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RESUMEN

Las investigaciones recientes sobre el conocimiento de
los efectos de los agentes quimicos a los que estd expuesto el
ser humano, han 1llevado al descubrimiento de productos
naturales con capacidad moduladora de los procesos mutagénicos
y/o carcinogénicos, algunos de los cuales se encuentran en
derivados de animales y plantas, que pueden estar involucrados
directa o indirectamente en la dieta diaria.

Debido a la gran cantidad de reportes acerca del potencial
modulador de las vitaminas A y €, en el presente trabajo se
evalué el efecto modulador de dichas vitaminas sobre 1la
genotoxicidad de un mutageno de referencia (la mitomicina C€).

Para conocer la modulacién de las vitaminas A y C sobre la
genotoxicidad de la mitomicina € se utilizé la prueba de
mutacién y recombinacién somiticas (SMART), técnica que utiliza
a las células somaticas del ala de Drosophila melanogaster y
que es capaz de detectar agentes quim'icos que inducen o
inhiben procesos mutdgenicos y/o recombinogénicos.

Para determinar los diferentes mecanismos de modulacién de
las vitaminas sobre el mut&geno de referencia se disefaron dos
formas de administracién a larvas en mezcla: la primera
denominada aguda-crénica en la que se administré de manera
aguda durante 6 hrs. la mitomicina C a una concentracién de
0.625mM y posteriormente de manera crénica cada una de 1la
vitaminas a una concentracién de 100 ppm.; la segunda via de
administracién fue denominada mezcla crénica en estd se
suministré de manera simultdnea a la mitomicina C (0.625mM) y
cada una de las vitaminas (100 ppm.), corriéndose en ambos
casos un testigo negative concurrente (sacarosa al 5%).



Resumen

Los resultados obtenidos manifestaron un efecto inhibidor
mas consistente de la vitamina A para ambos tipos de
tratamientos, pero sin embargo 1la vitamina ¢ inhibié mas
eficientemente el efecto genodtoxico de la mitomicina C en el
tratamiento croénico. Por lo que se concluye que los dos tipos
de tratamientos propucstos en este trabajo constituyen una
forma novedosa para la evaluacion de mezclas complejas mediante
la prueba de mutacion somatica y recombinacion mitética SMART.
La mezcla cronica resultd mas adecuada, proporciond resultados
consistentes, con la ventaja adicional de una sola manipulacion

de los organhismos.



INTRODUCION:

La evaluacién de los efectos genoté6xicos derivados de la
exposicién de los seres vivos a diferentes agentes gquimicos ha
propiciade el desarollo de diferentes sistemas de prueba con
los cuales es posible valorar dafio genético, tanto en células
germinales (mutagénesis) come en las células somdticas
(carcinogénesis).

La alta correlacion entre la mutagénesis y la
carcinogénesis ha generado gran interés en estudiar el efecto
de agentes cancerigenos cococidos en las células somaticas.En
Drosophila melanogaster se ha encontrado que cerca del 85% de
los nutdgenos probados en lascélulas germinales, son
cancerigenos en células somdticas (Graf et al. 1984).

E}l cancer es una enfermedad multifactorial, gue
esencialmente provoca que las células se multipliquen de una
manera descontrolada y progresiva, generdndose tumores. Las
células tumorales tienen la capacidad de no invadir (benigno) o
de invadir a los tejidos vecinos, proceso 1llamado metastasis
{tumores malignos o cancerosos). Estas células presentan ademis
de su tendencia a multiplicarse de manera desordenada,
caracteristicas biogquimicas e inmunolégicas especificas, que
resultan de una desorganizacién génica peculiar (Vega, 1985).

Asi como existen diversas fuentes de agentes cancerigenos,
hay muchos tipos de c&ncer con caracteristicas especjales seqGn
el tejido u 6rgano afectado; se consideran tres tipos
principales de céncer:

a)Carcinomas.- de las células epiteliales, cerca del 90%
de los tipos de céncer en humanos son de este tipo.

b)Sarcomas.- de los tejidos conectivos o de soporte.

¢} Grupos heterogéneos.- donde se incluyen los canceres de
los tejidos productores de células sanguineas:
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1)Leucemias.~- de 1los tejidos de 1las células blancas
sanguineas.
2)Linfomas.- de los tejidos linfaticos, nodulos, vaso,
médula y otros (Vega, 1985).

Debido a la alta incidencia de ecancer en Mexico, la
investigacion acerca de los agentes quimicos gque puedan

combatirlo se ha ido incrementande en los ultimes afos.

Estudios epidemidlogicos recientes, han revelado una
estrecha relacion entre el desarrollo del «cancer y su
inhibicion, con factores nutricionales asi como con el estilo
de vida, lo cual puede deberse a gue la dieta influye en la
exposicién Yy la dosis a agentes carcinégenos, Y a
anticarcindgenos, tanto de origen antropogénice (pesticidas,
hormonas, aditivos de alimentos y otros) como de origen natural

{algunos macro y micronutrientes)(Lal, 1980 y Carr, 1985).

Ellerman y Bang en 1908 (Citado en Gessain y Gallo, 199%0),
mencionan que algunos canceres de la sangre (leucemia) de pollo
pueden ser inducidos mediante agentes de tipo virieco.
Posteriormente Boveri en 1914 (Citado en Croce y Koprowski,
1978).postula que el cancer se puede originar a través de

mutaciones somaticas por errores internos del organismo

Boveri, también reconocia 1la importancia de ciertos
factores anmbientales, como los carcinogenos quimicos y las
radiaciones ionizantes, en su calidad de agentes
desencadenantes de la transformacidn maligna {Croce Yy

Koprowski, 1978).

En 1918 Yamigiwa e Ichikawa lograrcn producir
experimentalmente cancer de la piel en animales de laboratorio
a los cuales se les aplicaba toépica y repetidamente una mezcla
de alquitranes de carbdn. La relacién circunstancial



5

Introducclon
entre el desarrcllo industrial de los paises y el aumento en la
frecuencia del cancer, promovid el estudio de la capacidad
carcinogénica de los productos quimicos mds usados por el
hombre (vega, 1985).

El resultado de estudios cpidemioldgicos demuestra que
existen diferencias en la incidencia del «cancer entre
diferentes poblacicnes , 1o que sugiere una contribucién

ambiental en cuanto a la etiologia del cancer (Carr, 1985).

La carcinogénesis se considera un caso de toxicidad
cronica en la cual un agente extraio, denominado
xenobiotico, induce directa o indirectamente gque una célula
pase al menos por uno de los estadios de los procesos de
transformacién maligna. Este agente externo maligno actua a
nivel del material genético y/o de los mecanismos que controlan
la diferenciacidén celular (Vega, 1985 y Albert, 1988).

Recientcmenté se han obtenido evidencias gue muestran que
en todas las células normales existen genes que contienen la
informacién para que se desarrolle un clon de células
cancerosas. A estos genes se les denomina oncogenes, no se sabe
cual es su funcién de una manera exacta, pero el hecho de que
estos genes sean similarecs entre diferentes especies,
manifiesta que se han conservado evolutivamente. Se supone que
estos genes estan totalmente inactivos en las células édultas,
llevan a cabo funcion especifica en el desarrollo, la cual
cesa en una determinada étapa del ciclo celular. Existen
amplias evidencias sobre modificaciones genéticas sobre' estos
puntos, a través de mutaciones puntuales, translocaciones,
inserciones y duplicaciones, que resultan en la activacién &
inactivacién de alquno de estos genes y con una alta asocicién
con la transformacién maligna (Vega, 1985 y Knudson,1989).

Parece ser que cn la fase de iniciacidén del cancer, se
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_activa un oncogene, debido a una mutacién en el mismo o en su
promotor geénico correspondiente. En cada caso se producira una
proteina nueva 6 una que normalmente no esta presente en las
células adultas. No existe una hipdtesis bien fundamentada
para explicar la manera en que estas proteinas codificadas por
los oncogenes, transforman a las células normales en malignas
(Vega, 1985 y Knudson 1989). Se bha demostrado que estas
proteinas reproducen su efecto sobre los factores de
crecimiento normales por lo tanto, esta actividad, puede
estimular la divisidn celular al codificar un componente de un
factor de crecimiento celular o un receptor anormal para los

factores de crecimiento (Logan y Cairns, 1982 y Vega, 1985).

Muchos productos quimicos derivados de animales y de
‘plantas han sido clasificados como agentes inductores del
cancer, cuando se les administra a animales de laboratorio bajo
condiciones controladas a dosis aprc¢piadas. Algunos de éstos se
encuentran en la dieta diaria, dependiendo de’ sus
concentraciones y de su estructura guimica pueden influir en
la promocion o inhibicion de la proliferaciéon tunmoral
(Sainsbury, 1979 y Carr. 1985).

El efecto de la inhibicién en células cancerosas por medio
de antimutagenos fue utilizado por primera vez por Westergaard
en 1957, quien menciona a la catalasa como un inhibidor de
mutaciones (Travis, 1988).

Recientemente este concepto fue ampliado por Kada (1982) y
posteriormente por De Flora y Ramel (1988), quienes proponen
que la irhibicion de la mutagénesis y de la carcinogénesis
ocurre a tres niveles:

a) Extracelular (desmutagenos): Se inhibe al mutagéno o a
su precursor, al impidir su penetracién, bloqueande la
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formacian de mutagénos endogenos por medio de las reacciones de
nitrosacién y por las modificaciones de la flora intestinal, o
bien desactiva al mutdgeno por reacciones fisicas, guimicas y/o
enzimaticas.

b) 1Intracelular (bio-antimutageno):1la inhibicién es por

una modulacion del metabolismo, ya sea inhibiendo la
proliferacion celular, reaccionande  directamente con el
mutageno para que no llegue & la ccélula blanco, blogueando la

activacién de los promutagenos, induciendo la desintoxicacion,
blogueando moléculas reactivas por medio de reacciones
electrofilicas, quimicas y/o enzimaticas, ademas de proteger
los sitios nucleofilicos del ADH y de modular tanto 1la

replicacion como la reparacidn de eéste.

c} De la proliferacion tumoral (anticancerigeno): este
puede ser a dos niveles, en el primero se modula la promocion
de los tumores por bloguec de los efectos genotdxicos al
atrapar radicales'libres e inhibir la proliferacion celular. En
el segundo, es a través de la progresién celular, por medic de
un control hormecnal en el crecimiento, suprimiendo los efectos
genotéxicos o activando el sistema inmune (De Flora y Ramel,
1988) (Tabla I).

La mayoria de los agentes anticancerigenos gque se han
detectado inhiben 1la g@ivision celular inespecificamente,
al. interferir de una u otra manera, con la sintesis o con la
utilizacion de los acidos nucléicos (Hellman, 1972 y Sainsbury,
1979} .

Entre los micronutrientes presentes en la dieta diaria,
algunas vitaminas han mostrado efectos antitumorales Yy/o
actividad antimutagénica, como los Carotencoides, la vitamina A

(y sus derivados sintéticos, los retinoides), las vitaminas c
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TABLA I. Mecanismos de inhibicidn de la mutagénesis y de la
carcinogénesis . (De Flora y Ramel, 1988).

1.-INHIBICION DE MUTAGENESIS A NIVEL EXTRACELULAR ({DESMUTAGENO)

1.1 INHIBTCION DEL O DE SU PRECURSOR
1 DIFICULTAD DE PENETRACION
2 EN EL ORGANISMO
3 EN LA CELULA
1.2 INHIBICION DE LA FORMACION ENDOGENA DE MUTAGENOS
1 INHIBICION DE LAS REACCIONES DE NITRACION *
2 MODIFICACION DE LA FLORA INTESTINAL
1.3 DESACTIVACION MUTAGENICA
1 POR REACCIONES FISICAS
2 POR REACCIONES QUIMICAS**
3 POR REACCIONES ENZIMATICAS

2.~ INHIBICION DE MUTAGENESIS A NIVEL INTRACELULAR
{ANTIMUTAGENO)

2.1 MODULACION DEL METABOLISMO

1 INHIBIENDO LA REPLICACION #**%

2 FAVORECIENDO EL SECUESTRO DEL MUTAGENO

3 INHIBIENDO AL PROMUTAGENO

4 ACTIVANDO O PROMOVIENDO LA DETOXIFICACION
2.2 BLOQUEO DE MOLECULAS REACTIVAS

1 REACCIOHES ELECTROFILICAS a(QUIMICI\S Y/0

ENZIMATICAS)

2 ATRAPADOR DE ESPECIES OXIDANTES *#* b

3 PROTECCION DE LOS SITIOS NUCLEOFILICOS™ %%
2.3 MODIFICACION DE. LA REPLICACION Y/O REPARACION DEL ADN

1 INCREMENTO DE LA FIDELIDAD EN LA REPLICACION

2 FAVORECE LA REPARACION

3 INHIBICION DE LA REPARACION SUJETA A ERROR

w
1

INHIBICION DE LA INICIACION Y/O PROLIFERACION DE CELULAS
NEOPLASICAS (ANTICANCERIGENOS)

3.1.MODIFICACION DE LA PROMOCIOHN
1 INHIBICION DE EFECTOS TOXICOS
2 ATRAPANDO RADICALES LIBRES *kk
3 INHIBIENDO LA PROLIFERACION Y LA DIFERENCIACION
4 MODULANDO LA SENAL DE LA TRADUCCION
3.2 MODULACION DE LA PROGRESION TUMORAL

* VITAKINA C ** EFECTO ANTIOXIDANIE “** VITAHINA &

ta) ELECTROFILICO: !INNES QUE ACEPTAN ELECTRONES
{b) NUCLEOFILICO: SIT1O BLANCO DE AGENTES ELECTROFILICOS
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Yy E que son conocidos agentes antioxidantes y atrapadores de
radicales de oxigeno, las cuales también inhiben la formacién
de compuestos nitroso que son altamente genotoxicos
{Shamberger gt al. 1979; Ames, 1983 ; Ong et al. 1989 vy
Raymond et al. 1989).

La vitamina A puede alterar o inhibir la proliferacion
tumoral, al reducir la promocioén y/o la ecxpresidn del cancer
(Qin y Huang, 1985) (Tabla 1I). Afecta diversas vias

. metabolicas de diferentes tipos de agentes mutagénicos
provocado una inhibicidén mutagénica, evitando la proliferacidn
celular y de la actividad de las proteasas en Salmonella (Carr,
1985; De Flora y Ramel, 1988 y Ong et al. 1989). Ademds de su
inhibicidn mutagénica se ha reportado gue reduce la formacion
de aberraciones cromosomicas, de intercambio de cromatidas
hermanas, de micronucleos e incluso suprime los efectos
colaterales del tabaco {Hartman y Shankel, 1990 y Stich et al.
1990) . )

La vitamina A no solo interfiere con la promocion y la
progresién del «cancer, sine gue gracias a. su actividad
antioxidante puede tener efectos inmunoreguladores, ademds de
citotoxicidad sobre las células neoplasicas (De Flora y Ramel,
1988). Por eso sc¢ ha reportado que inhibe eficazmente la
proliferacidn tumoral a dosis agudas (Sporn y Roberts, 1983 y
Pastorino et al. 1991). En la cuadro 1 se anotan algunas de las

caracteristicas mas relevantes de la vitamina A.

La vitamina A al ser metabolizada en mamiferos se
transforma en &acido retinocico, el cual es de 100 a 1000 veces
mas activo que el retinel in vivo e in vitro. Se ha reportado
un efecto sobre el control de la expresién del gen myC en el
sistema HL60, aungue sc ignora si es una inhibicioén directa o
indirecta, pero su analogia con esteroides sugiere que 1la
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ACIDO RETINOICO

NOMBRES COMERCIALES: ACIDO RETINOICO, TRETINOGIN, ABEREL
ATROL, CORDES VAS, EPI-ABEREL RETIN-A.

USO: Eil TRATAMIENTOS SEVEROS DE PIEL Y ACNE, ANTIOXIDANTE
SOLUBILIDAD: L1POSOLUBLE

LOCALIZACION: EN HIGADO DE PECES Y GRASAS ANTMALES, EN
PLANTAS EXISTE COMO PRO-VITAMINA A (B-CARCTENOS)

ESTABILIDAD: FOTOSENSTBLE

EFECTOS: ANTICANCERIGENO, INHIBICION DE ONCOGENES, CONTROL
DE LA DIFERENCIACION ¥  PROLIFERACION CELULAR, SU EXCESO
PRODUCE QUERATINIZACION Y DEBILITA LOS HUESOS

NOTA: EN SISTEMAS MAMIFEROS ES METABOLIZADO A RETINOL  EL
CUAL ES DE 100 A 1000 VECES MEJOR ANTIOXIDANTE, SI ESTE
TAMBIEN ES METABOLIZADO SE TRANSFORMA EN ACTDO RETINOIDAL
BENZOICO QUE ES 1000 VECES MAS ACTIVO, SU DEFICIENCIA PROVO-
CA CEGUERA NOCTURNA  CON  RESEQUEDAD Y ENCOSTRADO DE
HUCOSA. '

PESO MOLECULAR: 300.42

FORMULA CONDENSADA:  C,H
FORMULA ESTEREOQUIMICA:

H3Q CHy CHy CHy cooH

2892

CUADRO.1 Generalidades de la vitamina A (Sporn y Roberts,1983:
- ong et al. 1986 2 Index Merck, 1989).
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accién del &cido retinoico en el control de la expresiédn génica
es mediante una unién especifica con proteinas (Sporn y
Roberts, 1983) (Cuadro 2).

Las deficiencias en la dieta diaria de las vitaminas A y C
se han caracterizado como un factor que favorece el desarrollo
del c&ncer en el eséfago. Ademds de que ambas vitaminas también
reducen la inestabilidad cremosémica en varios sindromes (Stich
et al. 1990)

La vitamina C es un importante agente antioxidante (Ong et
al. 1986) que ha mostrado tener tanto una actividad
antimutagénica, como anticancerigena, y en algunos casos. de
potenciacién mutagénica (Andrews et al. 1979; Mita gt al. 1982
y Alzieu et al. 1987), ademis se ha reportade que .no es
cancerigena en ratas y ratones. (Hartman y Shankel, 1990).
Interviene en muchas reacciones enzimiticas, en el desarrollo
de cartilagos, dientes y huesos, se utiliza para curacién de
heridas y como cadyuvante de la absorcién de hierro en el
intestino; su deficiencia produce escorbuto, inestabilidad
cromosémica y una alta incidencia de infecciones (Trease y
Evans, 1991} {(Cuadro 3).

Entre los efectos antimutagénicos y anticancerigenos que
se han reportado de la vitamina ¢, se muestra una inhibicién de
retromutaciones del 60% en la prueba de Salmonella. Es un
agente antioxidante importante para la proteccién de
enfermedades y procesos degenerativos causados por la
peroxidacién de los lipidos. Junto con la vitamina E mostré un
efecto anticlastogénico en cromosomas humanos, ademds de
inhibir las rutas metab&licas que activan a los procarcinégenos
y de estimular el sistema inmune (Mita et al. 1982; Gebhart et
al. 1985; Sydney y Mirvish, 1986; De Flora y Ramel, 1988; Frei
et al. 1988 y Hartaman y Sharkel, 1990) (Cuadros 3 y 4).
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INGESTION
PLANTAS| —»3-CAROTENOS —~—————> [ANIMALES

T -
ANIBALES]— CARNE Y _, ETERES DE Oz + f3-CAROTENO

LECHE RETINTLO OXIGENASA

P2
INTESTINO

RETINALDEHIDO
« u

OXIDACION REDUCCIORN
1 i

———————————— Ac.RETINOICO RETINOL.
1 ALHACENAMIENTO tar
SANGRE (-——-—b",‘— HIGADO 4————-—- SANGRE

t 3
. Ac. GRAS0OS DE CADENA LARGA
PALMITATO -
j a-GLOBULINA
"

PHDOTRE> =

CELULA (<o)

RETINOL (d)

——r———m————> RETINAL (e}

i)

Ac.RETINOICO «r)

EXCRECION |e—— Ac. glucuroénico
— ORINA
BILIS

¢.1 FORMA ACTIVA EN MANTENIMIENTO DE EPITELIOS

(ty ENTRA AC.PALMITICO Y SE LIBERAN LOS AC.GRAS0S

tes ALMACENAMIENTO CON Ac. GRASOS

ta) INFLUENCIA EN DIVISION Y CRECIMIENTO CELULAR, ADEMAS DE
DAR CONSISTENCIA A LOS HUESOS

te) CICLO DE LA VISION

tr) AYUDA A LA FORMACION DE GLUCOPROTEINAS, ADEMAS DE UNA
FUNCION HORMONAL EN LA DIVISION Y CRECIMIENTO CELULAR

CUADRC 2. Metabolismo de la vitamina A (Farias,1988 y Jaime,1990).
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VITAMINA C
NOMBRES COMERCIALES: ACIDO ASCORBICO, VITAMINA
ANTTESCORBUTICA, ACIDO CEVITAMICO, CEBID, CEVALIN,

C-VITAMIN, Ce-Vi-Sol, ASCORIN Y PLANAVIT C.

USO: ANTIMICROBIANO Y ANTIOXIDANTE EN  ALIMENTOS, EN EL
TRATAMIENTO DE RESFRIADOS CQMUNES, ANTIESCORBUTICO, CON
APLTICACIONES INMUNOLOGICAS Y ANTICANCERIGENAS.

ESTADO FISICO: POLVO BLANCO DELICUESCENTE

SOLUBILIDAD: EN AGUA EN UN 80% A 100°C

INSOLUBLE: EN ETER, CLOROFORMG, BENZENO Y ACEITES

ESTABILIDAD: FOTOSENSIBLE Y SE OXIDA LENTAMENTE CON EL
OXTIGENO ATMOSFERICO.
LOCALIZACION: AMPLIAMENTE DISTRIBUIDO EN PLANTAS,

PRINCIPALMENTE CITRICOS.

EFECTOS: ANTICANCERIGENO,INHIBIDOR DE LA PROGRESION TUMORAL,
NECESARIO PARA EL DESARROLLO DE HUESOS, CARTILAGOS 'Y
DIENTES. SE ALMACENA EN SUPRARLNALES CON UN PROMEDICG DE VIDA
DE DOS SEMANAS, SE ELIMINA COMO ACIDO ASCORBICO EN SU

MAYORIA, SU CARENCIA CAUSA ESCORBUTO ADEMAS DE UNA LENTA
CICATRIZACION
PESO MOLECULAR: 176.12
FORMULA CONDENSADA: CGHBOG
FORMULA ESTEREOQUIMICA:

(I?H20H

HCOH

[e] 4 o]
HO oH

CUADRO 3. Generalidades de la vitamina C
(Ong et al.1986; Index Merck, 198% y Trease y Evans,1991)




ACIDO ASCORBICO

OH OH

HOCH2 ~CHON
H

ACTDO DIHIDROASCORBICO

o o
AN /y
HOCH-CHOHN
A\
H )
o

AC. NITROSO

ZHHOZ

OXIDO NITRICO + AGUA

2NO + 2}!20

CUADRO 4. Inactivacion de las reacciones de nitrosaciodn por la

vitamina C (Sidney y Mirvish, 1986}
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Inhibe la formacidén de compuestos N-nitrose y nitrilo que
se forman en el estémago Yy que estan relacionadas con el origen
del cancer (Jain et al. 1989).

El acido ascérbico al ser metabolizado se transforma en
ascorbato, que es 230 veces mas active en solucién acuosa, y
debido a las altas concentraciones en que se encuentra en la
sangre se postula que es el principal antioxidante fisiolodgico
relacionade con la proteccién contra algunas enfermedades y
procesos degenerativos (Frei et al. 1988) (Cuadro 5). A dichas
concentraciones es eficiente en atrapar y reaccionar con ozono,
superoxidos y radicales hidroxilo, no asi con perodxido de
hidrégeno (Frei et al. 1988).

Bajo condiciones poco frecuentes Y no fisiologicas el
ascorbaﬁo puede ser clastogénico y mutagénico causando
rompimientos sencillos en el ADN . En cuanto a dichos efectos,
se ha reportado que incrementa la mutagenicidad del
3-hidroxi-amino 1-metil 5H-pirido [4,3-blindol (Mita et al.
1982), del N-hidroxi acetilaminofluoreno (Andrews et al. 1979)
y del benzo[a]pireno (Alzieu et al. 1987) en Escherichia coli.
Aumenta la frecuencia de .mutaciones inducidas, y de
rompimientos cromosémicos (clastogenia) inducidos por 1la
bleomicina al ser metabolizada por activacidén in vitro por 1la
fraccion microsomal S9 (Gebhart et al. 1985).

La mitomocina ¢ (MMC) es un antibidtico aislado de
Streptomyces caespitosus el cual contiene grupos quinona,
carbamato. y aziridina que pueden ser activados. Este
medicamento es muy toxico con propiedades antineoplasicas, se
emplea clinicamente en contra de las células tumorales
hipéxicas y al parecer tiene una utilidad cada vez mayor en la
quimicterapia combinada (bleomicina y vincristina) para el
carcinoma de células escamosas del cuello uterino y para los
adenocarcinomas del estémago y pulmon (Salmon y Sartorelli,
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!

L-GLUCOSA » Ac. ASCORBICO
INGESTION
TRANSPORTE

INTESTIRO (a)

Ac. ASCORBICO = . ASCORBATO (»)
PH 4.3

- 2HNO2

» DESHIDROASCORBATO
SANGRE (cl(dlile]

EXCRECION

ORINA

ta; COADYUVANTE EN LA ABSORCION DEL HIERRO
(b) INHIBICION DE LAS REACCIONES DE NITROSACION
te) FAVORECE LA CICATRIZACION
ta) DESARROLLO DE HUESOS Y CARTILAGOS
(e) ANTIOXIDANTE

CUADRO 5. Metabolismo de la vitamina C
(sidney y Mirvish, 1986}
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1990).Se activa por via enzimatica dentro de las células y
actia como agente alquilante monofuncional o bifuncional:
también forma enlaces cruzados intra y/o interbanda en el ADN,
principalmente durante las fases S y G2 del ciclo celular.
Inhibe la sintesis de ADN , ARH y de proteinas (Scheve et al.
1971; Reynolds, 1989 y Carranza, 1990).

La mitomicina € (MMC) es un promutageno bien conocido y
uno de los pocos que ha sido extensamente estudiado en ambos
sexos de Drosophila melanogaster. En ovocites y en ovogonias
produce mutaciones letales recesivas ligadas al sexo, pérdida
del cromosoma X, fragmentacién del cromosoma Y y varios tipos
de intercambios de cromosomas no homoldgos (X-Y, X-4R y Y-4R),
pero no se ha observado que induzca no disyuncién en hembras
XXY¥. En machos las mutaciones letales recesivas se han
encontrado en todos los estadios celulares de la
cspermatogénesis. En espermatocitos y en espermatogonias se han
observado intercambios (X-Y y Y-Y) pero sin incremento en la
inducciodn de no disyuncioén (De sSerres y Shelby, 1981)
(Cuadro 6). Se sabe que su principal mecanismo de accidn es
mediante la formacidn de enlaces cruzados con la hebra
complementaria en el ADN (Marshall y Rauth, 1986 y Reynolds,
1989) .

La evaluacién de los efectos mutagénicos y carcinogénicos
de los agentes genotoxicos, se realiza empleando numerosos
sistemas de prueba, los gque permiten valorar diversos puntos
gendticos terminales. Estos bioensayos incluyen a un gran
numero de organismos, cada modelo aporta informacién genética
especifica.

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster ha mostrado
ser un sistema de prueba ventajoso, ya gue es rapido, pues su
ciclo de vida es de aproximadamente 10 dias a 25°C, también es
econdémico, versatil y eficliente; ademas de ser el eucarionte



MITOMICINA. C

USO Y ORIGEN: ANTIBIOTICO ANTITUMORAL PRODUCIDO POR
Streptomyces caespitosus
NOMBRES Y ABREVIACIONES: MITOMICIN-C, MUTAMYCIN Y MMC.
CLASIFICACION: PROMUTAGENO ANTINEOPLASICO
SOLUBILIDAD: AGUA, ACETONA, METANOL ¥ ETER.
DANOS REPORTADOS EN Drosophila melanogaster:
MUTACIONES LETALES RECESIVAS LIGADAS AL SEXO EN OVOCITOS Y
OVOGONIAS,  ESPERMATOCITOS Y ESPERMATOGONIAS
PERDIDA DEL CROMOSOMA X
FRAGMENTACION DEL CROMOSOMA Y
INTERCAMBIOS ENTRE CROMOSOMAS NO HOMOLOGOS
( X-Y, X-4R y Y-4R) .
INTERCAMBIOS X-Y Y-Y EN ESPERMATOCITOS Y ESPERMATOGONIAS
FORMULA CONDESADA:
FORHULA ESTEREOQUIMICA:

C1sHigNy O5

CUADRO 6.- Datos generales del mutdagenc de referencia
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mejor conocido desde el punto de vista genético (Zimmering,

1976 y Salceda, 1984) (Figura 1 ). Posee un paquete enzimatico
con una fraccion microsomica que es similar a la S-9 del higado
de mamiferos, con enzimas que estan. involucradas en la
degradacidn o en la activaeién in vivo de sustancias

mutagénicas © carcinogénicas, lo cual hace posible evaluar
compuestos tanto de accidén directa como indirecta (Chandley y
Bateman, 1962: Vogel, 1975 y Zijilstra, 1984).

otra de las ventajas gue ofrece el sistema de prueba que
utiliza a Drosophila, es que permite detectar, a través de
cruzas especificas, la induccion de mutaciones letales
recesivas ligadas al sexo, mutaciones letales dominantes,
pérdida parcial y/o total de cromosomas autosdémicos y sexuales,
mutacién somatica y recombinacidén mitética, translocaciones,
delecciones, duplicaciones y no disyuncidn (Valencia et al.
1984) . :

Recientemente se ha desarrollado una nueva prueba, la de
mutacion Y recombinacion somaticas (SMART) que permite
establecer una relacidn entre la actividad recombinogénica y la
carcinogénesis ( Fahmy y Fahmy, 1970; Graf et al. 1983 y
wirgler et al. 1986)

La prueba SMART es muy sensible, ya que detecta compuestos
de estructura quimica variada, es econdmica, se realiza en una
sola generacién, y permite analizar un gran numero de células
blanco (1 000 000 células) con un tamafio de muestra de 40 alas
(Garcia Bellido y Merriam, 1971; Graf et al. 1984 y Vogel y
Szakmary, 1980).

SMART es capaz de detectar recombinacidn mitdtica y danos
genéticos, como mutaciones puntuales, delecciones y no
disyuncidén (Figura 2). Estas alteraciones se reflejan en la
aparicién de manchas de fencotipos alternativos, con los que. se
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marcaron las células de los discos imagales de 1las larvas.
Estos discos smon conjuntos celulares indiferenciados que se
dividen mitéticamente hasta la pupacién. Durante la
metamorfosis se originan a partir de ellos estructuras
definidas del organismo adulto, como las alas, los ojos, las
génadas, las patas y otras (Graf et al. 1984) (Figura 3).

Las ceélulas de los discos»imagales no estan involucradas
en la formacidén del cuerpo de la larva, son distinguibles de
las células larvarias por su tamafio pequefio, su constitucion
cromosomica diploide, su retencién de la capacidad de division
celular y porgue alcanzan su diferenciacién hasta que entran a
la etapa de metamorfosis.

Los discos imagales aumentan de tamafio por mitosis
sucesivas, las cuales ocurren a determinados tiempos durante el
desarrollo larvario, mientras que las células larvarias que
forman el cuerpo de la larva, han perdido su capacidad de
divisién y solamente aumentan de tamafo, en algunas se
presentan cromosomas politénicos, son poliploides y estan
determinadas genéticamente (Demerec, 1965 y Wilkins, 1985).

Durante la metamorfosis la hormona ecdisterona desencadena
una serie de cambios en el organismo, este proceso involucra la
destruccion de ciertos tejidos y organos larvarios (histolisis)
y la organizacién de las estructuras del adulto a partir de un
complejo de células primitivas, los discos imagales. Todos los
organos del imago se forman a partir de discos imagales ya
presentes en la larva o por células larvarias gque se
diferencian en el momento de la reorganizacién del estado pupal
(Wilkins, 1985).

El disco imagal del ala en el momento de la eclosién del
huevo tiene 12 células primordiales debidas a aproximadamente
3.5 divisiones celulares. Durante el resto del desarrollo
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FIGURA 3. Discos imagales y su correspondencia con las
estructuras que van a dar origen en el adulto.
(Wwilkins, 1985)
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larvario ocurren cerca de 12.5 divisiones celulares en 120
horas, lo que equivale a 8.5 horas. para cada divisidén. Al
términe del primer estadic larvario cada disco imagal del ala
cuenta mas o menos con 96 células, en el segundo con 768, en el
tercero con 12,288 y finalmente en la pupacién, poco antes de
yue empiece la diferenciacicén celular, cuenta ya con 52,000
células (Garcia Bellido y Merriam, 1971}).

Para la evaluacidn de los efectos genotoxicos inducidos
por agentes quimicos, al emplear la prueba SMART, se comparan
las frecuencias de manchas en las series tratadas y en las
observadas en los grupos testigo. Esta frecuencia depende del
nimero de células expuestas ‘al agente guimico , en el momento
del tratamiento, lo cual esta relacionade con la cedad de la
larva (Garcia Bellido y Merriam, 1971;Szabad et al. 1983 y
Graf et al. 1984) (Figura 4).

El nUmero de células examinadas en el adulto es solo de
25,000 de las 10,800 que hay en el ala de una mosca adulta. El
protocolo excluye el andlisis de las zonas proximales del
ala, por el alto grade de compactacién de las ceélulas, que en
esas zonas, hace dificil el registro de las manchas (Garcia
Bellido y Merriam, 1971; Szabad et al. 1983:;Graf et al. 1984;
Wargler y Vogel, 1987) (Figura 5).

Las revisiones de la prueba SMART hechas de una manera
independiente por Ramel (1986), por Wirgler y Vogel (1987), y
por De Flora y Ramel (1988), permiten llegar a la conclusidén de
que es un sistema ideal en genética toxicologica, por su
capacidad en la deteccién de daho genotoxico inducido por
promutagenos en cdlulas somaticas, per su relacidn con la
actividad recombinogénica y con el origen del cancer (Beker,
1975 y cairns, 1981).

El sistema SMART ha detectado eficientemente agentes
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alquilantes (mono- Yy polifuncionales), aductos, agentes
intercalantes, clastdgenos, antimetabolitos y venenos meta-
bélicos, en solucién acuosa como gaseosa (Graf et al. 1984).

Los eventos genéticos de deleccidén, mutacién puntual, no
disyuncién y de recombinacién entre los marcadores mwh y flrzse
evidencian como un  mancha sencilla, mientras que la
recombinacién entre flr2 y el centrémero se manifiestan como
una mancha gemela (Figura 2):; el tamafio de éstas se encuecntra
en relacion con el numero de divisiones que tenga la célula
después de haberse inducido ¢l daho (Graf gt al. 1984).

Ya desde la segunda mitad de este siglo Auerbach
(1945) detecto la aparicién de clones celulares en la cuticula
de moscas adultas, gque durante el estadio larvario fueron
expuestas a mutdgenos quimicos. Posteriormente Graf Y
colaboradores (1984) mencionan que los agentes alquilantes
inducen clones en el disco imagal del ala de larvas tratadas.

En Drosophila se ha obtenido hasta un 85% de correlacién
entre los carcinégenos examinados en células somiticas y su
actividad mutagénica en células germinales (Graf et al., 1984},
también se ha visto que existe upa alta correlacidn entre la
actividad recombinogénica y la carcinogénesis (Cairns, 1981),
por lo cual las pruebas gue emplean células somaticas son de
suma importancia.

bebido a la falta de conocimiento sobre los efectos y
mecanismos reales de agentes qgue minimicen de manera natural la
genotoxicidad de los compuestos gquimicos a los gque - esta
expuesto el hombre diariamente, el presente trabajo, tiene como
principal objetivo conocer los efectos moduladores de las
vitaminas A y C, sobre la genotoxicidad de la mitomicina ¢
(MMC) en la prueba de mutacién somatica y recombinacién
mitética (SMART) en alas de Drosophila melanogaster
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Sistema de cruzas: se emplearon machos de la linea
flrJ/TMJ, Ser los cuales posecn dos marcadores (Cuadro 7}):

a)flr3(3~38.8).- que es recesivo y produce el fenotipo de
tricomas de forma anormal "flama". El1 eje de las guetas es
frecuentemente encorvado y ramificado, los tricomas son cortos
¥ aparecen como abultados o hinchados sobre las células del ala
y como rosetas en las células de la cuticula del abdomen. Es
letal en condicién homocigética, pero a nivel celular es viable
{Garcia-Bellido y Dapena, 1974}.

b) TM3 .-Para el mantenimiento de esta linea se reguiere
de la presencia de un cromoscma balanceador; este cromosoma es
el TM3, el cual presenta multiplies inversiones que abarcan
gran parte del cromosoma 3, ademas porta el marcador serrata
Ser {3-92.5), gque sirve para identificar a organismos
heterocigotos (Garcia-Bellido y Dapena, 1974) (Cuadro 7). Este
marcador es dominante y produce una muesca eh el extremo del
ala, que es mas profunda en las segundas celdas posteriores; el
gene es letal en condicién homéciga, es pleiotrdpico y con
expresividad variable (Lindsley y Grell, 1968; Lindsley y Zimm,
1990) (Cuadro 7).

Las hembras se obtienen de la linea mwh/mwh "multiple wing
hairs" (3-0.0), esta es una mutacidén recesiva de origen
espontaneo, las células del ala en el organisme adulto
contienen grupos de 2 a 5 tricomas por célula en lugar de 1
como en el silvestre (Linsdley y Grell,1968) (Cuadro 7).

Compuestos: Retinol ¢ Vitamina A (Sigma Chemical Co. San
Luis, Missuori) y Acido ascérbico & Vitamina C (Sigma Chemical
Co, San Luis, Missuori).

Control pesitivo: Mitomicina ¢ , MMC (Sigma Chemical Co.

san Luis, Missuori}.



29

LINEA DE HEMBRAS

mwh/mwh
LINEA DE MACHOS

r1x3/TH3, Ser x f1ri/TM3, Ser

[ f1r’ ™3, Ser
o
f1r? £1r3 /210> £1r3/7M3, Ser
letal serrata
TM3,Ser flrJ/TMB,Ser TM3, Ser/TM3, Ser
serrata letal
CRUZA PROGENITORA
mwh/mwh x flrz/TMa,Ser
PRIMERA GENERACION FILIAL (F1}
mwh + / + flr3 (Trans-heteropcigas)

mwh + / TM3,Ser (Portadora del balanceador)

CUADRO 7. Lineas y cruza progenitora cmpleada en SMART ala.
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Solventes: Alcohol etilico al 5% para el retinol, 'y
sacarosa al 5% para la vitamina C y la MMC.

Medio de cultivo: Por cada litro de medio de cultivo se
cemplearon 1250 ml. de agua, 8 gr. de agar-agar (Merck), 70 gr.
de azucar, 100 gr. de harina de maiz, 40 gr. de levadura, 5 ml.
de acido propionico (Sigma) y 5 ml de nipagin al 10% disuelto
en alcohol ectilico.

Los cultives de Drosophila se mantuvieron a una
temperatura constante de 25 * 1'C, en frascos Jlecheros de 250
ml. con tapoén de hule espuma y con iluminacion artificial las
24 horas del dia,

Procedimiento experimental: Para conocer los efectos de
los agentes gquimicos por si solos Yy mezclados, se disefaron
tres tratamientos por via alimenticia (cuadro 8):
1.-Subcronice: larvas trans-heterdcigas de 7224 horas se
trataron durante 48 horas con:

a)Sacarosa al 5%.

b)Mitomicina €, 0.325, 0.625 y 1.2 mM

c)Vitamina C, 10, 100 y 1000 ppm.

d)Vitamina A, 10, 100 y 1000 ppm.

2.-Mezcla subcréniga: larvas trans-heterdcigas de 72:4 horas se
expusieron durante 48 horas con una mezcla del nutdageno y de
las vitaminas: ‘
a)Mitomicina € 0.625 mM + Vitamina A 100 ppm.
b)Mitomicina ¢ - 0.625 mM + Vitamina C 100 ppm.

3.-Mezcla aquda-cronico: larvas trans-heterocigas de 72 * 4
horas, se sometieron durante 6 hrs. con el mutdgenc de
referencia de manera aguda y después subcrénicamente con las
vitaminas:

a)Mitomicina € a 0.625 mM por 6 hrs. + vitamina C a 100
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CRUZA PROGENITORA

meh/muh  x rlr:./THJ,Scr

1

SINCRONIZACION

ADULTOS A LAS 72 hrs DESPUES
DE LA CRUZA x 8 hrs

TRATAMIENTO

LARVAS DE 72 hrs SEFARAUAS CON
UN GRADIENTE DE CONCEHNTRACION
¥ SE TRATAN ORALBENTE AL AGEKTE QUIHICO
ta-8)

1

FIJACION

LOS ADULTOS PORTADORES DEL CROMISOHA TH3
¥ LOS TRANSHETEROCIGOS Y SE FIJAN
ER ALCOHOL AL 70 %

MONTAJE

108 ADULTOS SE INCLUYEN EN ALCONOL,
SE DISECTAN LAS ALAS Y SE MHONTAN EN UN
PORTAOBJETOS CON SOL. FAURE

ANALISIS

SEOBSERVAN LAS ALAS A 40 x,
ANALTZANDO ¥ CLASIFICARND
LOS CLONES CELULARES POR TIPO Y NUKERO

EL TRATAMIENTO PUEDE SER:

A.=AGUDO (6 hrs)
B.~CHONICO (48 hrs)

CUADRO 8. Cronograma de la técnica smart

(ALA)
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ppm por 42 horas.
b)Mitomicina € a 0.625 mM por 6 horas + vitamina A 100 ppm
por 42 horas,

Se analizaron 40 alas (equivalente a 1 000 000 de tricomas)
por cada concentracidén, asi como para los testigos paralelos y
sus repeticiones raspectivas (Garcia Bellido y Merrian, 1971).

Montaje de alas: El1 montaje y preparacion de las alas
se realizé mediante los siguientes pasos :

1.-Se separo por el fenotipo a las moscas
trans-heterocigas de las portadoras del cromosoma THM3,Sexr de
la F1, ya que estas ultimas presentan el marcador Ser.

2.-Las trans-heterdcigas se fijaron en alcohol al 70%.

3.-Posteriormente se lavaron en agua y sc¢ trasfirieron a
una solucién FAURE (30 gr de goma arabiga, 20 ml de glicerol,
50 gr de hidrato de cloral y 50 ml de agua).

4.-En esta misma solucion las alas de cada mosca fueron
separadas desde el mesotdrax y montadas segun la técnica
descrita po Graf et al. (1984).

5.-Las alas se montaron por pares provenientes de un mismo
progenitor, incluyéndose como maximo en cada preparacion 40
alas, de la 1 a la 20 corresponde a hembras y de la 21 a la 40
a. machos (Figura 6).

Andlisis microscépico de las alas: Se analizaron las alas
de las moscas adultas y se cuantificé con el microscopio o6ptico
a 400X,el numero, tamafic y tipo de los clones celulares
mutantes en las superficies dorsal y ventral de éstas.

Procedimiento estadistico: El tamafo del clon celular es
proporcional al numero de divisiones celulares posteriores al
momento en que ocurra la alteracion (Graf et al. 1984) (Fig.
7). Se compard el numero, la clase, el tamanio y la frecuencia
de aparicidén por ala, obtenido en los lotes testigo y
experimentales mediante la prueba de chi-cuadrada de
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FIGURA 6. Preparacioén de alas de Drosophila melanogaster,
mostrando el acomodo, el orden de lectura y las areas en las
que se divide el ala para el registro-de clones celulares.
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FIGURA 7. Ala de Drosophila melanogaster que nmuestra
los fenotipos: (a) silvestre (b) £1r° (b) mwh
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proporciones, con una confiabilidad del 95% (Graf et al. 1984),
y mediante el programa de cdémputo SMART version PC (Wirgler, no
publicado) .

El método de decision multiple de Frei y Wargler (1988)
prueba dos hipdtesis: la hipdtesis nula (He) postula que las
frecuencias de mutacidn de los lotes testigo y experimental son
estadisticamente iguales vy, la hipétesis alternativa Ha,
sostiene que la frecuencia de mutacién del lote experimental es
igual a m veces la del control; para las manchas chicas (1 a 2

células) y las manchas totalns, que tienen una alta frecuencia

de aparicidén, m es igual a 2. Para las manchas simples grandes
Y las manchas gemelas, el valor de m es 5, debido a gue su
frecuencia es relativamente baja ( Graf ct al. 1984).

Come resultado del analisis estadistico se llega a cuatro
conclusiones posibles:1) si sec acepta la hipdtesis nula y se’
rechaza la alternativa, el tratamiento es negativeo, (-)7; 2) si
se rechaza la nuia y se acepta la alternativa, el tratamiento
es positivo, (+): 3) si se rechazan ambas . hipotesis,
tratamiento es débil positivo, (d+) y, finalmente, si se
aceptan ambas hipdotesis, el resultado es indeterminado (i)
(Frei y Wirgler 1988).

Para la evaluacidén del efecto modulador de las vitaminas A
y €, ante un mutdgeno de referencia, se realizaron experimentos
agudos y crénicos con los controles negativos (etanol al 5 % y
sacarosa al 5%), con el control positivo (MMC), con las propias
vitaminas A Y C, y finalmente con las mezclas agudas y cronicas
de las vitaminas con el mutageno de referencia (MMC).

Para cada experimento se realizé una repeticion, en cada
uno de ellos se corrieron los controles positivos y negativos,
al no existir diferencias significativas (p < 0.05) entre
ellos fue posible sumar los resultados obtenidos.
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Los resultados fueron analizados con ayuda del programa de
computo SMART, version PC (Wurgler, no publicado) y comparados
mediante la prueba de x? de proporciones, no encontrdndose
diferencias significativas entre amhos tratamientos

cstadisticos en cuanto a las decisiones tomadas.

En la tabla II y en la grafica 1, se presentan los datos de
la distribucién de manchas por ala en el tratamiento croénice de
la vitamina A, se observa que en el caso de las mnanchas
peguenas la concentracion mayor (1000 ppm), mostréd  un
incremento en la frecuencia basal de manchas por ala de 0.18 a
0.35, el cual no resultoé ser estadisticamente significativo,
mientras que en el caso de manchas grandes y totales, el

aumento resulté estadisticamente significativo.

En la tabla III y en la grafica 2, se presentan los datos
de la distribucién de manchas por ala en ¢l tratamiento crdénico
de la vitamina €, la induccidén de manchas peguenas, gkandes y
gemelas en todas las concentraciones no fué significativa con

respecto a la tasa basal de manchas encontradas en el testigo.

En el caso del testige positivo (MMC), se hicieron dos
tratamientos uno agudo y uno crénico; para el primero se puede
observar (Tabla IV y Grafica 3} una clara relacion entre 1la
concentracién y la respuesta, siendo positivo el efecto para
todos los tipos de manchas en las dos concentraciones mayores
(0.625 mM y 1.2 mM). La respuesta en la concentracion de 0.312
mi no fue diferente a la espontanea, salvo para el caso de las
manchas grandes.

En el caso del tratamiento crdnico con HMMC existe
induccién positiva para los tres tipos de manchas, en las tres
concentraciones probadas, existiendo un clare
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TABLA Il. FRECUENCIA DE MANCHAS POR ALA AL TRATAR A DROSOPHILA
MELANOGASTER CON VITAMINA A (CRONICO) EN SMART.

COMP. # MANCHAS POR ALA (NUMERO DE HMANCHAS)

(] ALAS B1ALRASTICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL

PEQUERA GRANDE MANCHAS

m=2,0 m=5.0 m=5.0 m=2.0 -
TESTIGO
ETANOL 5% 114 0.18(21) 0.03(03) 0.02(02) 0.23(26) -
VIT. A
10 ppm 80 ©0.12(10)7 0.01(01)T 0.00(00) " 0.14(11)"
100 ppm 80 0.26(21)" 0.09(07)% o.03¢02)t  o0.37(3ey’
1000 ppm 80 0.35(28) " 0.12(10) " 0.03(02)1  o.soqao*

& Diagnestico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988)
+ = Positivo; - = Negativo; d’= débil positivo; i =indeterminado;
m =factor de multiplicacidén. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.05
(prueba estadistica de una cola)
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GRAFICA 1FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA
AL TRATAR A Drosophila melanogaster
CON VITAMINA A (CRONICA)

0.4 - T
F 0.35
I3
E os3-
M 0.25 -
A
N
c 0.2
H
A 0.15 -
S
/
A O.1
L
A
0.06
0 -
S L T
CLASES FENOTIPICAS
B ETANOL 5% . VIT A 10 ppm

7 VIT A 100 ppm

4 VIT A 1000 ppm

« S(PEQUERAS) L{(GRANDES) T(GEMELAS)



39

TABLA Hi. FRECUENCIA DE MANCHAS POR ALA AL TRATAR A DrosopHILA
MELANOGASTER CON VITAMINA C (CRONICO) EN SMART.
COMP. # MANCHAS POR ALA (NUMERO DE MANCHAS)
(1 ALAS DIALZHUSTICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL
PEQUERA GRANDE MANCHAS
m=2.0 m=5.0 n=5.0 m=2.0
TESTIGO .
SAC. 5% 294 0.17(4) 0.01(1) 0.02(5) 0.21(17)
VIT. C ‘
10 ppm. ao . 0.13(11)° 0.03(3)" 0.00(0)" 0.17(14) "
100 ppm 120 0.13(16) 0.03(03)" 0.03(03)" 0.18(22)"
1000 ppm 80 -0.20(16) 0.02(2)" 0.01(01) 0.23(19)

& Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988)
+ = Positivo; - = Negativo; d’'= débil positivo; i =indeterminado;
m =factor de multiplicacion. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.05
(prueba estadistica de una cola)
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GRAFICA 2. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA
AL TRATAR A Drosophila melanoagaster
"CON VITAMINA C (CRONICO)
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TABLA IV. FRECUENCIA DE MANCHAS POR ALA AL TRATAR A DROSOPHILA
MELANOGASTER CON MITOMICINA C.(AGUDO) EN SMART.

coMP. # MANCHAS POR ALA (NUMERO DE MANCHAS)
11 ALAS DIAGNOSTICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL
PEQUESA GRANDE MANCHAS
m=2.0 n=5.0 m=5.0 m=2.0
TESTIGO
SAC. 5% 80 0.17(14) 0.01(1) 0.02(2) 0.21(17)
MMC
0.312 mM 78 - o.13(10)"  o0.23(18)*  o.os(os)l  o.a1(azyi
0.625 mM 77 1.03(79)7 0.49(38) " o.10¢08)" 1.s2(125)"
1.2 mM 69 1.32¢01) 0.61(05) % 0.17¢22)"  2.10(245)"

& Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wilrgler (1988)
+ = Positivo; - = Negativo; d'= débil positivo; i =indeterminado;
m =factor de multiplicacién. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.05
{prueba estadistica de una cola}) )
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GRAFICA 3. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA
AL TRATAR A Drosophila melanogaster
CON MMC AGUDO (CONTROL POSITIVO)
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Resultados

compértamiento dosis-respuesta. Este resultado es légico debido
a que el tratamiento crénico implica un mayor tiempo gde
exposicién (Tabla V y Grafica 4), el valor mas alto se presentd
en las _ manchas grandes, conservandose la relacion
dosis-respuesta al igual que el caracter positivo del
incremento de la frecuencia de manchas por ala.

Una vez establecidas las curvas dosis respuestas tanto.de
las vitaminas como del testigo positivo, se procedisd a valorar
el efecto modulador de las vitaminas con el mutageno de
referencia, para lo cual se realizardon dos tipos de
tratamientos en mezcla (Cuadro 8):

a.- Agudo-croénico b.- Crénico

En el caso del tratamiento agudo-crdénico la vitamina A
(Tabla VI y Grafica 5) mostrd un efecto modulador para los tres
tipos de manchas, el cual solo es estadisticamente positivo’

para el caso de manchas pequefas y totales.

La vitamina C en el tratamiento agudo-crdnico (Tabla VII y
Grafica 6), también mostrd una modulacién del efecto de la MMC
para los tres tipos de manchas, pero niguno de los tres tipos
de eventos mostrd ser estadisticamente significativo.

En el caso del tratamiento crénico, para la vitamina A
(Tabla VIII y Grafica 7) se puede observar claramente la
existencia de una mayor modulacién del efecto de la MMC para
los tres tipos de manchas, siendo esta estadisticamente
significativa. Este mismo efecto modulador se observo con la
vitamina C sobre la genotoxicidad de la MMC, en los tres tipos
de manchas con el tratamiento crénico (Tabla IX y Grafica B).

Al comparar el efecto inhibidor de la genotoxicidad de 1la
MMC con los dos tratamientos crénicos, se encontré la vitamina
C fue mas efectiva.
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TABLA V. FRECUENCIA DE MANCHAS POR ALA AL TRATAR A DROSOPHILA
MELANOGASTER CON MITOMICINA C (CRONICO) EN SMART.

COoMP, # MANCHAS POR ALA [NUMERO DE MANCHAS)
[ ] - ALAS DIACHNOSTICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL
PEQUERA GRANDE MANCHAS
m=2.,0 m=5,0 m=5.0 n=2.0
TESTIGO
SAC. 5% 294 0.17(14) 0.01(1) 0.02(5) 0.21(17)
MITOMICINA C
0.31 mM 70 0.66(46)" 0.93¢65) " 0.27(19)%  1.86(130)"
0.62 mM 160 1.240199)Y  1.71(273)Y o.seqes)t 3.sa(s567)”
1.2 mH 114 2.05(234)"  3.21(366)" 0.92(205)" 6.18(705)"

& Diagnostico estadistico dc acuerdo a Frei Y. Wirgler (1988)
+ = Positive; -~ = Negativo; d'= débil pesitivo; i =indeterminado;
m =factor de multiplicacidén. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.05
(prueba estadistica de una cola)
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GRAFICA 4. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA
AL TRATAR Drosophila melanogaster CON
MITOMICINA C (CRONICO)
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TABLA VI. FRECUENCIA DE MANCHAS / ALA AL TRATAR A DROSOPHILA
MELANOGASTER  CON  VITAMINA A, MITOMICINA C Y SU  MEZCLA
(AGUDA-CRONICA) EN SMART.

coMp, # MANCHAS POR ALA (NUMERO DE MANCHAS)
(1 ALAS D1AGNOSTICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL

" PEQUESIA GRANDE MANCHAS

m=2.0 m=5.0 me=5. 0 m=2.0
TESTIGO
ETANOL 5% 294 0.21(62) 0.01(1) 0.02(5) 0.27(80)
VIT. A ’
100 ppm 80 0.26(21) 0.09(7) 0.03(2) 0.37(30)
MITOMICINA C
0.62 mM 77 1.03(79) 0.49(38) 0.10(08) 1.62(125)

VIT. A + MMC
100 ppm/0.62 mM
60 0.43(26)" 0.33(20)  0.07(04)" 0.83(50)"

& Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988)
+ = Positivo: - = Negativo; *=débil positivo; 1 =indeterminado:
=factor de multiplicacidén. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.05
{prueha estadistica de una cola)
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GRAFICA 5. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA
AL TRATAR A Drosophiia melanoagaster
CON MMC Y VIT. A (AGUDO-CRONICO)
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TABLA Vil FRECUENCIA - DE MANCHAS / ALA AL TRATAR A DRoSOPHILA
MELANOGASTER  CON  VITAMINA  C,  MITOMICINA  C Y SU  MEZCLA
(AGUDA-CRONICA) EN SMART.

COMP. # MANCHAS POR ALA (NUMERO DE MANCHAS)
{1 ALAS DIAGHOSTLICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL
PEQUERA GRANDE MANCHAS
m=2.0 m=5,0 m=5,0 m=2.0
TESTIGO
SAC.5% 80 0.17(14) 0.01(1) 0.02(2) 0.21(17)
VIT. € ' .
100 ppm 80 0.30(24) 0.08(06) 0.01(01) 0.39(31)
MITOMICINA C
0.62 mM 77 1.03(79) 0.49(38) 0.10(08) 1.62(125)

VIT. C + MMC
100 ppm/0.62 mM
80 0.76(61)" 0.37(30)" o0.10(08)" 1.24(99)

& Diagrostico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988)
+ = Pogitivo; - = Negativo; ¢ =débil positivo; i =indeterminado:
m =factor de multiplicacion. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.05
(prueba estadistica de una cola)
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GRAFICA 6 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA
AL TRATAR A Drosophila melanogaster
CON MMC Y VIT.C (AGUDO CRONICO)
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TABLA VIl FRECUENCIA DE MANCHAS / ALA AL TRATAR A DrosorniLa
MELANOGASTER CON  VITAMINA A, MITOMICINA C Y SU MEZCLA (CRONICA) EN
SMART.

COMP. # MANCHAS POR ALA (NUMERO DE MANCHAS)
[ ] ALAS DIAGHOSTICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL
PEQUERA GRANDE MANCHAS
m=2.0 n=5,0 mn=5,0 m=2.0
TESTIGO
ETANOL 5% 114 0.18(21) 0.03(03) 0.02(02) 0.23(26)
VIT. A
100 ppm 80 0.26(21) 0.09(7) 0.03(2) 0.37(30)
MITOMIGINA C
0.62 mM 160 1.24(199) 1.71(273) 0.59(95) 3.54(567)

VIT. A + MMC
100 ppm/0.62 mM
+ + + +
60 0.68(41) 0.23(14) 0.10(06) 1.02(61)

& Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wargler (1988)
+ = Positivo; - = Negativo; ¢ *=débil positivo; i =indeterminado:
m =factor de multiplicacién. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.0%

{prucba estadistica de una cola)
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GRAFICA 7. FRECUENGIA DE MANCHAS/ALA

AL TRATAR A Drosophila melanogaster CON
MMC Y VIT. A (MEZCLA CRONIC_A)
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TABLA  IX. FRECUENCIA DE MANCHAS / ALA AL TRATAR A DrosopiiLa

MELANOGASTER CON VITAMINA C, MITOMICINA C Y SU MEZCLA (CRONICA) EN
SMART.

COMP. # MANCHAS POR ALA (NUMERO DE MANCIHIAS)
L3 ALAS DIAGHOSTICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL
PEQUERA GRANDE MANCHAS
m=2.0 n=5,0 m=5.0 m=2.0
TESTIGO
SAC. 5% 294 0.17(14) 0.01(1) 0.02(5) ©0.21(17)
VIT, €
100 ppm 120 0.13(16) 0.03(03) 0.03(03) 0.18(22)

MITOMICINA C

0.62 mM 160 1.24{199) 1.71(273) 0.59(95) 3.54(567)
VIT, C + MMC

100 ppm/0.62 mM
+ + + +
80 0.30(24) 0.08({06) 0.01(01) 0.39(31)

& Dlaqnostlco estadistico de acuerdo a Frei Y Wargler (1988)
+ = Positivo; - = Negativo; ¢'=débil positivo; i =indeterminado;
m =factor de multiplicacidén. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.05
(prueba estadistica de una cola)
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GRAFICA 8. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA
AL TRATAR A Drosophila melanogaster CON
 MMC Y VIT. C (MEZCLA CRONICA)
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DISCUSION:

El objetivo principal del presente trabajo Ffue el de
determinar si existia un efecto modulador de las viaminas A y C
sobre la genotoxicidad de un mutadgeno de referencia, la
mitomicina c (MMC) , en base a la pobrable actividad
antioxidante de ambas Vvitaminas. la cual puede bloquear
procesos como la desaminacion oxidativa de las bases del ADN e
incluso inactivar a la ADN polimerasa, lo que se manifiesta
como un decremento en la fidelidad de la replicacién y/o de la
reparacisén, aunada a la presencia de grupos mono y poli-fenoles
(puntos altamente reactivos), caracteristicos de agentes
antimutagénicos (De Flora y Ramel, 1988 y Espinosa, 1992).

La valoracidén del efecto modulador de un agente gquimico,
sobre un mutageno de referencia, debe basarse ‘en el
conocimiento correcto de los mecanismos fisioldgicos y
moleculares de dicho agente, asi como del balance entre sus
posibles efectos duales { Andrews et al. 1979; Mita et al.
1982; Alzieu et al. 1987; Gebhart et al. 1985; Raymond y Rauth,
1986) . Los factores de inhibicién o de modulacién de un efecto
genotéxico pueden, bajo ciertas condiciones experimentales,
inducir efectos adversos, asi como toxicidad, mutagénesis y/o
carcinogénesis, dependiendo de una o varias causas (Chang et
al. 1979; Marshall y Rauth 1986)) por ecjemplo: la ruta de
administracién, la concentracion, los efectos de sinergismo, el
metabolismo y otros.

Una forma importante de proteger a los seres humanos de
los cambios mutagénicos, carcinogénicos y de otros riesgos
genotoxicos debidos a condiciones amﬁicntales, se logra al
estudiar a los agentes quimicos naturales que puedan prevenir o
mitigar el impacto genético ambiental, aumentar en lo posible
la ingesta de dichos agentes antimutagénicos y disminuir 1la
exposicion a mutdgenos (Kada et al. 1986).
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Discusién
Un agente anticancerigeno eficaz debe matar o incapacitar
a las células cancerosas sin producir dafo excesivo a las
células normales, esta meta es dificil de conseguir, debido a
ello algunos paciente actualmente 1llegan a sufrir dafos
colaterales desagradables (Trease y Evans, 1991), por lo que se
hace necesario enfatizar mic en los estudios de prevencidn que

de tratamiento del cancer.

Lo anterior es importante debide a que, se ha mencionado
que en algunos estados de iniciacion del cancer, se producen
por el desbalance entre funrzus opositoras, como la activacion
metobdélica, la formacién de derivados electrofilicos y la
generacidn de especies antioxidantes (De Flora y Ramel, 1988).

La mitomicina € es un antibiotice que ha sido utilizado
como un agente antineoplasico, al ser metabolizado, produce
metabolitos que pueden actuar como agentes alquilantes
monofuncionales o bifuncionales, en este caso funciona como un
agente que induce ligamientos cruzados inter o intrabanda, por
lo que se le ha clasificado como un promutageno recombinogénico
{ De Serres y Shelby, 1981),>razones por las cuales fue elegido
como control positive en el disefio experimental del presente
trabajo.

Como se muestra en las tablas IV y V 1la relacidn
dosis~respuesta en el tratamiento agudo de la mitomicina C es
consistente, sin embargo hay gque hacer notar que en la
concentracidén mas baja que corresponde a 0.312 mM la respuesta
no fue significtivamente distinta a la del testigo negativo en
el tratamiento agudo-crénico, mientras que en el tratamiento
crénico esta relacidén dosis-respuesta se mantiene y es
significativa en las tres concentraciones probadas. Por lo que
se eligio la concentracién de 0.625 mM que produjo 1.6 manchas
por ala en el tratamiento agudo-crdnico y 3.54 en el cranico,
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Discusién
numero de manchas que resulta ser estadisticamente
significativo y que permite realizar un andlisis microscdépico
de las manchas facil y reproducible.

En cuanto a las formas de exposicién seleccionada, es
importante destacar que el tratamiento agudo-croénice se eligio
con el propésito de garantizar que el promutageno estuviera
presente a nivel intracelular y que fuera bilaotransformado,
antes de interactuar con los agentes antioxidantes. En este
trabajo se utilizo el tratamiento crénice para evitar una doble
manipulacidén de las larvas y comparar los efectos moduladores
de las vitaminas en ambos tipos de tratamientos.

La doble manipulacién de las 1larvas puede provocar una
‘inhibicién parcial del metabolismo, inducir una pronta pupacién
y alargar la metamorfésis, lo cual se puede manifestar en una
respuesta diferente y en una interpretacion incorrecta. '

Al comparar ambos tipos de tratamientos, se encontrdé cue
en la mezcla crdnica la respuesta fue mas consistente que en la
aguda~crénica, sin embargo la inhibicién o modulacisén del
efecto genotdxico inducido por la mitomicina € se pudo apreciar

para ambas vitaminas.

En el caso de la vitamina A se mostréd que modula 1la
aparicion de manchas pequenas Yy totales, en la mezcla
aguda-cronica. En el tratamiento cronice, la respuesta fue
mucho mayor, es decir, positiva tanto para manchas sencillas y
gemelas, la inhibicién para manchas chicas fue de la mitad, las
de las manchas chicas 7 veces y de las gemelas de 6 veces,
mientras que en el agudo-crénico en el caso de las manchas
chicas fue de la mitad al igual gque para manchas totales
{Tablas VI y VIII).
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Dichos resultados hacen pensar que el mecanismo de
accién fue a nivel intracelular (antimutageno), por medio de
una inhibicion del agente mutagenico inmediatamente despuds de
que fue metabolizado, gracias a que la vitamina A tiene
capacidad antioxidante, atrapande radicales y/o interactuando
con los grupos reactivos de los compuestos mutagénicos (Ong et
al. 1986 y Waters et al. 1990).

En el caso de la vitamina C, existe también una modulacidn
del efecto genotoxico de la MMC, para ambos tratamientos, sin
ser estadisticamente significativo para la mezcla aguda-crénica
{Tabla VII). Mientras que para la mezcla crénica, esta
modulacién si muestra un valor significativo desde el punto de
vista estadistico, tante para manchas simples (chicas vy
grandes), como para manchas gemelas (Tabla IX). La acciodn
moduladora de la vitamina C es mas eficiente en la mezcla
crénica que en la aguda-croénica, tal como se presentd para la
vitamina A . Esto puede deberse a que el tratamiento crénico
permite una mayo} exposicién temporal tanto a las vitaminas
como al promutdgeno, permitiendo que ambos sean metabolizados.

El producto metabdlico de la vitamina C es el ascorbata
que como es 230 veces mas eficiente en su capacidad
antioxidante gque la vitamina € (Sidney y Mirvish, 1986 y
Farias,1988).

Por lo anterior se concluye que el efecto modulador de las
vitaminas se puede deber a un mecanismo antimutagenico por sus
propiedades antioxidantes ya que pueden atrapar radicales
libres y/o interactuar con los grupos activos de la MMC (Kvale
et al. 1983, y Pastorino et al. 1991).

En las tablas X y XI, se resumen los resultados por
tratamiento con ambas vitaminas, las gue mostraron un efecto
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TABLA X. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA AL TRATAR A DROSOPHILA
MELANOGASTER MITOMICINA C Y SU MEZCLAS (AGUDA-CRONICA) CON VITAMINAS
A Y C EN SMART.

COHMP, # MANCHAS POR ALA (NUMERO DE MANCHAS)
[ ] ALAS DIAGNOSTICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL
. PEQUERA GRANDE MANCHAS
m=2.,0 m=5.0 m=5.0 m=2.0

MITOMICINA C
0.62 mM 77 1.03(79) 0.49(38) 0.10(08) 1.62(125)
VIT. C + MMC
100 ppm/0.62 mM

80 0.76(61) 0.37(30)" 0.10(08)" 1.24(99)"
VIT. A + MMC
100 ppm/0.62 mM

60 0.43¢26)" 0.33(20)° 0.07(04)" 0.83(50)"

& Diagnostico estadistico de acuerdoc a Frei y Wirgler (1988)
+ = Positivo; - = Negativo: ¢'=débil positivo; 1 =indeterminado;
m =factor de multiplicacién. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.05
(prueba estadistica de una cola)
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TABLA ~Xl. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA AL TRATAR A  DROSOPHILA
MELANOGASTER CON MITOMICINA C Y SU MEZCLAS (CRONICA) CON VITAMINA A

Y C EN SMART.
COMP. i# MANCHAS POR ALA (NUMERO DE MANCHAS)
[ ] ALAS i DIAGMOSTICO ESTADISTICO &
SENCILLA GEMELAS TOTAL
PEQUERA GRANDE MARCHAS
n=2.0 mn=5.0 m=5.0 m42.0

MITOMICINA C . ;
0.62 mM 160 1.24(199) 1.71(273) 6.59(95) 3.54(567)
VIT. C + MMC
100 ppm/0.62 mM
+ + + +
80 0.30(24) 0.08(06) 0.01(01) 0.39(31)
VIT. A + HMC
100 ppm/0.62 mM
+ + + +
60 0.68(41) 0.23(14) 0.10(06) 1.02(61)

& Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (1988)
+ = Positivo; - = Negativo; ¢'=débil positivo; i =indeterminado;
m =factor de multiplicacién. Nivel de probabilidad: alfa= beta=0.05
{prueba estadistica de una cola) .
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Discusisn
inhibidor de la genotoxicidad de la MMC. La vitamina A fue muy
consistente en ambos tratamientos, sin embargeo, el efecto de
inhibicién fue mas eficiente para 1la vitamina C en el
tratamiento crénico. Este resultado es similar al descrito por
Calle y Sullivan (1982) quienes administraron las vitaminas en
experimentos independientes sin el testigo positivo en la
prueba de reversioén de histidina en Salmonella typhimurium, .

El efecto modulador de las vitaminas fue diferente en
ambos tratamientos, siendo mas fuerte en el croénico para ambas

vitaminas.

El tratamiento crénico por lo tante puede ser recomendado
para valorar tanto mezclas complejas, como los efectos
moduladores inducides por agentes quimicos sobre mutagenos de
feferencia, asi mismo se corrobord la sensibilidad, el facil
manejo y la clara respuesta del sistema SMART
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CONCLUSIONES:

1.- Se propone a SMART como un modelo ideal para valorar el
efecto genotdxico de mezclas complejas

2.- Los tratamientos wutilizades en el presente trabajo
mostrarén respuestas = consistentes, sin embargo la mezcla
crénica mostré ser mas efectiva.

3.-Se mostréd una modulacidn de la actividad genotoxica de la
mitomicina ¢ (MMC), por las vitaminas A y C.

4.,-La vitamina A fue mas consistente en ambos tipos de
tratamientos, sin embargo la vitamina c inhibio
mas eficientemente la genotoxicidad inducida por la mitomicina
C (MMC) en el tra.tamient:o cronico.
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