

be secuenciar dos generaciones. Su ventaja es la gran sen
sibilidad que posee, ya que con una leve dosis del agente 
mutágeno se observan resultados positivos (15).

"MUTACIONES DOMINANTES LETALES". Una mutación dominante le 
tal es una alteración ocurrida en un gameto, capaz de produ
cir la muerte del embrión antes, durante o poco después de 
la implantación (15). La causa principal de las mutaciones 
dominantes letales son los quiebres cromosómicos (22). La 
mutación dominante letal es entre los ensayos de genotoxici_ 
dad ¿n uZvo en mamíferos, el más difundido y mediante el 
cual se han analizado el mayor número de productos químicos 
(15-18). Esta prueba consiste principalmente en: tratar el 

animal con el agente genotóxico en la dosis y vía de
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administración elegida. Después de un intervalo de tiempo, 

que corresponderá a una determinada etapa de la espermatogé 

nesis en los machos o de la ovogénesis en las hembras, se a 

parean con individuos no tratados; luego de catorce días de 

gestación, se sacrifican las hembras y se cuenta el número 

de embriones vivos y embriones muertos (9-15). En general, 

el individuos tratado es el macho, ya que, como se mencionó 

anteriormente, la gametogénesis masculina es mejor conocida 

y además, al tratar a la hembra, el agente en estudio puede 

inducir super o subovulaciones u otro tipo de alteraciones 

que, al aumentar las variables hacen más difícil el análi - 

sis de los resultados (9). Entre las ventajas de este ensa 

yo, está el menor tiempo requerido para su desarrollo, por 

lo que generalmente, se utiliza para determinar qué etapas 

de la espermatogénesis son las más sensibles a un determina 

do agente genotóxico (15). Las vías y formas de administra 

ción pueden ser adaptadas a las utilizadas en el hombre (a- 

guda, subaguda, intraperitoneal, oral, etc.) (9). Además, 

es un método simple de fácil manipulación, que no requiere 

gran capacitación y los resultados son bastante objetivos 

(15). Una de las desventajas es que gran parte de las muta 

clones puntuales pasan desapercibidas (9), y a pesar de que 

el tiempo y número de animales requeridos es menor que para
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el test de translocaciones heredables, igualmente la canti

dad de ejemplares a tratar es considerable, especialmente 

si se desea probar todos los estadios de la espermatogéne

sis (15) .

Así, una sustancia química puede ser evalua

da mediante variadas pruebas, todas con ventajas y desven

tajas, por lo que es necesario complementar éstas para te

ner una visión más amplia de la acción ejercida por el po

sible agente genotóxico. Estos estudios que en conjunto du 

ran años, más la inmensa variedad de productos químicos ha

cen prácticamente imposible el análisis de todos ellos. De

be centrarse, entonces, la atención en aquellas sustancias 

que tienen una relación más directa con el hombre. Produc

tos como los aditivos de alimentos o plaguicidas artificia 

les que afectan a un gran porcentaje de la población, o pro 

ductos a los que se expone grupos reducidos de personas co

mo es el caso de las exposiciones ocupacionales. Dentro 

de este grupo tenemos las sustancias de uso odontológico 

que requieren una mayor evaluación genotóxica, por ejemplo, 

el formocresol o el tan difundido Eugenol.

EUGENOL. El eugenol, 4-alil-2-metoxifenol, se encuentra en 

numerosos aceites naturales, principalmente en el aceite de 

clavo que se extrae de la flor del clavero Eagzn¿a
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(23) . Se ha utilizado en la fabricación de per

fumes y saborizantes (23) . En Odontología se usa generalmen 

te en combinación con óxido de zinc formando pastas endodón- 

ticas, cementos temporales o semi-temporales, pastas de im

presión, además de ser utilizado en cementos quirúrgicos.

Su amplio uso en Odontología se debe principal

mente a que es: obtundente al inhibir la transmisión nerviosa 

actuando como un estabilizador de membranas (24-25). Además, 

es antiséptico suave (26), antiinflamatorio, inhibiendo la 

síntesis de prostaglandinas y vasodilatador (27).

Entre sus efectos tóxicos encontramos que: inhi 

be la respiración celular, llegando a producir muerte celular 

(28-29), en neurotóxico en dosis elevadas o por períodos lar

gos (24), es irritante sobre la mucosa oral (30) y tejidos 

óseos (31) y existen casos en que ha producido reacciones a- 

lérgicas como dermatitis de contacto y shock anafiláctico 

(32) .

Se ha estudiado también su posible actividad ge

notóxica, ya que un compuesto relacionado, el Safrol, forma

epóxido altamente reactivo en su cadena lateral (33), lo cual
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está asociado con actividad carcinogénica (34).

En la detoxicación del Eugenol el metabolito 

que se produce en mayor proporción es el ácido homovanílico 

(28) y podría producirse, teóricamente, epóxido en cantida

des muy bajas en relación a sus otros metabolitos (36), can 

tidad quizás suficiente para producir efectos genotóxicos.

Los resultados de distintos autores en reía - 

ción a la actividad genotóxica del Eugenol son controverti

dos .

Se ha notificado que el Eugenol y compuestos 

relacionados con mutagénicos en el test de Ames cuando for

man óxidos en 2' y 3' (37). Según otros investigadores, la 

mutagenicidad del Eugenol depende de la presencia de cofac- 

tores. Mientras que se han obtenido resultados negativos 

con el ensayo de Ames con fracción S9 microsomal (38). Pa 

ra otros autores, el Eugenol no sería inductor de carcino- 

génesis en ratas o ratones, ni induciría una respuesta mu- 

tagénica en Sa£mone.£Xa r.ypn<rnu* <(39).

Mediante la prueba de micronücleos en ratón,

se han obtenido resultados positivos con dosis de 740 mg/kg
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peso (38). Sin embargo, con la misma prueba, más cafeína 
para inhibir los sistemas reparativos (41) el Eugenol no 
mostró actividad genotóxica (41).

Recientemente se ha publicado una disminu - 
ción de la mutagenicidad del Benzo(a)Pireno en bacterias, 
en medios a los que se ha agregado fracción hepática de 
ratas tratadas con Eugenol (39). El eugenol sólo disminu
ye la mutagenicidad del Benzo(a)Pireno cuando es aplicado 
a las ratas y no directamente a las bacterias, por lo tan
to, se cree que la fracción microsomal juega un importante 
papel (39).

Estos resultados son dudosos, ya que puede o 
cuitarse la actividad del Eugenol por tres motivos: no me- 
tabolización, excelente reparación, o bien que el Eugenol 
no sea genotóxico.

La metabolización del Eugenol, especialmente 
a nivel microsomal, juega un papel importante en la magni
tud del daño, ya que el posible efecto genotóxico de esta 
sustancia no se realizará directamente, sino a través de 
un metabolito activo.
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Un conocido inductor de los sistemas microso- 

males hepáticos es el fenobarbital, el cual aumenta la sín

tesis de citocromo P-450 y otras enzimas involucradas en el 

metabolismo de drogas (42-43), con lo cual aumentaría la me 

tabolización del Eugenol.
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HIPOTESIS

El Eugenol presenta actividad genotóxica, a 

través de sus metabolitos, evidenciada como mutaciones domi

nantes letales en ratón, actividad que será magnificada por 

un inductor del metabolismo: el Fenobarbital.

OBJETIVOS GENERALES

1. Estudiar el posible efecto genotóxico del 

Eugenol.

2. Estudiar el efecto potenciador del Fenobar 

bital sobre el Eugenol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar el efecto del Eugenol sobre dos es 

tadios de la espermatogénesis en la induc 

ción de Mutaciones Dominantes Letales.

2. Compararla inducción de Mutaciones Dominan

tes Letales entre los tratamientos con Euge 

nol solo y Eugenol más Fenobarbital.
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3. Evaluar la inducción de Mutaciones Dominan

tes Letales del control positivo (metil-me 

tano-sulfonato) sobre los mismos períodos 

de la espermatogénesis.
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MATERIALES Y METODOS

1. Compuestos Químicos
- Eugenol (Lab. Farmo Dental)
- MetíImetanosulfonato (Aldrich, Chemical Company, Inc.)
- Aceite de maíz (Mazóla)

- Fenobarbital sódico. (Laboratorio de lexicología, Facul 
tad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad 
de Chile).

2. Procedimiento Experimental

A. Test de Mutaciones Dominantes Letales
I. Tratamiento de los ratones.

60 ratones macho Mcu CFlde nueve se
manas de edad y un peso promedio de 35 gramos, fueron divi
didos en cinco grupos. Cada grupo, formado por 10 ratones, 
salvo los grupos tratados con Eugenol y Fenobarbital más Eu 
genol, que estaban formados por 15 ratones cada uno, recibió 
el siguiente tratamiento:

a) Control: aceite de maíz 25 ml/kg de peso corporal,
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.nyectado intraperitonealmente.
Control Positivo: Metilmetanosulfonato 100 mg/kg de peso 
corporal, disuelto en aceite de maíz. El metilmetanosul 
zonato es una sustancia genotÓxica, fuerte inductor de 
nutaciones dominantes letales.
Eugenol: 400 mg/kg de peso corporal, disuelto en aceite 
de maíz, en inyección intraperitoneal.
Fenobarbital: 1 mg/1 en el agua de bebida durante 8 días. 
Este grupo no recibió inyecciones.
Fenobarbital + Eugenol: el Fenobarbital fue administra
do, al igual que en el grupo d), en el agua de bebida du 
rante 8 días, al cabo de los cuales estos ratones fueron 
inyectados con Eugenol en la misma dosis que el grupo c).

II. Apareamiento

Se emplearon 400 ratones hembras vírgenes Mcu 
•iuó c.uí.:i s CF1 de 8 semanas. Al tercer día de post-tratamiento 
cada ratón se dejó con dos hembras vírgenes ’Iuó uó cu <u s CF1 
para permitir el apareamiento. Las hembras que presentaron 
tapón vaginal fueron reemplazadas por otras hembras vírgenes
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de la misma cepa y sin tratamiento el 4’, 5’ y 6' día post

inyección, El 6' día post-inyección fueron separadas todas 

las hembras en cada grupo. Los espermatozoides eyaculados 

el 3', 4', 5' y 6' día ya estaban en el estadio de esperma

tozoide maduro en el momento de la inyección.

El 10’ día post-inyección se dejó a los mis - 

mos ratones macho con nuevas ratonas vírgenes Mus musculus 

CF1 y sin tratamiento, repitiéndose el mismo procedimiento 

antes descrito hasta el día 13' post-inyección. Los esper 

matozoides que fecundaron entre los días 10* y 13', en el 

momento de la inyección estaban en el estadio de espermáti- 

da tardía.

III. Conteo de Mutaciones Dominantes Letales

Después de 14 días de gestación, las hembras 

apareadas se sacrificaron por dislocación cervical y se de

terminó el número de embriones vivos y de embriones muertos 

en cada grupo.

Para calcular el porcentaje de Mutaciones Do

minantes Letales se procedió de la siguiente forma:
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n° de embriones vivos/embarazo en experimento x 
ñ® de embriones vivos/ embarazo en el control
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APENDICE

TOXOCIDAD AGUDA DEL EUGENOL

Sobrevivencia (minutos) hembras mui cu/tu CF1

n = 3 FEB-50 mg/kg Sin FEB

EUG-1000 mg/kg 53.5 ± 4.9 55 ± 2.6
*

EUG- 800 mg/kg 138 ± 5.6 116 ± 6
★

1 sobreviviente. El promedio fue calculado sin con

siderar a los sobrevivientes.

La inyección intraperitoneal de Fenobarbital se rea 

lizó 6 hrs antes de la inyección intraperitoneal de 

Eugenol.
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RESULTADOS

En las Tablas 1, 2 y 3 se presenta el resulta

do obtenido con los diversos tratamientos y el grupo control.

En la Tabla 1 se observa el promedio del total 

de implantes, vivos y muertos, en el grupo control y grupos 

experimentales. Para el grupo control el promedio de implan 

tes fue de 10.6 en el estadio de espermatozoide maduro y de 

10.7 en el estadio de espermátida tardía, presentando los em 

briones muertos un porcentaje de 15% y 0.0% respectivamente. 

El grupo tratado con Eugenol presentó un promedio de 10.3 y 

de 10.4 en los implantes correspondientes a espermatozoides 

maduro y espermátida tardía, al igual que los resultados ob

tenidos en el grupo tratado con Fenobarbital, que presentó 

un promedio de 10.1 y 10.2 respectivamente. Los porcentajes 

de embriones muertos en ambos grupos fueron superiores, sien 

do de 7% y 1.9% en el grupo tratado con Fenobarbital y de 

8.7% y 5.3% en el grupo de Eugenol en los estadios analiza - 

dos. El grupo tratado con Fenobarbital más Eugenol, tuvo un 

promedio de 10 y 9.4, mientras que el porcentaje de embrio

nes muertos fue de 2.5% y de 3.2% en los respectivos estadios.



El promedio de implantes en el grupo control 
negativo, Metilmetanosulfonato, fue bastante menor 3.6 y 
7 en los estadios de espermatozoide maduro y espermátida 

tardía respectivamente, y el porcentaje de embriones muer

tos ascendió a 88.9% en el estadio de espermatozoide y a 
52.5% en espermátida.

En la Tabla 2 se observa el promedio de em
briones vivos por embarazo del grupo control, aceite de maíz, 
control que se empleará para calcular el porcentaje de Muta 
ciones Dominantes Letales de los grupos experimentales ob - 
servados en la Tabla 3.

En la Tabla 3 se presenta el promedio de em
briones vivos por embarazo y el porcentaje de Mutaciones Do 
minantes Letales de los grupos experimentales. El grupo tra 

rado con Metilmetanosulfonato presentó los más bajos prome
dios de embriones vivos por embarazo 0.4 y 3.8 en los esta

dios estudiados, y por lo tanto los más altos porcentajes de 
MDL 96.2% en el estadio de espermatozoide maduro y 64.7% en 

espermátida tardía. El grupo tratado con Fenobarbital tuvo 

en promedio de 9.4 y 10 y un porcentaje de MDL de 10.3% y 7% 

en los estadios ya mencionados. El Eugenol tuvo en el 
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estadio de espermatozoide maduro un promedio de 9.4 y un por 

centaje de MDL de 10.5% en la misma etapa, en el estadio de 

espermátida tardía presentó un promedio de 9.8 y un 8.9% de 

Mutaciones Dominantes Letales, lo que se encuentra dentro de 

los rangos normales. El grupo tratado con Fenobarbital más 

Eugenol presentó un promedio de 9.7 y de 9.1 embriones vi

vos por embarazo en los estadios ya mencionados. El porcen

taje de MDL inducido por esta combinación de sustancias fue 

de 7.2% y de 15.3% respectivamente.



TABLA 1

Promedio de implantes vivos más muertos y porcentaje de em

briones muertos en el grupo control y los grupos experimen

tales, en dos estadios de la espermatogénesis.

SUSTANCIA ESTADIO N° DE EMBARAZOS TOTAL DE IMPLANTES(X)
EMB-UC-XE5

ACEITE ESPERMATOZOIDE 6 10.6 1.5(CONTROL) ESPERMATIDA 4 10.7 0.0
FENOB ESPERMATOZOIDE 7 10.1 7.0ESPERMATIDA 5 10.2 1.9
EUGENOL ESPERMATOZOIDE 10 10.3 8.*ESPERMATIDA 9 10.4 5.3
FENOB + ESPERMATOZOIDE 4 10.0 2.5EUGENOL ESPERMATIDA 10 9.4 3.2
MMS ESPERMATOZOIDE 5 3.6 88.9ESPERMATIDA 5 8.0 52.5
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TABLA 2

Promedio de embriones vivos por embarazo para el grupo con
trol negativo, aceite de maíz.

Estadio Embriones vivos 
por embarazo
X DS

Espermatozoide
Espermátida

10.5 0.5
10.7 0.9
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TABLA 3

Porcentaje de embriones vivos por embarazo y porcentaje de 

Mutaciones Dominantes Letales de los grupos experimentales, 

en dos estadios de la espermatogénesis.

SUSTANCIA ESTADIO EMBRIONES VIVOS
POR EMBARAZO

DOMINANTES
LETALES

%X +/-DS

Fenob Espermatozoide 9.4 2.5 10.3
Espermátida 10.0 1.0 7.0

Eugenol Espermatozoide 9.4 1.7 10.5
Espermátida 9.8 1.8 8.9

Feb + Eug Espermatozoide 9.7 0.9 7.2
Espermátida 9.1 1.5 15.3

M M S Espermatozoide 0.4 0.5 96.2
Espermátida 3.8 2.9 64.7
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FIGURA 1: Embriones implantados, grupo control.

FIGURA 2: Embriones implantados, grupo tratado con 
Metilmetanosulfonato.



34

FIGURA 3: Embriones implantados, grupo tratado 
con Eugenol.
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DISCUSION

Al realizar el trabajo el cuestión, uno de los 

problemas presentados fue elegir la dosis adecuada de sustan 

cias a inyectar. Diferentes autores al realizar estudios de 

genotoxicidad con eugenol, han variado la vía de administra

ción y dosis de eugenol empleada según la cepa de ratón usa

da .

Empleando el ensayo de Micronúcleos en indivi

duos de la cepa Swiss-Webster, se usó inyección intraperito- 

neal de 740 mg/Kg de eugenol en solución salina, siendo la 

dosis letal cincuenta de 1109 mg/Kg (38) . Al administrar la 

droga por vía oral, se usó 14.700 mg/Kg de peso corporal. Al 

comparar los resultados de ambas vías de administración resul- 

tó ser más efectiva la intraperitoneal (38). Por otro lado, 

Hayashi etal. (40) emplearon dosis de hasta 800 mg/Kg de peso 

vía intraperitoneal, en ejemplares de la cepa "ddy" no obser

vando incremento en el porcentaje de micronúcleos. Es inte

resante destacar que la dosis L50 para este caso fue de 500 

mg/Kg de peso.

Trabajos hechos en el laboratorio de Genética 



Toxicológica de nuestra Facultad en el que se realizó esta 

investigación, se registraron resultados similares emplean 

do ratones MiU miMCuZiu CF1, a los que se les inoculó euge 

nol por vía intraperitoneal en dosis de 400 mg y 600 mg por 

kilo de peso. La droga fue usada sola y con un pre-tratamien 

to con cafeína, la cual inhibe los sistemas reparativos del 

ADN y por lo tanto permite visualizar mejor el daño produci 

do por la droga (47). Los resultados obtenidos, indicaron 

que en los distintos tratamientos, el efecto clastogénico no 

era detectable (41).

Al estudiar la genotoxicidad del eugenol, me

diante el ensayo de Mutaciones Dominantes Letales utilizan 

do ratones Mctó CF1, no fue posible detectar un daño

evidente. La mutagenicidad de los diferentes agentes quími

cos se evaluó según la fórmula presentada en la página 24, 

en esta fórmula se ve que la mutagenicidad depende, en este 

caso, de una disminución del promedio de embriones vivos por 

embarazo, respecto al control. Este criterio, expresa por 

contraste, el número de embriones muertos antes de la implan 

tación uterina, más el número de embriones muertos después 

de la implantación (9).
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Como se ve en el gráfico 2, el porcentaje de 

Mutaciones Dominantes Letales del eugenol en ambos estadios 

de la espermatogénesis se aproxima bastante al del grupo tra 

tado con Fenobarbital y al de Fenobarbital más Eugenol. Los 

cuales no sobrepasan el 15% de Mutaciones Dominantes Letales 

que podría considerarse normal. Sin embargo, el grupo trata 

do con Metilmetanosulfonato presentó altos porcentajes de mu 

tación dominante letal y con diferencia entre ambos períodos 

de la espermatogénesis, lo cual coincide con los resultados 

de varios autores (45, 18, 46).

Los resultados del eugenol coinciden con estu

dios en -íí/phZmutZum en los cuales no se detectó

actividad mutagénica incluso agregando fracción hepática (38). 

Según otros autores, el eugenol y compuestos relacionados 

son mutagénicos en el ensayo de Ames cuando forman óxidos en 

21 3’ . Para otros, la mutagenicidad del eugenol en el test 

de Ames depende de la presencia de cofactores (38).

Mediante el ensayo de micronúcleos en nuestro 

laboratorio se observaron resultados semejantes a los aquí 

obtenidos, usando igual cepa, dosis y vía de administración 

(41). Hayashi et al (40) al usar una cepa diferente, llegó 
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a conclusiones semejantes. No obstante, Woolverton (38) ob 

tuvo resultados positivos al emplear dosis de 740 mg/Kg de 

peso corporal; dosis que está sobre la DL50 encontrada por 

otros autores para el eugenol (40, 41). Esta menor toxici

dad del eugenol puede deberse al vehículo salino empleado o 

simplemente, a una menor susceptibilidad de la cepa empleada.

El ensayo de micronúcleos permite utilizar ma

yores dosis que en el ensayo de Mutaciones Dominantes Leta - 

les, ya que, sólo se requiere una sobrevivencia de 30 hrs de 

los ejemplares, momento en el cual estos son sacrificados 

(47) .

En el caso del ensayo de Mutaciones D.L., es 

importante, no sólo una mayor sobrevivencia, sino también 

que los ejemplares permanezcan en buen estado fisiológico, 

ya que deben tener el comportamiento adecuado que conduzca 

al apareamiento (46). Aunque la mortalidad del eugenol fue 

casi nula, se notó una leve alteración de la conducta de los 

ratones tratados durante los primeros días post-inyección. 

Este efecto se vio aumentado con la administración previa de 

Fenobarbital, el cual produjo un efecto hipnótico (42). Es

to explicaría el bajísimo porcentaje de apareamiento observado 
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en el grupo de Fenobarbital más Eugenol durante el primer es 

tadio analizado.

La ausencia de respuesta del eugenol en el en

sayo realizado no indica que el Eugenol sea inocuo en la in

ducción de MDL en cualquier condición, ya que, sólo se anali 

zaron dos estadios de la espermatogénesis; espermátidas y 

espermatozoide los que demostraron ser más sensibles a la ac 

ción de MMS, mientras que para otros agentes químicos existen 

estadios con diferente susceptibilidad. Por ejemplo; el es 

tadio más sensible a la acción de 6-mercaptopurina es el de 

espermatogenia (46). Del eugenol en cambio, se desconoce la 

curva de sensibilidad para los diferentes estadios de la game 

togénesis masculina.

Otro factor que puede haber influido en la ex

presión de la mutagenicidad del eugenol es la cepa de ratones 

hembras empleados; ya que se encuentran diferencias en la ha

bilidad del huevo, para reparar lesiones portadas por el geno

ma del macho (22).

En relación al Fenobarbital, los resultados in

dican que no aumenta el porcentaje de MDL y que tiende a dis

minuir la toxicidad del Eugenol (ver Apéndice); efecto que 

puede deberse a la estimulación por el Fenobarbital del sis

tema microsomal hepático, produciendo una acción detoxicante
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(42-43), es posible que seste efecto pueda ser más notorio, 

si al Fenobarbital se le diera tiempo suficiente para al - 

canzar una concentración plasmática adecuada. En este caso 

(Apéndice), el Eugenol se inyectó sólo 6 hrs antes del Euge 

nol.

Los resultados obtenidos por diversos autores 

en relación a la actividad genotóxica del Eugenol son contro 

vertidos, no sólo del Eugenol sino también de otros fenoles 

relacionados (3). Esto se gráfica mejor con los resultados 

de Hiroshi (39) , quien al emplear el ensayo de Ames con frac 

ción microsomal de células de ratas tratadas con Eugenol , ob 

servó una disminución de la mutagenicidad del Benzo(a)pireno 

sobre S. tí/ph.¿mutZu;?i.

Puede concluirse que aún no se tiene una idea 

clara acerca de la actividad genotóxica del Eugenol, y que 

nuestros resultados son negativos sólo para las condiciones 

dadas en el experimento.
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CONCLUSIONES

Del análisis de los resultados se puede con

cluir que:

- El Eugenol en la dosis y vía de administra

ción empleada, no induce mutaciones dominantes letales en 

los estadios de espermatozoides y espermátida, en ratones 

Mtu ma¿cu.£u.¿ CF1.

- El Fenobarbital no aumentó el porcentaje 

en forma significativa de mutantes dominantes letales indu 

cidos por Eugenol.

- Al administrar Eugenol posteriormente a 

la inyección de Fenobarbital aumenta el efecto sedativo del 

Eugenol.
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SUGERENCIAS

1. Repetir la experiencia del Eugenol, con mayor cantidad 

de ratones para determinar la sensibilidad de las célu

las germinales masculinas durante toda la espermatogéne 

sis.

2. Realizar la experiencia con ratones machos de la misma 

cepa, hembras de distinta cepa y viceversa para obser

var variaciones en el porcentaje de apareamiento y en 

los sistemas reparativos.

3. Probar diferentes vías de administración del Eugenol.

4. Probar efectos crónicos del Eugenol.

5. Estudiar efectos del Eugenol en combinación con otras 

drogas.

6. Estudiar la posible genotoxicidad del Eugenol mediante 

otro tipo de pruebas.
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RESUMEN

Se estudió la actividad mutagénica del Eugenol 

mediante el test de Mutaciones Dominantes Letales en ratón 

en dos estadios de la espermatogénesis: espermatozoide madu

ro y espermátida tardía.

Para ésto se emplearon ratones machos Mus musculus 

 CF1 divididos en 5 grupos recibiendo cada uno de los 

grupos aceite de maíz (control), metilmetanosulfonato (con 

trol positivo), Eugenol, Fenobarbital y Fenobarbital + Euge 

nol. Cada grupo se apareó con hembras vírgenes de la misma 

cepa, en los días correspondientes a espermatozoide maduro 

y espermátida tardía. Al cabo de 14 días de gestación las 

hembras fueron sacrificadas y se determinó el porcentaje de 

Mutaciones Dominantes Letales.

Los resultados obtenidos nos muestran que el 

Eugenol induce un porcentaje de Mutaciones Dominantes Leta

les de 10.5% en el estadio de espermatozoide maduro y de 

8.9% en el estadio de espermátida tardía, porcentaje consi

derado dentro de rangos normales. El Eugenol administrado 
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posteriormente a un tratamiento con Fenobarbital, indujo un 

porcentaje de 7.2% y 15.3%, los cuales tampoco presentaron 

diferencias significativas con el grupo control. El Fenobar 

bital presentó un porcentaje de MDL también dentro de rangos 

normales (10.3% y 7% respectivamente). El grupo tratado con 

metiImetanosulfonato indujo un alto porcentaje de Mutaciones 

Dominantes Letales (96.2% y 64.7%) resultados similares a 

los encontrados por otros autores.

De lo anterior puede concluirse que el Eugenol, 

en la dosis y vía de administración utilizada, no aumenta el 

porcentaje de Mutaciones Dominantes Letales y el uso de Feno 

barbital no altera estos resultados.
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