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RESUMEN 

Dado que existen numerosos reportes en la literatura 

sobre la actividad antimutagénica de algunas vitaminas y 

provitaminas, en el presente trabajo se evaluó, mediante la 

prueba de mutaci6n y recombinación somática (SMART) en células 

de ala de Drosophila melanogaster, el efecto protector o 

antirnutAgenico de la vitamina E y de los ~-carotenos sobre la 

genotoxicidad de la mitomicina-c (MMC). 

Se trataron larvas transheterocigóticas mwh +/+ f lr 3 

de 72~4 horas de edad. Se realizaron dos tipos de exposición: 

1) tratamiento agudo ( 6 horas) con el mutágeno de referencia 

(MMC) y la administración posterior subcrónica de la vitamina E 

6 de los ~-carotenos y 2) tratamiento subcrónico con una mezcla 

del mutágeno de referencia y de cada una de las vitaminas. 

Se corrieron los testigo.s concurrentes respectivos 

tanto negativos con los disolventes empleados (Sacarosa al 5%, 

etanol al 5% y etanol-tween 3:1) como positivo con el mutágeno 

de referencia (MMC) • 

Las concentraciones utilizadas en ambos tipos de 

tratamientos fueron 100 pprn para cada vitamina y o.625 mM para 

el testigo positivo. 

se cuantificaron la cantidad y la frecuencia de 

manchas sencillas (chicas y grandes) y gemelas en cada uno de 

los lotes experimentales y testigos, encontrándose un efecto 

lnhibidor de las dos vitaminas sobre la genotoxicidad de la 

MMC, siendo más efectivos en esta inhibición los {3-curotenos 

que la vitamina E en los dos tipos de tratamiento. 

De igual manera el presente trabajo también demuestra 

la utilidad de la prueba de mutación y recombinación somática 

para los análisis genotóxicos de mezclas de compuestos qu1micos 

y en la detección de agentes anti1nutagénicos. 

ii 
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INTRODUCCION 

A partir de la década de los 60's en que comenzaron 

los es"t.-..idios sobre los efectos de mutágenos quimicos se ha 

mostraC~, en diferentes organismos experimentales, que existen 

numerosos agentes quimicos en el ambiente que poseen una 

potente actividad mutagénica, los cuales se encuentran entre 

laG s'...:.stancias empleadas como aditivos de alimentos, 

cosméti=os, medicamentos, pesticidas incluso entre los 

contami~antes ambientales (De Serres, 1979). 

La presencia de estos compuestos en el medio es 

importa~te por el riesgo genético que representan, puesto que 

el daño que se le puede ocasionar a un individuo a través de la 

inducción de mutaciones génicas y aberraciones cromos6micas en 

las cé!.ulas somáticas podria causar el desarrollo de cáncer 

{Fig.1) 'Loprieno, 1980; De Flora y Ramel, 1988) o bien mediante 

la producción de mutaciones génicas y aberraciones cromos6micas 

en células germinal.es, afectar a las futuras generaciones ya 

que se producen alteraciones heredables {Loprieno, 1980) 

(Fig.2) 

Un aspecto de mayor preocupación en cuanto a la 

exposición humana a estos agentes es la alta correlación que se 
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ha encontrado entre la actividad mutagénica y la carcinogénica 

(Ames·e.,t Al· 1973; Ames, 1979; De Serres, 1979; Maron y Ames, 

1983). 

La producción da daño genético cm células somáticas 

(carcinogénesis) o en células germinales (mutagénesis) está 

determinada por muchos factores, a saber:(Fig.3) 

- Ruta de administración, forma de aplicación, tasa 

de adsorción, distribución y eliminación. 

- Biotransformación 

desactivación). 

(activación metabólica y 

- El tipo de interacción con al ADN (radicales 

libres, intercalación electrof llica) . 

- Tasa de reacción con el ADN y otras biomoléculas. 

- Tipo y distribución de aductos del ADN. 

- Participación de daf'io secundario al ADN 

(ligamientos cruzados, sitios apur!nicos), 

- Reparación del ADN (sujeta a error, libre de error 

o falta de reparación) . 

- Tasa de división celular. 

- Expresión del daño genético. 

- Tiempo transcurrido entre el tratamiento y el 

efecto genético. 

Estos procesos están influidos por una variedad de 

parámetros quimicos tales como: 

- Lipofilicidad. 

- Factores estéricos. 



-3-

- Interacción con enzimas. 

- Reactividad absoluta y relativa. 

- Actividad óptica. 

- Mono o rnultifuncionalidad. (Zijlstra, 1987; Waters 

tl ll· 1990). 

También se ha reportado que la dieta humana contiene 

gran variedad de rnutágenos y carcin6genos naturales, de los 

cuales algunos pueden actuar mediante la gencruci6n de 

radicales libres, pudiendo funcionar como iniciadores endógenos 

de procesos degenerativos tales como daño al ADN, mutación y 

promoción, los cuales están relacionados con el cáncer, las 

enfermedades del corazón y el envejecimiento (Ames, 1963; Carr, 

1985) . 

Debido a la alta incidencia de cáncer, la 

investigación acerca de los agentes que puedan combatirlo se ha 

ido incromcntando, de modo que en la actualidad se utilizan 

una gran variedad de sustancias en la quimioterapia del cáncer, 

incluyéndose entre ellas antimutágenos y ilnticarcinógenos 

naturales (Ames, 19SJ; carr, 1985). 

Entre los diferentes tipos de agentes antitumorales 

se encuentran: 

a) Agentes alquilantes.- La mayoría de los agentes 

alquilantes efectivos son bi o tri funcionales. Estos agentes 

tienen la capacidad de actuar a temperatura corporal y en 

condiciones acuosas neutrales, su forma de acci.ón es mediante 

su interacción con la información genética de la célula, es 
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decir alquilan el AON. La actividad biológica de los grupos 

alquil"antes está determinada tanto por su reactividad qui.mica 

como por la naturaleza de la estructura transportadora 

(aminoácidos, péptidos, carbohidratos, esteroides y compuestos 

heteroc1clicos) (Stock, 1970 ¡ Hellman, 1972; Kupchan, 197 4; 

Sainsbury, 1979; Ames, 1983; Carr, 1985). 

Dentro de este grupo se encuentran compuestos que 

reaccionan directa.mente una vez introducidos en el cuerpo o 

bien aquellos que son inicialmente inactivos, pero que son 

activados de manera selectiva dentro del tumor (Stock, 1970,· 

Pratt y Ruddon, 1979). 

b) Antimetabolitos. - Son compuestos que poseen una 

estructura molecular semejante a los metabolitos de la célula 

pero que interfieren con las funciones de los propios 

metabolitos (Stock, 1970). 

e) Hormonas.- Se ha descrito que tumores que surgen 

en tejidos normalmente susceptibles al ambiente hormonal 

tienden a responder al tratamiento con hormonas, principalmente 

en estadios tempranos del desarrollo tumoral. Los principales 

ejemplos son cáncer de mama, endometrio y cáncer de próstata 

(Stock, 1970) • 

d) Enzimas.- En 1953 se reportó que el suero de cuyos 

causa la regresión o inhibición de ciertos tipos de linfomas de 

rata y ratón. El material activo fue la L-asparaginasa. En la 

actualidad ésta enzima es producida en gran escala a partir de 

fuentes bacterianas y es útil en el tratamiento cl1nico de la 
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leucemia aguda. su actividad aparentemente se debe a la 

destrucción de la asparagina. Los experimentos con animales de 

laboratorio han demostrado que es poco tóxica, selectiva e 

inocua, aunque también se ha observado resistencia a la 

enzima (Stock, 1970; Hellman, 1972; Pratt y Ruddon, 1979). 

e) Antibióticos.- Los antibióticos antitumoralcs 

difieren de los utilizados contra las bacterias en que los 

primeros son marcadamente tóxicos para las células de 

mamiferos. Generalmente actúan en un punto espócifico del ciclo 

celular (metafase) , aunque muestran múltiples efectos 

bioqulcicos, los cuales incluyen la interferencia con la 

síntesis de ADN y ARN (Stock, 1970; Pratt y Ruddon, 1979). 

f) Productos extraidos de plantas. - Se ha demostrado 

que las fracciones de alcaloides extraidas del mirto (Vinca 

rosea), tienen propiedades antileucémicas en el ratón (Pratt y 

Ruddon, 1979). 

Actualmente la vlnblastina y la vincristina juegan 

un papel importante en el tratamiento de leucemias, linfomas, 

cáncer de mama y melanoma maligno (Carter y Livingston, 1976) • 

La inducci6n de tumores por compuestos quimicos en 

animales se considera un proceso de pasos múltiples y que 

requiere del fnctor tiempo para manifestarse. 

Muchos de los carcin6genos que han sido probados se 

modifican quimicamente por el tejido para adquirir una forma 

ieac'tiva (activación metabólica), antes de que puedan ejercer 

su carcinogenicidad. Especialmente los compuestos lipofilicos 
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son extensamente metabolizados a través de enzimas oxidantes 

que ihtroducen grupos hidroxilo en la molécula, ya sea mediante 

inserción directa de un átomo de oxigeno en un enlace C-H ó a 

través de epoxidaci6n de un enlace insaturado seguido por 

hidrólisis espontánea enzimática. La oxidación de esos 

compuestos da como resultado metabolitos con una mayor 

solubilidad en agua con lo cual se hace más fácil su excreción 

(Fi.g.4), sin embargo los productos lipof1licos tienden a 

acumularse en el cuerpo en tejidos ricos en grasas. 

Esa activación metabólica puede requerir varios pasos 

y provocar un producto elcctrof1lico q_ue se une covalentemcnte 

con macromolécula~ criticas como el ADN. 

Después de un tiempo variable la célula alterada 

expresa nuevas características fenotípicas que resultan en un 

patrón de crecimiento diferente, los eventos bioquímicos 

mediante los cuales ésto sucede son desconocidos, sin embargo 

las interacciones de una cálula con un carcinógeno pueden estar 

influidas en principio, por una variedad de factores 

nutricionales. 

Las oxidasas microsómicas de función mezclada 

constituyen un sistema que posee much~s de las enzimas capaces 

de activar carcinógenos a su forma reactiva. Este sistema 

enzimático está localizado en el retículo endoplásmico de la 

célula y convierte frecuentemente a los carcinógenos 

lipofilicos en compuestos más hidrof llicos con lo cual pueden 

entonces entrar a sistemas acuosos de reacción (Zijlstra, 1987) 
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(Fig.5). 

El tipo de dieta puede influir en la ocurrencia, 

dosis y exposición a carcin6genos (Hayatsu gj; ª1· 1988), por lo 

que los constituyentes de la misma pueden modular la actividad 

de enzimas activadas por carcinógenos (Carr, 1985). 

Los seres humanos poseen varios mecanismos de 

defensa p~ra protegerse contra mutágenos, carcinógenos y otras 

sustancias tóxicas, entre ellos se encuentran: 

1) Eliminación sin cambios (aire expirado, orina, 

hocen, sudoración, vómito, uñas, pelo y leche). 

2) Modificación de la estructura haciéndola m6.s 

soluble en agua para facllitar la excreción por via urinaria. 

3) cambio de la estructura para su desintoxicación. 

1) Descamación de las capas superficiales de la piel, 

estómago, córnea, intestinos y colon (Norton, 1975). 

Entre las defensas más importantes están aquellas 

contra radicales oxigeno y peroxidación de los lípidos (Fig.6)> 

que son los mayores contribuyentes de daño al ADN. Las fuentes 

endógenas principales de radicales oxigeno son los peróxidos y 

los superóxídos generados como producto del metabolismo. 

En la "';tualidad se está expuesto a oxidantes tanto 

de origen endógeno como exógeno, los que contribuyen al 

desarrollo o exacerbación de muchas de las enfermedades que 

aquejan a los seres humanos y que están asociadas con el 

e:nvc)ccimicnto, incluyendo cáncer, ataques al corazón, 

artritis, frar..:tura5 oseas y cataratas (Cerrutti et ª1.· 1983; 
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Cerrutti, 1985; Frei g!; 5!!· 1988). 

Las fuentes endógenas de este tipo de compuestos 

incluyen la· respiración mitoc6ndrica, enzimas tales como 

lipoxigenasas y oxidasa xantina y el sistema NADHP 

oxidasa/mieloperoxidasa de los fagocitos (Frci Qt. .al. 1989). 

Algunas fuentes exógenas de oxidantes son los constituyentes de 

la dieta, la radiación u.v., los gases radioactivos y los 

contaminantes ambientales, como el humo de los vehiculos 

automotores y el del cigarro (Ames, 1983). 

El plasma humano está dotado de una variedad de 

mecanismos antioxidantes de defensa, entre ello~ se encuentran: 

varias moléculas pequeñas algunas de las cuales son productos 

del metabolismo como la bilirrubina y los uratos (DeLa.nge y 

Glazer, 1969), albúmina, ascorbato, y a-tocoferol, se ha 

sugerido asi mismo que los grupos sulfhidrilo de las protelnas 

contribuyen significativamente a la capacidad antioxidante del 

plasma (Wayner g_t ft.].. 1987), aunque su oxidación podria causar 

daño oxidante dependiendo de la protelna afectada. La 

transferrina y la ceruloplasmina son consideradas también 

antioxidantes porque atrapan metales de transición evitando que 

éstos participen en reacciones de radicales libres. 

Muchas enzimas protegen a las células del dafio 

oxidante entre otras la superóxido desmutasa extracelular, la 

glutati6n peroxidasa dependiente del selenio, la diaforasa D.T. 

y la glutati6n transferasa (Ames, 1983; Karlsson y Marklund, 

1987; Maddipati y Marnett, 1987). 
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Además la incorporación dentro de la dieta de 

antioxidantes naturales es un aspecto importante que favorece 

los mecanismos de defensa del cuerpo contra los agentes 

oxidantes sean naturales o no. Varios de ellos están oiendo 

identificados como antimutágenos y anticarcinógcnos (Ames, 

1983; De Flora y Ramel, 1988) (Fig.7 y tabla 1) 

El término antirnutágeno se utilizó originalmente para 

describir aquellos agentes que reducen la frecuencia o la tasa ,_ 

de mutaciones inducidas o espontáneas, independientemente de 

los me1:anismos involucrados (Novick y Szilard, 1952). 

Los mecanismos de inhibición de la mutagénesis y de 

la carcinogénesis son muy vari<.1dos y dependen de la etapa en 

que intervienen durante el proceso rnutagénico y carcinogénico, 

de los patrones de modulación, de las estrategias de defensa 

del huesped y que incluyen aquellos que actúan 

extracclularmente (Ramel, 1986) también llamados por Kada tl 

a.J... (1982) desrnutágenos y cuya actividad se puede encontrar a 

diferentes niveles, a saber: 

- Inhibiendo la entrada de los mutágenos o de sus 

precursores. 

- Inhibiendo la formación endógena de mutágenos 

- Desactivando mutágenos. 

Hasta los que pueden actuar intracelularmente 

(Ramal, 1986). siendo éstos los antimutágcnos 

bioantimutágenos (Kada g!;, ª1· 1982) cuyos mecanismos pueden ser 

los siguientes: 
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- Modulando el metabolismo. 

- Bloqueando moléculas reactivas. 

- Modulando la replicación del ADN o la reparación. 

E incluso actuando sobre células neoplásicas 

iniciadas llamados entonces agentes supresores (Wattenberg, 

1981), cuya acción puede ser mediante: 

- Modulación de la promoción tumoral. 

- Modulación de la progresión tumoral. 

Sin embargo es necesario mencionar que existen 

antimutágenos y anticarcinógenos que actüan a través de 

mecanismos múltiples, abarcando un amplio rango de niveles de 

intervención (De Flora y Ramel, 1988). 

Entre los diferentes antimutágenos y anticarcinógenos 

se han reportado a las vitaminas A,C,D y E, as1 como a los. 

¡3-carotenos (Lai ~ ª1· 1980¡ Ames, 1983; Carr, 1985; Ong g_t 

ª1.- 1986; De Flora y Ramel, 1988; ong gí.·ª1.· 1989). 

Asimismo las vitaminas A y E y los retinoides son 

clasificados como agentes supresores de cáncer (De Flora y 

Ramel, 1988}. 

El término vitamina es aplicado a un grupo de 

sustancias orgánicas que participan en cantidad muy pequena en 

las funciones normales de las células, las cuales no puaden ser 

sintetizadas por algunos organismos y por ello deben obtenerlas 

de la dieta {Lcghninger, 1985) por lo cual se han llamado 

factores alimenticios accesorios (Devore y Muñoz-Mena, 1974). 

Algunas se encuentran como provitaminas inactivas, 
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que el organismo transforma a través del metabolismo en la 

vitamina activa correspondiente. 

Las vitaminas se dividen en dos clases: hidrosolubles 

y liposolubles. Las hidrosolubles son entre otras 81, 82, ácido 

nicotínico, ácido pantoténico, 86, biotina, ácido fólico, 812, 

y la e, casi todas tienen función de coenzimas. 

A las liposolubles pertenecen las vitaminas A,D,E y K, sus 

funciones bioqu1micas no son bien conocidas. 

La vitamina E se forma biológico.mente a partir de 

unidades de isopreno, está constituida por lo menos por trc-s 

tipos, los a, ~ y 7 tocoferoles, de los cuales el más 

importante es el a-tocoferol que es un fenal altamente 

lipof1lico (Fig.8) y que se oxida rapidamente a a-tocoquinona y 

a tocofcronolactona (Mirvirsh, 1986) (Fig.9). Los tocoferoles se 

encuentran en los aceites vegetales y son especialmente 

abundantes en el gérmen de trigo, n1a1z, aceites de algodó:i y 

palma, en las hojas de lechuga, espinacas, berros y en la yema 

de huevo, su biosintcsis se muestra en la figura 10. 

La concentración diaria recomendada por el Consejo de 

Alimentos y Nutrición de la Academia Nacional de Ciencias de 

EUA es de B mg de a-tocoferol para mujeres y de 10 mg para 

hombres (Bieri g.!; EJ., 1983). 

La absorción en humanos depende de su capacidad para 

digerir y absorber a las grasas por lo cual la bilis es 

esencial para su absorción (Gallo-Torres, 1970). 

Los tocofaroles esterificados son hidrolizados en el 
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intestino y únicamente los tocoferoles libres aparecen en la 

linfa ( B lomstrand y Forsgren, 1968). El tocoferol es 

transportado a la circulación por quilornicrones en donde 

rápidamente se equilibra con lipoprotelnas del pl.Jsma, 

principalmente aquellas de baja densidad. El tocoferol 

circulant~ se acumula lentamente en los tejido!:; y aunque no 

existe un órgano de depositación de la vitamina E, en término~ 

de cantidades absolutas, el tejido adiposo, el hlgado y el 

músculo contienen la mayor parte (Bieri ~ ª1· 1983} . 

La deficiencia en tocoferol provoca varios trastornos 

entre el los la degeneración del hlgado y alteraciones en las 

funciones de las membranas, en ratas produce esterilidad, 

necrosis hepática, distrofia muscular y fragilidad eritrocltica 

(Bieri gt ª1.. 1983; Mirvish y Laughlin, 1986). 

La acción bioquímica de la vitamina E es básicamente 

antioxidante, purticipa muy activamente en la prevención de 

ataques destructivos del oxigeno sobre los lipidos de las 

membranas celulares (Devore y Muñoz-Mena, 1974; Summerfield y 

Tappel, 1 9 84; Leghninger, 1985; Lieber et ª1· 1986; Dean y 

Cheeseman, 1987) !'<e considera que la vitamina E es la 

principal atrapadora de radicales libres y peróxidos lipidicos 

de las membranas, por ello ha sido usada clínicamente para 

tratar una gran variedad de enfermedades relacionadas con la 

oxidación (Mirvish, 1986). 

La vitamina E disminuye tanto el daño cardiaco como 

la carcinogenicidad de l~s quinonas, de la adriamicina y de la 
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daunomicina que al parecer es provocado por la generación de 

radicales libres (Ames, 1983; Bieri Q.t .aJ..1983). También inhibe 

la agregación de plaquetas in 1ritro (Steiner y Anastasi, 1976}. 

Corrigan (1982) reporta que concentraciones altas de vitamina E 

pueden reducir la absorción intestinal de las vitaminas A y K; 

el a:-tocoferol tiene un efecto antagónico sobre la función de 

la vitamina K el cual se da sobre la formación de protrombina. 

La vitamina E ha sido efectiva en la reducción de 

aberraciones cror.1os6micas inducidas en plantas y animales por 

cromo y por radiación ionizante (Alekperov, 1976; Alekperov y 

Akhundova, 1974; Gebbhart ~ iLl,. 1985; Borek g_!:. e.J... 1986) y en 

cultivos celulares de rnamiferos que fueron tratados con 

dimetilbenzatraceno (Shamburger g.t ª1.- 1973) y con cromo 

(Sugiyama g.!: ª1- 1989, 1991), as1 como en la disminución de las 

mutaciones inducidas en el locus HGPRT (Sugiyama g.t eJ... 1991). 

Estudios con animales de laboratorio han mostrado que 

dosis por arriba de la usual rafuerza la protección contra 

varios agentes quimicos tóxicos, incluyendo metales como la 

plata, el mercurio y el plomo (Horwitt y Masen, 1972) o 

compuestos hepatot6xicos como el totracloruro de carbono, el 

benceno, el cresol y algunas drogas (Plaa y Witschi, 1976). 

En Salmonella el tratamiento con tocoferol reduce la 

frecuencia de mutaciones por corrimiento del marco de lectura, 

adiciones y de lec iones, inducidas por malonaldehido y 

~-propiolactona (Shamburger gj; nJ.. 1979) 

En Drosophila melanogaster se ha observado la 
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reducción drástica de letales recesivos ligados al sexo, al 

tratar a hembras con medio al que se le ha añadido tocoferol 

(Beckman g.t ~· 1982). 

Fonck y Konings (1978) sugieren un posible papel de 

la vitamina E en los procesos de reparación del ADN además de 

su efecto antioxidante. 

También 

anticlastogénica 

se ha reportado que tiene acción 

en cultivos de linfocitos humanos tratados 

con trcnirnon y ciclofosfamida (Shamburger gJ; .ª-.!.. 1973; 

Alekperov, 1976; smalls y Pettersen, 1982; Gebhart g!;. ª-1· 1985) 

y en células de mamifero inhibe significativamente algunos 

tipos de aberraciones cromosómicas inducidas por sulfuro de 

niquel (Lin gj;_ ª-1,.. 1991). 

Haber y Wissler (1962) describen la inhibición do la 

actividad carcinogénica del metilcolantreno en ratones trat~dos 

con a-tocoferol, también ha mostrado ser un fuerte 

inhibidor de las reacciones de nitrosación por lo cual puede 

afectar directamente la carcinogenicidad de compuestos 

N-nitrosos ya preformados e incluso puede alterar la formación 

de los mismos y de otros carcinógenos como los hidrocarburos 

aromAticos policiclicos (Mirvish, 1975, 1986}. 

De igual manera se han reportado efectos protectores 

contra el daño provocado por radiación y contra la 

mutagenicidad y la carcinogenicidad inducida por la 

dimetilhidrazina (Ames, 1983). 

Ip (1985) encuentra que la vitamina E cuando se 
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administra simultáneamente con selenio es anticarcinogénica. El 

efecto primario de dicha vitamina sobre la carcinogénesis puede 

ser una consecuencia de su acción a nivel de la promoción, 

notándose además efectos aditivos cuando se emplea vitamina E, 

glutatión y trióxido sódico de selenio (Na2SeOJ) (Perchellet g.t. 

i!.J.. 1985, 1987). 

Los fl-carotenos son compuestos t1~rpénicos de origen 

vegetal, formados por moléculas de isopreno, son básicamente 

tetraterpenos isómeros del licopeno (Fig.11). 

Son sustancias pigmentadas muy probablemente debido a 

los dobles enlaces conjugados q'.1e contienen, se han encontrado 

en hojas de vegetales verdes, en la zanahoria, en flores y 

frutos rojos ~· amarillos, en la leche y en el suero sanguíneo 

(Devore y Muñoz-Mena, 1974; Raj y Katz, 1985). 

Los carotenoides son sintetizados en plantas y 

microorganismos· a partir de acetil-coenzima-A por una serle 

de reacciones d~? condensación bien definidas (Spurgeon y 

Porter, 1983), corno se muestra en las figuras 12 y 13. 

El ~-caroteno es una provitamina que se oxida 

principalmente en el intestino y en menor medida en el higado, 

dando origen a la vitamina A (Peto fil tl. 1981). 

Glovcr ( 1960) indica que pueden ocurrir dos 

reacciones oxidantes, una en el doble enlace central 15, 15' 

(división central) y la otra en 1 6 más de los otros dobles 

enlaces (división excé.ntrica), de 6:stas dos posibles v1as la 

más acepta:dll es la de la división central, la cual dá corno 
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resultado dos moléculas de retinal, la enzima que lleva a cabo 

dicha reacción es la p-carotenoide 15,15' dioxigenasa (Figs.14 

y 15). 

La rnayor1a de los carotenoides ingeridos por ~os rnam1feros 

no son precursores de vitamina A (Allen, 1989). Se ha 

demostrado que varios factores afectan el metabolismo y la 

excreción de los p-carotenos, por ejemplo: la diabetes, 

enfermedades de la tiroides y la anorexia nerviosa. 

La organización Mundial de la Salud, recomienda que 

la ingesta diaria de ~-carotenos para un adulto de 70 kg debe 

ser de 350 mg/dia, la deficiencia de éstos puede cauoar 

xerolftalmia, queratornalacia y ceguera (Peto gt ª1,. 1981). 

Los {3-carotenos son antioxidantes y representan un 

factor importante en la protección de la grasa corporal y de 

los 11pidos de la membrana contra la oxidación. Los 

carotenoides son atrapadores de radicales libres y efici~ntes 

represores de oxigeno molecular, que es una forma muy reactiva 

de oxigeno, el cual es mutagénico y particularmente eficaz para 

producir peroxidación de los llpidos (Parcker et ª-.l. 1981; Peto 

fil;. Al· 1981; Krinsky y Deneke, 1982; Ames, 1983; Burton e 

Ingold, 1984). 

Los carotenoides pueden clasificarse en 4 tipos de 

acuerdo con su acción biológica 

l. Activos biológica y nutricionalmente (B-carotenos). 

2. Activos biológicamente, pero nutricionalmente 

inactivos, por lo menos en mamlferos (cantaxantina)~ 
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J. Biológicamente inactivos pero nutricionalmente 

activos (~-apo-14' carotenal). 

4. Inactivos biológica y nutricionalmente (fitoeno) · 

(Allen, l9B9). 

El plasma humano contiene una mezcla compleja de 

carotenoides estructuralmente diversos, entre ellos: 

~-caroteno, ~-carotenos, licopeno, criptoxantina y lute1na, 

encontrándose una variabilidad interindividual significativa en 

las concentraciones de éstos (Klliui y Bauernfeind, l9Bl), los 

cuales además parecen ser transportados er el plasma humano 

exclusivamente por lipoprote1nas, principalmente de baja 

densidad. 

En cuanto a los sitios cuantitativamente más 

importantes de depósito de carotenoides en el ser humano están 

el tejido adi¡Joso y el h1gado, siendo éstos los mismos que se 

encuentran en el plasma e incluyen: lute1na, criptoxantina, 

zeinoxantina, licopeno, a.-caroteno, B-caroteno y ó 

carotenoides polares no identificados (Allen, 1989). 

Mathews-Roth (1975 y 1982) reporta la presencia de 

carotenoides en las membranas de eritrocitos y leucocitos. Los 

(l-carotenos pueden reforzar la respuesta· inmune en animales 

tratndos tanto in vivo como in vitro (Bendich, 1989). 

Entre las plantas, los carotenos parecen ser la 

defensa principu l contra el oxigeno molecular que se genera 

como producto de la interacción entre la luz y la clorofila 

(l'eto !l-1< 1!l· 1931). 
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Los carotenoides han mostrado ser anticarcin6genos en 

ratas y ratones y pueden serlo en los seres humanos, ya que han 

sido utilizados en el tratamiento de algunas enfermedades 

genéticas, tales como las porfirias en las que existe una 

marcada fotosensibilidad debida a la formación de oxigeno 

molecular (Ames, 1983). 

Estudios epidemiológicos han demostrado que la 

ingesta diaria de vitamina A, incluyendo /3-carotenos está 

asociada con una disminución del riesgo de presentar cáncer en 

humanos (Hirayama, 1979; Mettlin ~ ª-1,. 1979; Peto g_t. ª1· 1981; 

Shekelle fil; fil. 1981; Kvale tl i!.!.· 1983; Stich fil fil. 1985). 

Asi mismo se ha mostrado que bajos niveles de /3-carotenos en el 

suero o en el plasma están asociados con el desarrollo de 

cáncer de pulmón; relaciones de éste tipo se han descrito 

también para cáncer de estómago y de mama aunque no en forma 

tan concluyente como para el cáncer de pulmón (Ziegler, 19~9) 

se ha reportado actividad anti tumoral en ratones y 

ratas (Epstein, 1977; SantaMaria ~ ª1· 1981; Mathews-Roth, 

1982; Mathews-Roth y l<rinsky, 1985; Mancharan y Bannerjee, 

1985). 

Stich fil;; tl• (1984, 1985) muestran la disminución 

significativa de micronúcleos, en individuos mascadores de 

tabaco a los que se les administra en su dieta {3-caroteno 

durante nueve semanas. 

También se ha mencionado la actividad inhibidora del 

{l-caroteno sobre rompimientos cromosómicos inducidos por 
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benzo (a) pireno y mitomicina-C en médula 6sea de ratón (Raj y 

Katz, 1985) ,y la reducción de intercambios de cromiitidas 

hermanas en células de ovario de criceto sujetas a especies 

activas de oxigeno (Weitberg ~ ª1,. 1985). 

En animales de laboratorio, Alam y Alam (1987) 

encontraron una disminución en el número de tumores de 

glándulas salivales inducido por dimetil benzatraceno y Temple 

y Basu {1987) demuestran la protección de los ~-carotenos 

contra la inducción de cáncer de colon por agentes qulrnicos. 

Se ha sugerido que los efectos de los Jl-carotenos 

sobre la carcinogénesis, pueden ser mediante la interferencia 

en la fase de promoción del cáncer (Krinsky, 1989) ya que con 

frecuencia prolonga el periodo de latencia (Dorogokupla g!: -ª..!. 

1973; Rieder fil; il· 1983). Peto g.!; sl. (1981) proponen sin 

embargo, que el efecto protector se produce sobre los últimos 

estados de la progresión neoplásica y en el proceso final del 

crecimiento tumoral. 

Entre los agentes antitumorales ya se han mencionado 

a los antibióticos, uno de ellos es la mitomicina-c, aislada de 

Strcptomyces caesipi tosus que se emplea frecuentemente en la 

quimioterapia 

Las mito1nicinas son sustancias básicas coloreadas que 

forman placas o cristales en aguja de color rojo-violeta. 

Este tlpo de antibiótico representa el primer ejemplo 

de la formación por un sistema microbiano· de un grupo 

azJ.ridina, el sh;tema de anillos indol-pirrol (1,2,« ) , una 
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aminobenzoquinona y una pirrolizina. El núcleo comtln de la 

mitomicina es llamado mitozano, la mitomicina-c se emplea en el 

tratamiento de adenocarcinomas de estómago, pancreas, pulmones, 

cuello uterino, de la leucemia micloide crónica y en la 

enfermedad de Hodking, as1 como profiláctico después de la 

cirug1a o de la irradiación de sarcomas, epiteliomas y 

carcinomas de origenes variados (Adler, 1981; Salmen y 

Sartorelli, 1990). Se usa como testigo positivo en muchas 

pruebas tales como las bacterianas y los cultivos celulares de 

linfocitos, fibroblastos, etc en donde actúa como agente 

alquilantc monofuncional. 

La mitomicina-c (MMC) requiere ser activada antes de 

que pueda funcionar como agente alquilante bifuncional 

(cross-linker) (Adler, 1981}. El proceso de activación es 

mediado por la enzima citocromo e- reductasa-NADPH, se reduce a 

su derivado hidroquinona por una de las enzimas 

pertenecientes al grupo de quinonas reductasas (diaforasas) , 

esto facilita una protonaci6n del nitrógeno aziridina 

promoviendo la alquilación intracelular de centros 

nucleofilicos (Fig.16), el proceso de activación puede ser 

revertido por 02 (Pan gl:: ª-1· 1984; Keyes et al· 1984¡ Marshall 

y Rauth, 1986}. 

La mitomicina-c es soluble en agua e inestable en 

condiciones ligeramente ácidas. La molécula activada de MMC 

inhibe la síntesis de ADN en organismos susceptibles y conduce 

a rompimiento extenso del ADN in vitro. A niveles ~ltos de MMC 
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se suprime la s!ntcsis del ARN y de las proteinas. La MfofC actúa 

como un agente alquilante mono o bifuncional, produciendo 

ligamientos 6 enlaces cruzados DNA-DNA 6 DNA-proteinas o 

uniéndose a una base sencilla del ADN por alquilaci6n del 0 6 de 

la guanina, también se pueden producir monoaductos en el AON, 

proteínas alquiladas y especies citot6xicas de oxigeno. Se ha 

visto que la toxicidad de la MMC se incrementa en las células 

hip6xicas in vitro (Kennedy fil; il· l9BO¡ Man:;hall y Rauth, 

1986) (Fig.17). 

En E, coli cepa K-12 tratada con MMC el ADN que ha 

sido ligado de manera cruzada o alquilado monofuncionalmente es 

reparado por un proceso que involucra la escisión de los 

residuos alquilados de guanina, proceso que está bajo el 

control de los genes uvr (Schewe g!; ª'1· 1971). 

Los efectos de la MMC han sido evaluados en 

diferentes sjstcmas de prueba (Mayer y Flam, 1975), a saber: 

- En bacterias produce mutaciones génicas. 

- En hongos provoca no disyunción, pérdida 

cromos6mica, r:ecombinación mitótica y conversión génica. 

- En plantas induce aberraciones cromosómicas, no 

disyunción y pérdida cromosómica. 

- En células de mam1fero y en mamlferos completos_ 

provoca muerte celular, mutaciones génicas, aberraciones 

cromosómicas c. intercambio ·-de crom&tidas hermanas. 

Los efectos de la MMC han sido extensamente 

estudiados en nrnbon sexos de Droaophila, can las hembras produce 
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mutaciones letales recesivas ligadas _al sexo en ovocitos 

inmaduros y ovogonias, pérdida del cromosoma X, as! como varios 

tipos de intercambios entre cromosomas no homólogos. 

En machos tratados, se han report;:ido mutaciones 

letales reccsivas ligadas al sexo en todos los estadios de la 

espermatogénesis 

espcrmatogonias. No 

intercambios en esperma tecitos y 

induce "recombinación" en regiones 

centroméricas de esperrnatogonias pero si tiene éste efecto en 

las células en división rnitótica (Vogel .§.t. ª-.J., 1981). 

También se ha estudiado el efecto de la MMC sobre 

células somáticas (ala) de Drosophila, con resultados positivos 

(Graf tl ª-.l. 1984). 

Por todo ello, la MMC ha sido empleada como un 

mutágeno modelo o de referencia. 

Drosophila melanoga5ter ofrece numerosas ventajas, 

que la hacen el sistema de prueba animal más rápido, versá_til y 

eficiente (Zimmering, 1975), entre ellas están que el 

eucarionte mejor conocido desde el punto de vista genético, su 

mantenimiento es relativamente económico, se pueden obtener 

poblaciones grandes en espacio& reducidos, su ciclo de vida es 

corto (10 d1as, figura 18), posee activación metabólica gracias 

a la presencia de un paquete enzimático en el retículo 

endoplásmico muy semejante a la fracción microsómica S-9 del 

h1gado de mamíferos, la cual es capaz de activar o degradar 

promutágenos (Zimmering, 1975; Vogel y Sobels, 1976; Baars g.t: 

ª1_. 1980; Zijlstra, 1984). Los compuestos se pueden administrar 
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por diferentes rutas de exposición, además de que permite la 

detección de virtualmente todos los eventos genéticos 

inducidos: 

- Sustitución de pares de bases en el ADN. 

- Mutaciones 

deletéreos. 

génicas o puntunles con efectos 

DeltH.~ciones pequeñus que ser<in transmitidas como 

amorfas. 

- Ouplicucion~s pequeñas qua ger1eran inestabilidad 

durante la replicación. 

- Rean:eg.los cromosómicos 

invers:~nes y translocaciones. 

- No disyunción. 

gruesos tales como 

- Recoli'.binación en las células germinales y en las 

somáticas. 

- Ti;an~;p0sici6n de elementos cromosómicos insercio

nales (genes saltarines}. 

Estos ev0.r1tos genéticos pueden ser detectados en el 

tejido gomldal, donde dan lugar a progenie mutada o cm células 

som.'iticas donde pcoducen clones alterados que aparecen como 

mosaicos celul~r~s (Zijlstra, 1987). 

En lu actualidad ~e han irnple:ncntado un gran número 

de sistemas de cr•1za con marcadores genéticos upropiados, entre 

los cuales se encu<?ntran la prueba de mutación y recombinoción 

somática (SMAR'f) q:ue tiene valores más altos de sensibilidad 

(0.75-0.78) y 1~~:pcr::ificidad {0.83-0.86) que la de letales 
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recesivos ligados al sexo (SLRLT) (0.33-0.79 y 

O. so-o. 73, respectivamente) cuando se eval11an compuestos de 

grupos que no son agentes alquilantes {Vogel, 1987; Graf y 

WUrgler, l9DB; Vogel y szakmary, 1990). Mediante esta prueba se 

han obtenido resultados ~ositivos de mutágenos que abarcan gran 

variedad de clases qulmicas no relacionadas, incluyendo un gran 

número de prornutágcnos (WUrgler y Vogel, 1986) . 

Los ensayos de mutación y recombinación somática se 

basan en la generación de moscas con un genotipo tal que un 

evento mutagénico en una célula somática, conduce a un cambio 

genot!pico que se manifiesta fenot!picamcnte en todas las 

células que se derivan de la célula madre mutante, lo 

que conduce a la formación de un clOn (Vogel y szakmary, 1990}. 

Auerbach (1945) y Becker (1966) ya hablan detectado 

la aparición de mosaicos o manchas (clones} en la cutícula de 

los adu 1 tos, al exponer larvas heterocigóticas para 

marcadores fenotípicos a diferentes mutágenos (Becker, 1975, 

1976). Basados en tales observaciones, Mollet y wUrgler (1974) 

sugieren el uso de células somáticas de Drosophila para probar 

mutágenos. En individuos hctcrocigotos par.a mutaciones 

marcadoras visibles, ciertos eventos genéticos pueden conducir 

a la pérdida del alelo silvestre opuesto a la mutación 

marcadora, con la subsecuente expresión del alelo marcador 

recesivo en las células resultantes que formarán por divisiones 

celulares sucesivas un clan, la pérdida del alelo dominante 

puede ocurrir por diversos mecanismos~ mutación, c;lelecci6n o 
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recombinación mitótica (Graf §.t. ª1· 1983). 

En las larvas se presentan dos tipos de 1 inaj es 

celulares diferentes: 1) las células larvarias qua están 

determinadas genéticamente y que formarán el cuerpo de la 

larva, éstas células únicamente crecen en tamaño pues su 

capacidad de división se ha perdido y 2) las células de los 

discos imagale5, los cuales se presentan en las larvas a 

lnanera de pcquei\os sacos, y cuyas células constituirán casi 

todas las estructuras externas y parte de las estructuras 

internas del adulto, éstas no están involucradas en la 

formaci6n clel cuerpo de la larva (Wilkins, 1985, 1986). 

Los discos imagales crecen por divisiones mitóticas a 

lo largo de los tres estadios por los que pasa la larva hasta 

alcanzar la condición de prepupa, momento en el cual se dan las 

últimas divisiones mitóticas, el siguiente paso será la 

diferenciación celular (metamorfosis) dando origen a las 

estructuras del irnilgo o adulto (Garcia-Bellido y Merriam, 1971) 

(Fig.19). El tórax se origina por la combinación de varios 

discos imaga les. Las extremidades, los ojos, las antenas, las 

alas y el aparato genital se diferencian a partir de su 

respectivo disco !~agal que sufre una histogénesis durante el 

desarrollo de la pupa (Dcmcrec, 1965; Wilkins, 1986). 

Si dura11te este proceso se induce una alteración 

heredable en cualquiera de las células imagalcs, ésta originará 

una estirpe celular con la misma caracter1stica alterada dando 

lugar a un clan que será observado como una mancha en la 



-26-

estructura imagal correspondiente, si se emplean los marcadores 

fenotípicos adecuados. 

Se han desarrollado varios protocolos que usan dos 

tipos de discos imagales a saber: 

1) Manchas en ojo con los marcadores 11white-zeste11 

(Rasmuson gJ; al. 1978), los marcadores 11 white- white coral" 

(Becker, 1966} 6 con los marcadores 1'white" y silvestre. 

2) Otro protocolo es el que usa los discos imagales 

mesotorácicos dorsales los cuales darAn origen al mesonotum del 

segundo segmento torácico que incluye el ala, la cual se 

considera uno estructura cuticular, más no un apéndice. Las 

alas están constituidas por dos monocapas celulares de tejido 

epitelial, cada una se desarrolla de manera independiente. Las 

alas presentan tanto cetas como tricomas, éstos últimos son 

unicelulares (Demerec, 1965), mientras que las cetas o cerdas 

se forman de cuatro células, dos de ellas de carácter nervioso, 

por ello se consideran como orgánulos {Wilkins, 1986). 

Puesto que se han detectado y caracterizado 

mutaciones que alteran la diferenciación final de las células 

que darán origen a los tricomas en Drosophila melanogas~er, es 

posible utilizai'las como marcadores fenot1picos (Garcla_-Bellido 

y Oapenn, 1974; Graf g.t. ª1· 1983). 

El interés que se ha puesto en este tipo de pruebas es 

debido a: 

1) La correlación entre la actividad mutagénica y 

carcinogénica de los agentes químicos ha generado mucho interés 
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en la actividad genot6xica de éstos en células somáticas. En 

Drosophila, aproximadamente el 85 % de los carcinógenos 

ensayados son rnutagénicos en células germinales (Vogel .Q.t ª1· 

1980). 

2} No sólo la actividad mutagénica sino también la 

recombinogénica de los compuestos químicos es ahora discutida 

con relación a la carcinogénesis (Cairns, 1981; Radman y 

Kinsella, 1980). 

3) La larva de Drosophi la posee acti v.idadcs 

metabólicas que le permiten activar a una gran variedad de 

agentes xenobióticon. 

4) Un sistema de prueba que emplea tejido alar es 

ventajoso porque so pueden realizar preparaciones permanentes, 

lo cual hace posible la verificación y la ratificación de 

resl1ltados. Otra ventaja más, comparada con el sistema de ojo 

es la posibilidad de .. almacenar a las moscas tratadas en alcohol 

al 70 !t para el montaje posterior de las alas. Además cada 

disco imagal expuesto contiene cientos de células blanco 

expuestas al gcnotóxico (Graf ~Al· 1984). 

OBJETIVOS 

1) Analizar mediante la prueba de mutación y 

recombinación som6.tica en células del ala de Drosophila 

melanogaster, los efectos protectores de la vitamina E y de los 

11-c.;1rotenos :Iobre ln genotoxicidad de la MMC. 
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2) Valorar la capacidad de la prueba de mutación y 

recombinación somática (SMART) para detectar mezclas de 

compuestos (mutágenos y antimutágenos) mediante dos tipos de 

tratamientos diferentes. 

HIPOTESIS 

Si la vitamina E y los ~-carotenos son antimutágenos, 

ent6nces inhibirán la frecuencia de mutaciones inducidas por la 

mitomicina-c (MMC). 

HATERIAL Y HETODOS 

Sistema de cruzas 

Se utilizaron dos lineas con marcadores 

fenot1picamente reconocibles: mwh y flr3 

La cruza progenitora se hizo con hembras homocigotas 

mwh/mwh de 12! 4 horas y machos flr3 /TM3,Ser de 48 horas. 

El genotipo "pelos múltiples en el ala" (mwh 3 - O. O} 

produce un fenotipo en el cual las células del ala contienen 

2 6 más tricomas en lugar de uno solo, que es el caracter1stico 

del fenotipo silvestre (Lindsley y Grell, 1968; Lindsley y 

Zimm, 1990). 

linea f lr3 /'l'MJ, ser posee dos marcadores 

gcnot1picos 11 flama" (flr3 J-JS.B) que es recesivo y provoca un 
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fenotipo en las células del ala con tricomas amorfos algunos 

semejantes a una flama, el eje de las quetas está 

frecuentemente encorvado y ramificado, los tricomas son cortos 

y aparecen como abultados en el ala y en forma de roseta en el 

abdomen. Este gene es letal en condición homocig6tica (Garc1a 

.Bellido y Dapena, 1974) por esta razón el genotipo de esta 

linea debe portar un cromosoma que balancee estos efectos, el 

cromosoma TM3 11 (Third multiple)" posee mültiples inversiónes y 

además el marcador dominante "Serrata" (Ser), el cual permite 

identificar a los organismos que lo portan ya que produce un 

fenotipo de bordes discontinuos en las alas. El gene serrata en 

condición homocigótica es letal y por ello se recobran en cada 

generación únicamente individuos heterocigóticos para flr 3 y 

serrata. 

Las larvas transheterocig6tlcas para mwh y flr3 se 

obtienen a partir de las cruzas progenitoras entre las dos 

cepas antes mencionadas, éste tipo de larvas conforman la mitad 

de la progenie, la otra mitad consiste en larvas heterocigotas 

mwh/TH:i,Ser. Cabe mencionar que estos dos tipos de larvas no se 

diferencian una de otra y por lo tanto se tratan juntas, 

después de la metamorfosis, las moscas adultas portadoras de 

los marcadores mwh +/ + flr3 tienen alas silvestres y pueden 

distinguirse de las moscas adultas mwh/TM:J, Ser ·que presentan 

las alas con bordes discontinuos. 

Las alteraciones genéticas inducidas causan fenotipos 

reconocibles en lus células del ala del adulto yu que sobre un 
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panorama de tricomas silvestres, pueden observarse células o 

clones celulares en los cuales se expresa el fenotipo mwh, 

flr 3 o encontrarse clones celulares conformados por ambos tipos 

de tricomas. La recombinación mit6tica entre flr 3 y el 

centr6mero produce manchas gemelas mwh-flr3
, la recombinaci6n 

mit6tica entre los marcadores mwh y flr3 genera manchas 

sencillas mwh. Este tipo de manchas, las mwh, pueden originarse 

además por otros eventos genéticos que ocurren en las célulaz 

somáticas, tales como mutaciones puntuales, pérdida cromatidica 

y no disyunción (WUrgler g.t. ª1· 1984, 1985) (Fig.20). El tamaño 

del clan se correlaciona con la adad de las larvas en el 

momento del tratamiento, si las larvas son muy jóvenes (24 a 48 

horas) la dimensión del clon en el aaulta será mayor, si tienen 

más edad (72 horas) la magnitud del clon en el adulto resultará 

menor (Garcia Bellido y Merriam, 1971; Szabad gt iÜ.· 1983). 

Compuestos Químicos 

Se utilizaron en los tratamientos experimentales 

Mitomicina-c, Vitamina E y ~-caroteno de Sigma. 

Procedimiento Experimental (Fig.21) 

72 horas después de la cruza se colectaron los 

huevecillos durante B horas, tres dias. después se obtuvieron 

las larvas de 72 horas de edad de acuerdo con el 
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procedimiento de NOthiger ( 1970) que consiste en separar las 

larvas enjuagando el medio con una solución concentrada de 

sacarosa al 20% posteriormente se colocan en un embudo de 

separación donde se colectan utilizando una tela de nylon. 

Las larvas se colocaron do acuerdo al tipo de 

tratamiento en tubos homeopáticos {viales) con medio 

instantáneo (Instant Carolina Medium) y la solución a probar. 

Las larvas terminaron su metamorfosis en este medio. 

En experimentos preliminares se determinaron las 

concentraciones de la vitamina E y de los ~-carotenos de manera 

que se aplicaron para ambos 10, 100 y 1000 pprn, las 

concentraciones empleadas para el testigo positivo (MMC) fueron 

de 0.3125, 0.6;!5 y 1.2 mM. y na corrieron testigos negativos 

concurrentes que consistieron en los disolventes de cada uno de 

los compuestos empleados, la vitamina E al ser insoluble en 

agua y en etanol al 5% tuvo que solubilizarse en una mezcla 

caliente de etanol y tween (3: 1); los 13-carotenos se 

solubilizaron en etanol al 5% y por óltimo la MMC se disolvió 

en sacarosa al 5% Para los tratamientos en mezcla se 

proQaron concentraciones de 100 ppm de cada vitamina y la de 

o.625 rnM del mutágeno de referencia. 

Se eligieron dos tipos de tratamiento, de tal manera 

que se hicieron dos bloques experimentales:· el primero 

consistió en preparar una mezcla del mutágeno de referencia 

(MMC o. 625 mM) y la vitamina E ( 100 ppm) ó el 13-.caroteno ( 100 

ppm) la cual rue anadida al medio instantáneo donde se 



introdujeron las larvas de 72 horas; el segundo tipo de 

tratamiento consistió en someter a las larvas de manera aguda 

(6 horas) con el mutágeno de referencia (MMC 0.625 mM); 

posteriormente se extrajeron las larvas y se colocaron en medio 

instantáneo al que se añadió la vitamina E (100 ppm) o los 

~-carotenos (100 ppm) según el caso. En la figura 22 se 

presenta un esquema de los tratamientos. 

Como consecuencia de estos dos tipos de tratamiento 

tuvieron que correrse paralelamente experimentos agudos y 

crónicos para la MMC y para los testigos negativos antes 

mencionados. 

El tratamiento agudo se realizó colocando las larvas 

en tubos homeopáticos que contentan· en el extremo inferior una 

gasa de nylon y en el superior un tapón de poliuretano, éstos 

tubos se acomodaron en vasos de precipitado de 10 ~l con 0.3 g 

de celulosa y 1. 5 ml de la solución a tratar, las larva.s 

dejaron durante 6 horas y después los tubos homeopáticos se 

retiraron del vaso y las larvas se enjuagaron con agua y se les 

colocó en medio instantáneo conteniendo la vitamina 

correspondiente hasta la emergencia de los adultos. 

Análisis de las alas 

Los adultos transheterocigóticos se fijaron en etanol 

al 70%. Se separaron lils al ns con ayuda de unas pinzas de 

relojero y se montaron en portaobjetos utilizando solución de 
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Faure (Graf ,gt il· 1984). En cada preparaci6n se montaron 40 

alas, 20 de hembras y 20 de machos, se analizaron en el 

microscopio registrándose el tipo de mancha, mwh, f lr3 y 

gemelas, asi como el tamaño de las mismas. 

Tratamiento estadístico 

Se realizaron para cada tratamiento un experimento y 

su repetición. 

Los da tos se procesaron con ayuda del programa de 

cómputo SMART (Wilrgler, comunicación personal) y el análisis 

estadistico se hizo mediante las tablas de Kastembaum-Bowman 

(1970) con un nivel de significancia del 5%. 

Puesto que el programa de cómputo SMART est~ diseñado 

para detectar inducción en la frecuencia de manchas y debido a 

que en el presente trabajo se evaluó precisamente la inhibición 

de manchas dczpués de una exposición determinada, se procedió a 

hacer el tratamiento estadístico, que es de una sola cola, 

invirtiendo los té1·minos, es decir el testigo fue el lote 

correspondiente a las vitaminas en cualquiera de sus dos 

modalidades y el lote experimental es el testigo positivo MMC. 

Dado que las frecuencias para manchas sencillas 

menores de tres células observadas en los grupo"s testigo son 

mayares que las de manchas con tres o más células (manchas 

sencillas grandes) y de las manchas gemelas (mwh-flr), las 

frecuencias de! 10s tres tipos de manchas se evaluaron de forma 
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separada mediante el procedimiento de decisión múltiple 

Shelby-Olson (1981) lo que permitió concluir si un compuesto es 

positivo, débil positivo, indeterminado o negativo. 

La decisión se basa en el contraste de dos hipótesis 

(Frei y Wilrgler, 1988): l) Ho 6 hipótesis nula que plantea que 

no existen diferencias entre la frecuencia de mutación de las 

series testigo y tratada. 2) Ha 6 hipótesis alternativa que 

considera que la frecuencia inducida en el grupo tratada es m 

veces mayor que la observada en el lote testigo. De acuerdo con 

esto se puede llegar a las siguientes conclusiones: 

a} Efecto positivo del compuesto químico: se rechaza 

la Ho se acepta la Ha. 

b} Efecto negativo: se acepta la no y se rechaza la 

Ha. 

e) Efecto débil positivo: rechazan ambas 

hipótesis. 

d) No se puede determinar el efecto del compuesto 

(Indeterminado): se aceptan ambas hipótesis (Fig.23). 

El parámetro 11 m 11 se da con base en la frecuencia 

basal para cada tipo de mancha: m=2 para manchas sencillas 

pequei'i.as puesto que son las más frecuentes y por ende se 

requiere de una mayor inducción de daño para doblar la basal, 

m=5 para manchas sencillas grandes y manchas gemelas, ya que 

son menos frecuentes y por ello con menor daño se podr1a 

duplicar la basal (Frei y Wilrgler, 1988). 

Es importante mencionar que para evitar errores en la 
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clasificación de las manchas, ünicamente se consideraron como 

expresiones mwh aquellas que se localizaron dentro o en la 

periferia de una mancha mwh (con más de tres pelos), adem~s 

aquellos clones que se encuentren separados por más de tres 

hileras de tricomas normales se estimaron como independientes 

(Graf gJ;. Jl.1. 1984). 

RESULTADOS 

Se realizó un experimento y una repetición para cada 

bloque experimental y al no encontrarse diferencias 

significativas mediante la prueba de X2 para proporciones entre 

las repeticiones de cada experimento, se procedió a sumar los 

resultados. 

En la tabla II se muestran los resultados obtenidos 

al tratar a las larvas crónicamente can el mutágeno de 

referencia MMC, encontrándose inducción positiva en las tres 

concentraciones empleadas con respecto al testigo de sacarosa 

al 5·'t. Es importante mencionar que la MMC produce una clara 

relación concentración-respuesta en la inducción de los tres 

tipos diferentes de manchas, siendo efectiva en la producción 

de todos los tipos de manchas especialmente de las gemelas, que 

sin duda provienen de la recombinación mit6tica entre flr3 y eJ. 

centrómero (Fig.24). 

La tabla III contiene los <.latos obtenidos al aplicar 

cr6nicamente vitnmlna E a las lllrvas, encontrándose los 
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siguientes resultados con respecto al testigo negativo de 

etanol más tween, en las concentraciones de 10 y 100 ppm no 

aumenta significativamente ningún tipo de mancha. A 1000 ppm 

indujo significativamente los tres tipos de manchas: sencillas 

peque~as, sencillas grandes y gemelas, as1 como manchas 

totales. En la figura 25 se muestran graficamcnte estos 

resultados. 

En la tabla IV y figura 26 correspondientes al 

tratamiento crónico de ff-caroteno, puede notarse que éste 

resultó negativo para la inducción de manchas sencillas chicas, 

positivo para sencillas grandes en 10 ppm e indeterminado para 

manchas sencillas grandes en 100 y 1000 ppm y para gemelas en 

10 y 1000 ppm. 

En la tabla V se muestran los resultados obtenidos en 

la mezcla crónica de MMC y Vitamina E, en los cuales puede 

notarse que la cantidad y la frecuencia de manchas d~ la 

vitamina E y su testigo negativo no difieren 

significativamente. Al comparar el testigo positivo, que 

produce una cantidad y frecuencia de manchas significativas con 

respecto a los testigos negativos, con la mezcla crónica puede 

notarse clarament'e que tanto la cantidad como la frecuencia de 

manchas de todos los tipos que ésta produce es 

significativamente menor. En la fig.27 se muestran gráficamente 

estos resultados. 

La tabla VI corresponde al bloque experimental de 

mezcla crónica de MMC y (3-caroteno y puede notarse que la 
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cantidad y frecuencia de todas las manchas es 

significativamente mayor en el testigo positivo (Fig.28). 

En la tabla VII se encuentran los datos obtenidos al 

tratar de forma aguda a las larvas con MMC con las tres 

diferentes concentraciones, los cuales se compararon con el 

testigo negativo de sacarosa al 5%, obteniéndose una relación 

concentración-respuesta. Sin embargo, la concentración de 

0.3125 mM solo indujo significativamente las manchas sencillas 

grcrndes; las otras dos concentraciones aumentaron 

significativamente la cantidad y el tipo de todas las manchas 

(Fig.29). 

En la tabla VIII se muestran los resultados obtenidos 

en el bloque experimental de tratamiento agudo de MMC y crónico 

de vitamina E. Al comparar, éstos resultados con el testigo 

positivo (MMC) se encontró que para las manchas sencillas 

chicas y las totiJ.lcs la inhibición es significativa, mientras 

que para las sencillas grandes resultó ser débil positivo y 

para las gemelas indeterminado (Fig.30). 

En la tabla IX y en la fig.31 se anotan los 

resultados obtenido::; en el tratamiento agudo-crónico de MMC y 

~-carotcno el análisis de ésta tabla muestra diferencias 

altamente signific~tivas. 

DISCUSIOH 

El proceso de inducción de mutaciones por agentes 
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quimicos involucra una serie de eventos entre los cuales se 

encuentran ln biotransformación mediada por enzimas 

metabólicas, que en algunos casos generan un producto 

intermedio elcctrof ilico que es capaz de interaccionar con el 

ácido desoxirribonucleico, Las lesiones premutagénicas o 

aductos, producto de esta interacción son con frecuencia 

reparadas enzimáticamente ya sea por mecanismos libres de 

errores, en cuyo caso la alteración no se manifiesta, o sujeta 

a errores mecanismo que promueve y f'ija mutaciones (Ramel. fil 

n.l· 1986; Waters tl n. ... l. 1990). 

En las células somáticas el daño inducido a los 

ácidos nucléicos puede producirse por mutágenos endógenos CU).'OS 

efectos tienden acumularse en función del tiempo y 

contribuyen de manera importante al envejecimiento celular y a 

diversas enfennedades degenerativas, algunas .de ellas asociada!:i 

con el cáncer. 

Los proce5os endógenos vinculados con el daño en el 

ácido dcsoxirribt:rnucleico son la oxidación (Hartrnan, 1981; 

Ames,1983), metilaclón, desaminación y despurinización (Saul. y 

Ames, 1986). 

Los agentes oxidantes se genera·n en las células como 

subproductos del metabolismo normal, éstos intervienen en la 

peroxidaci6n de los lipidos (Ames, 1983; Ramel tl ft.l. 1986; 

Ames y Gold, 1991), la que provoca radicales libres. Las 

reacciones inflamñtorias y la fagocitosis qi.ie se inducen 

dcsptH",;s de infecclones virales o bacterianas son fuentes 
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endógenas adicionales en la producción de radicales libres 

(Ramel et i!.l· 1986). 

Debido al intervalo de tiempo que transcurre entre la 

generación de agentes oxidantes y su destrucción por diversos 

mecanismos celulares de defensa, se ha estimado que pueden 

persistir niveles bajos de oxidantes el tiempo suficiente para 

causar daños a las macromoléculas (Chance g.t lL!. 1979). En los 

eucariontes el ácido desoxirribonucleico está protegido tanto 

por las histonas que forman parte de la cromatina como por la 

membrana nuclear la que impide el ingreso al núcleo de muchos 

oxidantes que se originan en el citoplasma. 

Los rudicales libres estimulan la división celular o 

mitogénesis, factor importante en el proceso carcinogénico. Así 

mismo lu pérdida de la heterocigosis produce como 

consecuencia de la recombinación mitótica y de la no 

disyunción, para que estos eventos se expresen se requiere que 

la célula se divida. Se ha demostrado que la mutngánesis y la 

mitogénesis son sinérgicas (Ames y Gold, 1990, 1991) (Fig.32). 

En los organismos existen también diversos mecanismos 

que los protegen contra los efectos adversos de diversos 

mutágenos naturales, a nivel metabólico la desintoxicación y a 

nivel genético la reparación libre de errores del ADN (Ramel gj; 

tl· 1986; Waters fil ª-1· 1990}. 

Entre los factores metabólicos que permiten limitar 

la exposición n oxidantes reactivos se encuentran las enzimas 

involucradas en la desintoxicación entre ellas la super6xido 
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desmutasa, la catalasa y la glutati6n peroxidasa; además en la 

dieta existen numerosos mutágenos y antimutágenos naturales, 

éstos ültimos inhiben los efectos adversos de los mutágenos 

por diversos mecanismos. La determinación de un mecanismo 

protector resulta en ocasiones complicada ya que la 

antimutagénesis puede producirse a diferentes niveles (Ramel ~ 

-ª.!· 1986; De Flora y Ramel, l9BB). Los inhibidores presentes en 

los a 1 imento~ tienen estructuras qulmicas muy variadas 

(Wattenberg, 1983). 

La actividad antimutagénica puede estar relacionada 

con diversas condiciones experimentales tales como: el tiempo 

de exposición al rnutágeno, el tipo de exposición y la dosis; 

otro parámetro importante es el que se produce por las 

combinaciones entre los agentes químicos. 

Las pruebas de corto plazo que han mostrado ser 

efectivas para l~ detección de mutágenos deben en principio 

poder identificar antimutágenos (Clarke y Shankel, 1975; Jacobs 

~ ª"1· 1977; Kada ~..t gl. 1978). La mosca de la fruta Drosophila 

melanogaster ha sido utilizada durante más de 60 afi.os para 

identificar agentes genotóxicos físicos y qui.micos en células 

germinales. La prueba de mutación y iecombinación somática 

desarrollada hace más de 15 aftas (Mollet y Wilrgler, 1974; Graf 

fil M· 1984) ha permitido a la fecha valorar más de 300 

compuestos quimicos tanto en células de los ojos como de las 

alas y permite detectar eficientemente tanto mutágenos de 

acción directu i;omo promutágcnos (Vogcl y Zij lstra, 1987 ¡ 
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Vogel, 1987; Graf ~ 'ª-1· 1990). 

La mi tomicina-c (MMC) es un promutágeno que a 1 ser 

bifuncional actüa produciendo ligamientos cruzados, lo cual se 

traduce a nivel celular en gran actividad recombinogénica que 

depende en todos los casos de la concentración; el tiempo de 

exposición al prornutágeno es también un factor importante en el 

número de células afectadas. Por esta razón fue necesario 

realizar tratamientos agudos y crónicos, encontrándose una 

respuesta mayor en cuanto al número y tipo de manchas en el 

tratamiento crónico, tal como se esperaba. 

La determinación de la respuesta en función de la 

concentración de las vitaminas, mostró que la vitamina E a 

concentraciones elevadas, 1000 ppm, induce significativamente 

los tres tipos de manchas, ésto permite sugerir que a la dosis 

mAs alta probada la vitamina E promueve mutaciones. 

Como con las concentraciones de 10 y 100 ppm los 

resultados no son significativamente distintos al testigo 

negativo para los tratamientos combinados se utilizaron loo 

ppm; además tanto la vitamina E como los t)-carotenos a tal 

concentración no produjeron ninguna mancha gemela, factor 

importante para la comparación de los resultados inducidos por 

MMC que como ya se mencionó es esencialmente recombinogénica, 

otra razón para utilizar esta concentración fue la de asegurar 

que los organismos tuvieran suficiente cantidad del 

antioxidante. 

Uno de los propósitos en el diseno experimental fue 
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probar diferentes combinaciones del mutágeno y del 

antimutágeno. El tratamiento combinado en el que primero se 

administró la MMC durante 6 horas y después la vitamina E ó el 

~-caroteno, inhibió la respuesta positiva de la MMC a la mitad, 

mostrando ser un poco más efectivo el {J-caroteno. La doble 

manipulación de las larvas sujetas a éste tipo de tratamiento 

podria afectar de alguna manera el metabolismo, <tcelerar la 

pupación y alargar la metamorfosis. 

El tratamiento combinado de la mezcla crónica con el 

mutágeno y el antimutágeno permitió demostrar inequ1vocarnente 

que ambas vitaminas inhiben parcialmente los efectos 

gcnotóxicos inducidos por la MMC, de manera especial, en la 

aparición de manchas gemelas (Fig.33) que provienen de la 

recombinación mitótica induclda por la MMC, ésta inhibición fue 

ligeramente más efectiva para los {3-carotenos, sin embargo en 

ambos casos fue de alrededor de un orden de magnitud. 

Las manchas chicas y grandes (Figs.34 y 35) pueden 

ser el resultado de recombinación mitótica entre los marcadores 

mwh y flr 3 o bien originarse, aunque en menor medida, por 

retromutación, delecci6n o no disyunción. Es importante hacer 

notar que la inhibición de manchas chicas en la mezcla 

agudo-crónica de ambas vitaminas fue igual, de cerca de J veces 

nenor con respecto a las inducidas por la MMC; la frecuencia 

de las manchas grandes fue más eficientemente inhibida por 

amb3s vitaminas en la mezcla crónica siendo 7 .s veces menores 

para el ~-caroteno y .t veces para la vitamina E. 
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La frecuencia de manchas totales es un parámetro que 

permite relacionar la cantidad de manchas producidas en cada 

ala, lo cual es importante para la determinación del potencial 

genotóxico de un agente quimico, y también facilita la decisión 

de cual concentración emplear en función de la cantidad de 

manchas por analizar en cada ala. Queda claro que si la MMC 

administrada en forma crónica indujo 6 manchas por ala en la 

concentración rnás alta, J.5 manchas por ala en la concentración 

intermedia y 1. 8 en la concontración más baja, en todos los 

casos la respuesta fue positiva, en términos del análisis 

microscópico de las alas. En función del propio protocolo se 

decidió emplear la concentración intermediu (O. 625 mM) que 

produje unil respuesta positiva y facilmentc cuantificable. 

En los tratamientos agudos la MMC produjo 2 manchas 

por ala en la concentración más alta, y 1.6 manchas en la 

intermedia resultando ambas positivas, sin embargo en la 

concentración menor indujo 0.4 manchas por ala resultado que 

no es significativamente distinto al encontrado an el testigo 

negativo, por ésto se eligió la concentración intermedia de 

O. 625 mH, especialmente con el propósito de comparar ambos 

tipos de tratamientos combinados. 

En ln tnbla 10 y en la figura 36 se muestra un 

resumen de los resultados obtenidos en la presente tesis, puede 

notarse que la gcnotoxicidad de la MMC en el tratamiento agudo 

fue bloqueada por ambas vitaminas de manera eficiente, sin 

cmbtlrgo los tJ-crsr.otcnos inhibieron 4 veces la frecuencia da 
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manchas totales por ala inducida por la MMC. En el tratamiento 

crónico la inhibición de las manchas totales producidas por la 

MMC fue más efectiva y relevante en la mezcla con ~-carotenos. 

En cuanto a los mecanismos de acción de la inhibición 

de la genotoxicidad de la MMC, demostrada en este trabajo se 

puede proponer que ya que ésta requiere de activación 

metabólica la que se realiza como ya se ha demostrado por los 

citocromos P-450, reacción que es mediada por la citocromo c

reductasa y que requiere NADPH formándose un compuesto 

electrofllico, capaz de producir radi.cales de oxigeno (O-) 

(Bachur fil ª1- 1978; Kcyez g_t .al.. 1984; Pan fil il· 1984) y que 

las vitaminas E y los (3-carotenos por ser antioxidantes son 

capaces de atrapar radicales libres como los generados por la 

MMC, es muy probable que los radicales de oxigeno presentes en 

el producto elcctrof 11 ico intermedio de la MMC, hayan sido 

inhibidos intracelularmente por bloqueo de algunas moléctJlas 

reactivas (De Flora y Ramel, 1988), aquellas que no fueron 

inhibidas dentro de la célula son probablemente las que 

pudieron penetrar al núcleo e interactuar bifuncionalmente con 

el ADN provocando ligamientos cruzados que se tradujeron en una 

elevada recombinogénesis. 

Estos resultados permiten considerar que los 

objetivos iniciales del trabajo fueron cubiertos, pero a su vez 

abrieron otra serie de preguntas cuyas respuestas serian tema 

de otra investigación. 

La inhibición de la genotoxicidad de la MMC se 
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demostró en tratamientos combinados empleando una sola 

concentraCi6n del mutágeno y del antimutágeno, la capacidad 

bloqueadora de la vitamina E y de los ~-carotenos será 

necesario probarla manteniendo constante la concentración del 

promutágeno y haciendo variable la concentración de las 

vitaminas. 
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CONCLUSIONES 

Se mostró el efecto inhibidor de la vitamina E y de 

los ~-carotcnos sobre la genotoxicidad de la MMC en la 

inducción de los tres tipos de manchas. 

De las vitaminas utilizadas, los (3-carotenos fueron 

más efectivos en cuanto a la inhibición del efecto rnutagénico 

de la MMC. 

Se demostró que la prueba de mutación y 

recombinación somática es útil para detectar antimutágenos y 

para el uso de mezclas. 

Los tratamientos empleados muestran consistencia en 

la respuesta, siendo más recomendable la mezcrla crónica, ya que 

entre otras razones, únicamente se manipula una sola vez a.las 

larvas. 

Se considera que el posible mecanismo de acción de la 

vitamina E y de los ~-carotenos, dada su capacidad antioxidante 

sea mediante el bloqueo de moléculas reactivas, que contienen 

radicales de oxigeno, que se generan como productos del 

metabolismo de la MMC, actuando por lo tanto como 

antimutágenos. 
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Niveles de exposición a agentes xenobióticos y su 
correlación con efectos genotóxicos en células 
somáticos {De Flora y Ramel, 1988). 
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balanceadas 

Figura 2. Inducción de mutaciones gen1cas y/o cromos6micas 
en células germinales (Modificado de Brusick, 1987)-
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EXPOSICION A AGENTES 
QUIMICOS GENOTOXICOS 

LIBRE DE 

ERRORES 

1 
LESIO!I AL ADN 
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REPl\RACION 
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PROM070RA DE ERRORES 

l 
EXPRESION DE LA ALTERACION 

Mue~te ¡Mutac~ones ]Recom~inaci6n 
celular génicas inducida 

-ICH 
-Mitótica 

segregación Mutaciones 
anormal de cromosómicas 
cromosomas 

./ 
Aneuploidla Poliploidia 

Figura 3. Daño genético inducido en células somáticas y 
germinales después de la exposición a agentes 
qulrnicos genot6xicos (Modificado de Brusick, 
1987). 
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Figura 4. Rutas metabólicas de los compuestos polares y fld 
polares (Wattenborg, 1983). 
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AGENTE XENOBIOTICO 
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DESINTOXICACION jreacl=ti~ ACIDOS 

NUCLEICOS 

REACCIONES 
INMUNOLOGICAS 

DAílO A 
TEJIDOS 

Formación de metabolitos (Rodriguez-Arnaiz R. 
comunicacién personal). 
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Epóxidos 

l
c~o 
Ch• 

ChOOH 

Cu 
--+LO• 
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1 
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Endoperóxido 
MOA 
Precursores 

Mutágenos/Carcinógenos 

L:::::O O~~O 

ch) o 

Ct,(3 

Figura 6. Peroxidaclón de los lipidos {Ames y Gold,1991). 
L =radical lipid1co¡ L. =radical alcoxy lipídico; Loo·=radical 

h!droperóxi lipidlco; LOOH =hldroperóxido lipídic9; Ch= colesterol; 
Ch>- o ==E1póxidode colesterol; L >O =epóxido lipídico; 
MOA =mal.:>ndialdehído. 
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Secuencia que conduce a 
efectos genot6xicos 

compuestos precursores 

Compuestos genot6xicos 

Reacciones con blancos 
celulares 

Manifestación genotóxica 

Figura 7. Clasificación de los inhibidores de genotoxicidad 
sobre la base del tiempo en el cu;:il ejercen sus 
efectos protectores (Ramel gt al. 1986). 
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Figura .10. 
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Biosíntesis de la vitamina E según la ruta propuesta 
por Pennock (Herrera, 1986). 
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Estructura de caroteno!des y sustancias relacionadas 
(Herrera, 1986). 
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J Otros mclabolilos J 

¡ 
..__v_i_••_mm_·_•_A_~I"' 

w 
~~.::·J 

Neurosporcno 
--~ ( Filoeno 

lieopeno 

ProvitaminR!ll A 

Otros earotenoides 

Biosintesis de la vitamina A. Los ~-apocarotenoides 
se forman a partir de a y ;- caroteno por degradación 
oxidat~va (Herrera, .1986). 
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Figurn lJ.. Bjosíntesis del (3-caroteno (Herrera, 
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Figura 14. 
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~ 1 
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Transformaciones posibles del /3-caroteno en mamiferos 
(Las reacciones biológico-enzimáticas conocidas están 
señaladas con flechas sólidas, las reacciones no 
demostradas por flechas con guiones y las posibles 
reacciones biológicas o no biológicas por flechas con 
guiones y puntos ( Al len, 1989). 
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Figura 15. Mecanismo de la conversión de la prov1tam1na A en 
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HADPH HADP 
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J "." 
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3 

Figura 16. Activación enzimática· de la MMC (Pan et ª1 1984). 
Formación de un radical anión (II} y eliminación de 
metanol, para formar un intermediario III. 
División del anillo aziridina y ataque nucl~ofilico 

para formar productos metabólicos y 2,7-diaminomit.Oseno 
por separación de un hidrógeno. 
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2,7-diaminomitoseno 
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del radical ~ 

radicales 02 
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Aductos monofuncionalas 
Mctabolitos secundarios 

activación terciaria j ? 
del radical 

Figura 17. Citotoxicidad de la MMC en niveles metabólicos 
múl tiplns: aeróbicos ( +02) y anaeróbicos (-02) . 
(Pan ~~ ª1· 1984) 
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Figura 18. Ciclo de vida do Drosophila melanogaster 
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Figura 19. Discos !maga les en la larva de Drosophila melanogaster 
y estructuras a las que dan origen en el adulto. 

1986). 
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Figura 20. Continuación. 
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Figura 21. Cronograma de la técnica de SMART (ala). 
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F.tgura. 22 Tratamientos experimentales empleados en la presente 

tesis, a larvas de 72 ± 4 horas. 
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Figura 23. Clasificación estadistica de los compuestos genotóxicos 
de acuerdo con Frei y Würgler (1988) . 
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FIG. 24 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCI
DA POR MMC (CRONICA) EN CELULAS 
DEL ALA DE Drosophila melnnogaster 
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FIG. 25 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDU
CIDA POR LA VITAMINA E (CRONICA) 
EN CELULAS DEL ALA DE Dro5ophila 
melanogaster 
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FIG. 26 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDU
CIDA POR B-CAROTENO (CRONICO) EN 
CELULAS DEL ALA DE Drosophila 
melanogaster 
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FIG. 27 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCI
DA POR MMC+VIT.E (MEZCLA CRONICA) 
EN CELULAS DEL ALA DE Drosophila 
melanogaster 
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FIG. 28 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA 
POR MMC+ fl-CAROTENO (MEZCLA CRONICA) EN 
CELULAS DEL ALA DE Drosophila melanogaster 
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F1G. 29 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA 
POR 1\-IMC (AGUDA) EN CELULAS DEL ALA 
DE Drosophila melanogaster 
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FIG. 31 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA 
POR MMC+ll-CAROTENO (AGUDO-CRONICO) 
EN CELULAS DEL ALA DE Drosophila 
melartogaster 
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Figura 32. La mitogénesis aumenta la rnutagénesis (Ames y Gold, 
1991) . 

La división celular inducida aumenta la mutagénesis 
debido a: los aductos en el ADN se convierten en 
mutaciones (1 y 2a); vulnerabilidad del ADN durante 
la replicación (1 y 2a); recornbinaci6n mitótica 
(2a); conversión génica (2a) y no disyunción (2b). 
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Figura 33. Mancha gemela mwh-flr3. 
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Fig:1ra 34. Mrinclin. s<:>ncilla mwh. 
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Figura 35. Mancha sencilla Plr3. 
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Tabla I 
Mecanismos de los inhibidor~s de mutagénesis y carcinogénesis 
(De Flora y Rarnel,1988) 

Clasifi:;ación Ejemplos 

1. Inhibidores de mutagónesis que actúan extrdcelularrnente! 
1.1 Inhibiendo la entrada de mutágenos o de sus precursores 

1.1.1.obstruyendo su penetración 
1.1.1.1. d~ntro del organismo ....... estrategias de protección 

del cuerpo. 
l.i.1.2. dentro de las células ...... ácidos grasos, 

putrescina,aminoácidos 
aromáticos, iodo. 

1.1.2.favoreciendo su eliminación ..... fibras. 
1.2 Inhibiendo la formación endógena de mutágenos 

1.2.1. Inhibiendo las reacciones 
de nitración .. , .......•........ ácido asc6rbico, tocoferoles 

fenoles. 
1.2.2. Modificando la flora 

intestinal ....... , ..•.. , ..... productos comestibles 
fermentados. 

1.3 Des~ctivando mutágcnos 
1.3.:. Por reacción f1sica ....•....... mantenimiento del pll en los 

fluidos corporales. 
l.3.Z. Por reacción quimica ...•....... tioles, antioxidantes. 
1.3.J. Por reacción enzimática ........ vegetales con actividad 

pcroxidasa. 

2. Inh:.Cidorcs de mutagénesis que actúan intracclularmente~ 
2.1 Mod:.iladores del metabolismoc 

2.1.1. Inhibiendo la replicación 
celular ................... , .... retinoides. 

2.1.2. Favoreciendo la captura 
de mutágenos en células 
no blanco ...................... tioles. 

2.1.:. Inhibiendo la activación 
de promutágcnos ................ moduladores de reacciones 

de la fase I, principios 
de plantas crucíferas. 

2.1 . ..:.. Induciendo mecanismos de 
desintoxicaci6n ................. fenoles, tiolcs. 

2.2.Dlcqueando molécu1as reactivas~ 
2.2.1. Reaccionando con electrófilos 

2.2.1.1.Por reacción qu1mica ........ compuestos de azufre 
2.2.1.2.Por reacción enzimática ..... inductores de reacciones 

• de la fase II 
2.2.2. Eliminando especies 

reactivas de oxigeno •.......... varios antioxidantes 
2.2.J. Protegiendo sitios 

nucleofilicos del ADN •......•.• ácido elágico, retinoi.des. 
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2.3.Moduladores de 1a replicación o reparación del ADN.d 
2.J.1. Aumentando la fidelidad 

de la replicación del ADN ..••.• cloruro de cobalto,arsenito 
de sodio. 

2.3.2. Favoreciendo la 
reparación del dafio al ADN ••••• cinamaldehido, cumarina, 

umbeliferona,valnillina, 
tioles 

2.3.3. Inhibiendo los caminos 
de reparación sujeta a 
error ...•.......••...........•• inhibidorcs de proteasas. 

J.Inhibidores que actúan sobre células iniciadas o neoplásicas~ 
3.1. Moduladores de la promoción tumoral. 

3.1.1. Inhibiendo efectos 
genot6xicos ..•.•.....•.••...•.• Ver 1 y 2 

J.1.2. Eliminando radicales libres ... varios antioxidantes. 
3.1.3. Inhibiendo la proliferación 

celular ..•••...••.•••.••...••.• retinoides, glucocorticoides, 
hipertermia. 

3.1.4. Induciendo la diferenciaci6n 
celular •.•••...•.•.....•.•.••.• retinoides, glucocorticoides 

G calcio, vitamina o. 
3.1.5. Modulando la señal de 

transducci6n •..••.•••..•••..•.. inhibidores de proteina 
cinasa c. 

3.2.Moduladores de la progresión tumoral. 
3.2.1. Inhibiendo efectos 

genotóxicos ..•.....•........•.. Ver 1 y 2 
3.2.2. Actuando sobre hormonas o 

factores de crecimiento ........ tratamient·~s hormonales, 
antagonistas de la dopamina, 
inhibidores de proteasas. 

3.2.3. Actuando sobre el sistema 
inmune ...•..........•..•.•..... inmunoreguladores ( retinoides 

lipotropos) , vacunas, 
anticuerpos monoclonales. 

3.2.4. Agentes antineoplSsicos 
f1sicos, qu1micos y 
biol6gicos ...•.•............•. radiaci6n, drogas 

antiblásticas, interfer6n. 
J.2.5. Modulando la sefial de 

transducci6n •....••.••.......•. Inhibidores de proteína 
cinasa c. 

n Inhibidores del estado 1 de acúerdo con Ramel º..t. gl. (1986), Aquello 
que actóan in vitro fuera de las células blanco también han sido 
referidos como desmutágenos por Kada ~ ª1.· (1982). 

Inhibidores del estado 2 de acuerdo con Ramel gj; al. (1986). 

e .Agentes bloqueadores de acuerdo con Wattenberg (1981). 

Bioantimutágenos o antimutágenos en sentido estricto de acuerdo 
con Kada i:.!; J!.l..,_ (1982), 

Agentes supresores de acuerdo con Wattcnberg (1981). 
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TABLA II. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMC (CRONICA) 
EN CELULAS DEL ALA DE Drosophila melanogaster 

COMPUESTO NUMERO DE 
ALAS 

Ch 
m=2 

TIPO DE MANCHA 

Gr 
rn=5 

Ho. Fr. No. Fr. 

TES'l'IGO 
NEGATIVO 
SACAROSA 5% 

MMC 
0.3125 mM 

O. 6250 rn.M 

l. 2000 mM 

80 

70 

160 

114 

14 0.17 0.01 

46 Q.66 .. 65 

199 l. 24 273 

234 

Ge 
m=S 

No. Fr. 

0.02 

o. 92 .. 

TOTAL 

MANCHA/ALA 
m=2 

No. Fr. 

17 o. :i:l 

130 

567 

705 

El análisis estadístico se realizó con el programa de cómputo:.. !:?·L~.J{T 
(Frei y WUrgler, l98B}: +=positivo; -=negativo; d .. =débil positivo; 
!=indeterminado; m~factor de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: o:=f3=0.05. 
Prueba estadística de una cola. 

Ch(CHICAS) ,Gr(GllANDES). Gc(GEMELAS). 
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TABLA III. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR VIT.E (CRONICA) 
EN CELULAS DEL ALA DE Drosophlla melanoqaster 

COMPUESTO NUMERO DE 
ALAS 

TIPO DE MANCHA 

TESTIGO 
NEGATIVO 
ETANOL/TWEEN 114 

(3'1) 

VIT. E 
10 ppm 

100 ppm 

1000 ppm 

78 

80 

80 

Ch 
m~2 

No. Fr. 

21 0.18 

15 0.19 

0.16 

26 

Gr 
m=S 

No. Fr. 

Ge 
m=5 

No. Fr. 

0.03 0.02 

3 o.oJ 1 

2 O. 03
1 

O º·ºº 

0.35+ 10 

TOTAL 

MANCHA/ALA 
m~2 

No. Fr. 

2G 0.23 

20 O. 2G 

15 0.19 

64 o.so• 

+=positivo; -=negativo; a·=débil positivo; i=indeterminado; m=factor 
de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: a=~=o.os. 
Prueba estad1stica de una cola. 

Ch(CHICAS), Gr(GRANOES), Ge(GEHELAS). 



-103-

TABLA IV, FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR B-CAROTEND 
(CRONICO) EN CELULAS DEL ALA DE 

Drosophila melanogaster 

COMPUESTO HUMERO DE 
ALAS 

TESTIGO 
NEGATIVO 
ETANOL 5% 114 

B-CllROTENO 
10 ppm 80 

100 ppm 80 

1000 ppn 80 

Ch 
m=2 

No. Fr. 

21 0.18 

12 0.15 

15 0.19 

14 0.17 

TIPO DE MANCHA 

Gr 
m=S 

No. Fr. 

0.03 

8 0.10· 

o.os' 

0.04 1 

Ge 
m=5 

No. Fr. 

0.02 

0.03
1 

o o.oc 

0.01 1 

+=positivo; -=negativo; d'=débil positivo;i=indeterminado¡ 
de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: a=/3=0. os. 
Prueba estad1Btica de una cola. 

Ch(CHIC.AS), Gr(GRANDES), Ge{GEMELAS). 

TOTAL 

MANCHA/ALA 
m=2 

No. Fr. 

26 0.23 

22 0.201 

19 0.24 

18 0.22 

m=factor 
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TABLA V. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMC+VIT. E 
(MEZCLA CRONICA), EN CELULAS DEL KLA DE 

Drosophila melanogaster 

COMPUESTO NUMERO DE 
ALAS 

TESTIGO 
NEGATIVO 
ETANOL/TWEEN 114 

(3: l) 

VITAMINA E 
100 ppm 

TESTIGO 
POSITIVO 
MMC 0.625 mM 

MEZCLA CRONICA 
VIT.E + MMC 

80 

160 

100 ppm/0.625 80 

TIPO DE MANCHA 

Ch Gr Ge 
m=2 m=S m=5 

No. Fr. No. Fr. No. Fr. 

21 0.18 0.03 0.02 

13 0.16 2 0.03 o o.oo 

199 1. 24 + 273 l. 71 • 95 0.59+ 

60 0.75 35 0.44 6 o.os 

TOTAL 

MANCHA/ALA 
m~2 

No. Fr. 

26 0.23 

15 0.19 

567 3. 54• 

+cpositivo; -=negativo; d·=débil positivo;i=indeterminado m=factor 
de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: a=~=o.os. 
Prueba estadistica de una cola. 

Ch(CHICAS), Gr(GRANDES), Ge(GEMELAS). 
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TABLA VI. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMC+B-CAROTENO 
(MEZCLA CRONICA), Ell CELULAS DEl ALA DE 

Drosophila m~lanogaster 

COMPUESTO llUMERO DE 
ALAS 

TESTIGO 
NEGATIVO 
ETANOL 5%: 

B-CAROTENO 
100 ppm 

TESTIGO 
POSITIVO 

114 

80 

MMC 0.625 mM 160 

MEZCLA CRONICA 
MMC+B-CAROTENO 
0.625mM/lOOppm 79 

Ch 
m=2 

No. Fr. 

21 0.18 

15 0.19 

TIPO DE MANCHA 

Gr 
m=5 

No. Fr. 

o. 03 

0.05 

Ge 
m=S 

No. Fr. 

0.02 

o.oo 

199 1.24+ 273 1.71+ 95 

GO 0.76 o.~J 0.04 

TOTAL 

MANCHA/ALA 
m=2 

No. Fr. 

26 0.23 

19 0.24 

81 l. 03 

+=positivo; --"'negativo; d+=débil positivo;i""indeterrninado; m=factor 
de multiplicación. 
Niveles do probabilidad: a=~=o.os. 
Prueba estadística de una cola. 

Ch(CllicAS) ,Gr(GRANDES) ,Ge(GEMELAS). 
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TABLA VII. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMC (AGUDA) 
EN CELULAS DEL ALA DE Drosophila melanogaster 

COMPUESTO NUMERO DE TIPO DE MANCHA TOTAL 
ALAS 

Ch Gr Ge MANCHA/ALA 
m~2 m=5 m=S m=2 

No. Fr. No. Fr. No. Fr. No. Fr. 

TESTIGO 
NEGATIVO 
SACAROSA 5% 294 62 0.21 13 0.04 5 0.02 80 0.27 

MMC 
o. 3125 mM 78 10 0.13 18 o.os 1 32 0.41· 

0.6250 mM 77 79 

1. 2000 mM 69 91 1.32* 42 0.61+ 12 

+=positivo; -=negativo; ct•=débil positivo; i=indeterminado; rn=factor 
de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: a=~=0.05. 
Prueba estadística de una cola. 

Ch(CHICAS),Gr(GRANDES),Ge(GEMELAS). 
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TABLA VIII. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMCWIT. E 
(AGUDO-CRONICO) EN CELULAS DEL ALA DE 

Drosophila melanogaster 

COMPUESTO NUMERO DE 
ALAS 

TESTIGO 
NEGATIVO 
ETANOL/TWEEN 80 

(3: 1) 

VIT.E 
100 ppm 80 

TESTIGO 
POSITIVO 
MMC 0.6250 mM 77 

MEZCL/\ AG-CRO!l 
MMC/VIT.E 78 
0.6250 mM/100 ppm 

'l1IPO DE MANCHA 

Ch 
m~2 

No. Fr. 

14 0.1.7 

13 0.16 

79 1. 03 .. 

35 o. 45 

Gr 
m=5 

No. Fr. 

o. 01. 

0.03 

38 o. 49d 

18 0.23 

Ge 
m=S 

No. Fr. 

o o.oo 

o o.oo 

o. :i.0 1 

o.04 

TOTAL 

MANCHA/ Al.A 
m=2 

No. Fr. 

15 0.19 

15 0.19 

125 1.62"' 

-56 0.72 

+=positivo; -=negativo; d·=débil positivo; i=indeterminado; m=factor 
de multiplicaci6n. 
Nivelen de probabilidad: a=Jl=0.05. 
Pruabil estad!.sti~a do una cola. 

Ch(CHICAS) ,Gr('?RANDES) ,Ce(GEMELAS). 
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TABLA IX. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMC+B-CAROTENO 
(AGUDO-CRONICO) EN CELULAS DEL .Al.A DE 

Drosophila melanogaster 

COMPUESTO 

TESTIGO 
NEGATIVO 
ETANOL 5% 

B-CAROTENO 
100 ppm 

TESTIGO 
POSITIVO 

NUMERO 
ALAS 

80 

80 

MMC 0.6250 mM 77 

MEZCLA AG-CRON 
MMC/B-C 78 
0.625mM/lOOppm 

DE 

No. 

14 

15 

79 

29 

TIPO 

Ch Gr 
m=2 rn=5 

Fr. Ho. 

0.17 

0.19 

0.37 5 

DE MANCHI\ TOTAL 

Ge l1ANCllA/ ALA 
m=5 m=2 

Fr. No. Fr. No. Fr. 

0.01 o o.oo 15 0.19 

o.os o 0.00 19 0.24 

0.49. 125 l. 62° 

0.06 1 0.01 35 o. 45 

+=positivo; -=negativo; d·=débil positivo¡ i=indeterminado; rn=factor 
de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: a=~=0.05. 
Prueba estadística de una cola. 

Ch(CHICAS),Gr(GRAND~S),Ge(GEMELAS). 
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TABLA X. RESUMEN 

COMPUESTO TRATAMIENTO TIPO DE MANCHA TOTAL 
MANCHA/ALA 

Ch Gr Ge 
m~2 m=5 ID='5 m=2 

No. Fr. No. Fr. No. Fr. No. Fr. 

MMC CROHICO 199 l. 24 273 l. 71 • 95 0.59 567 3. 54+ 
0.6250 = 
MMC AGUDO 79 1.03+ 38 0.49+ 0.10+ 125 l. 62+ 
0.6250 ::iM 

MMC+VIT.E MEZCLA 60 0.75 35 o. 44 0.08 101 l. 26 
CHONICA 

0.6250 :nM/ 100 ppm 

MHC+VI'I. E AGUDO 35 0.45 18 0.23 0.04 56 o. 72 
CRONICO 

0.6250 ~J'./ 100 ppm 

f>fi•tC MEZCI.A 60 0.76 18 0.23 0.04 81 l. 03 
+(J-Cl\ROl'ENO CRONICI\ 
0.6250 -mH/ 100 ppm 

MMC AGUDO 29 0.37 5 0.06 0.01 35 o. 45-
;{3-CAROTENO CRONICO 
0.6250 l:!M/100 ppm 

Ch(Chic.as), Gr(Grandcs), Ge(Gemclas). 
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