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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 evalud, mediante 1la
prueba de mutacién y recombinacién somdtica (SMART) en células
de ala de Droscphila melanogaster, el efecto protector o
antimutigenico de la vitamina E y de los pB-carotenos sobre la
genotoxicidad de la mitomicina-C (MMC).

Se trataron larvas transheterocigdticas mwh +/+ £ir?
de 724 horas de edad. Se realizaron dos tipos de exposicién:
1) tratamiento agudo (6 horas) con el mutdgeno de referencia
(MMC) y la administracién posterior subcrénica de la vitamina E
6 de los B-carotenos y 2) tratamiento subcrénico con una mezcla
del mutigeno de referencia y de cada una de las vitaminas.

Se corrieron los testigos concurrentes respectivos
tanto negativos con los disolventesiempleados (Sacarosa al 5%,
etanol al 5% y etanol-tween 3:1) como positivo con el mutdgeno
de referencia (MMC).

Las concentraciones utilizadas en ambos tipos de
tratamientos fueron 100 ppm para cada vitaminpa y 0.625 mM para
el testigo positivo.

Se cuantificaron la cantidad y 1la frecuencia de
manchas sencillas (chicas y grandes) y gemelas en cada uno de
los lotes experimentales y testigos, encontrandose un efecto
inhibidor de 1las dos vitaminas sobre la genotoxicidad de 1la
MMC, siendo mas efectivos en esta inhibicién 1los @i-carotenos
que la vitamina E en los dos tipos de tratamiento.

De igual manera el presente trabajo también demuestra
la utilidad de la prueba de mutacién y recombinacién somitica
para los andlisis genotéxicos de mezclas de compuestos quimicos
Y en la deteccidén de agentes antinmutagénicos.
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INTRODUCCION

A partir de la década de los 60's en que comenzaron
los estudios sobre los efectos de mutdgenos quimicos se ha
mostraco, en diferentes organismos experimentales, due existen
numerosos agentes quimicos en el ambiente que poseen una
potente actividad mutagénica, los cuales se encuentran entre
las sustancias empleadas como aditivos de alimentos,
cosmétizos, medicamentos, pesticidas e incluso entre los
contaminantes ambientales (De Serres, 1979).

La presencia de estos compuestos en el medio es
importante por el riesgo genético que representan, puesto que
el dafio que se le pucde ocasionar a un individuo a través de la
induccidn de mutaciones génicas y aberraciones cromosémicas en
las calulas somaticas podria causar el desarrollo de céncer
(Fig.1) ‘Loprieno, 1980; De Flora y Ramel, 1988) o bien mediante
la produccién de mutaciones génicas y aberraciones cromosémicas
en células germinales, afectar a las futuras generaciones ya
que se producen alteraciones heredables (Loprieno, 1980)
(Fig.2)

Un aspecto de mayor preocupacién en cuanto a la

exposicién humana a estos agentes es la alta correlacién gque se



ha encontrado entre la actividad mutagénica y la carcinogénica
(Ames ‘et al. 19;3; Ames, 1979; De Serres, 1979; Maron y Anes,
1983).

La producciédn de dafo genético en células somiticas
(carcinogénesis) o en cé&lulas germinales (mutagénesis) -esti
determinada por muchos factores, a saber:(Fig.3)

- Ruta de administracién, forma de aplicacién, tasa
de adsorcidn, distribucién y eliminacién.

- Blotransformacién (activacién metabdlica Yy
desactivacion).

- El1 tipo de interaccidn con el ADN (radicales
libres, intercalacién electrofilica).

- Tasa de reaccién con el ADN y otras biomoléculas.

- Tipo y distribucidén de aductos del ADN.

- Participacién de dafio - secundario al ADN
(ligamientos cruzados, sitios apuriniceos).

-~ Reparacién del ADN (sujeta a error, libre de error
o falta de.reparacién).

- Tasa de divisién celular.

- Expresién del dafo genético.

- Tiempo transcurrido entre el tratamiento y el
efecto genético.

Estos procesos estédn influidos por una. variedad de
pardmetros quimicos tales como: ‘

- Lipofilicidad.

- Factores estéricos.



- Interaccidn con enzimas.

- Reactividad absoluta y relativa.

- Actividad éptica.

~ Mono o multifuncionalidad. (Zijlstra, 1987; Waters
et al. 1990).

También se ha reportado gue la dieta humana contiene
gran variedad de mutigenos y carcindégenos naturales, de los
cuales - algunos pueden actuar mediante la generacién de
radicales libres, pudiendo funcionar come iniciadores enddgenos
de procesos degenerativos tales como dafic al ADN, mutacién y
promocién, los cuales estAn relacionados con el céancer, las
enfermedades del corazén y el envejecimiento (Ames, 1983; cCarr,
1985) .

Debido a la alta incidencia de céancer, la
investigacién acerca de los agentes gue puedan combatirlo se ha
ido incrementando, de modo que en la actualidad se utilizan
una gran variedad de sustancias en la quimioterapia del cédncer,
incluyéndose entre ellas antimutdgenos y anticarcinégenos
naturales (Awmes, 1983; Carr, 158%5).

Entre los diferentes tipos de agentes antitumorales
se- encuentran:

a) Agentes alquilantes.- La mayoria 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 accién es mediante

su interaccién con la informacién genética de la célula, es
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decir alquilan el ADN. La actividad biolégica de los grupos
alquilantes est&l determinada tanto por su reactividad quimica
como por la naturaleza de la estructura transportadora
(aminodcidos, péptidos, carbohidratos, esteroides y compuestos
heterociclicos) (Stock, 1970; Hellman, 1972; Kupchan, 1974;
Sainsbury, 1979; Ames, 1983; Carr, 1985).

Dentro de este grupoe se encuentran compuestos gue
reaccionan directamente una vez introducidos en el cuerpe o
bien aquellos que son inicialmente inactives, pero gque 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).

c) Hormonas.- Se ha descrito gque 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 cancer de mama, endometrio y cancer de prbéstata
(Stock, 1%70).

d) Enzimas.- En 1953 se reportd que el suero de cuyos
causa la regresién o inhibicién de ciertos tipos de linfomas de
rata y ratén. El material activo fue la L-asparaginasa. En la
actualidad ésta enzima es producida en gran escala a partir de

fuentes bacterianas y es Gtil en el tratamiento clinico de la
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leucemia aguda. Su actividad aparentemente se debe a 1la
destrucecién de la asparagina. Los experimentos con animales de
laboratorio han demcstrade que es poco téxica, selectiva e
inocua, aunque también se ha observado resistencia a 1la
enzima (Stock, 1970; Hellman, 1972; Pratt y Ruddon, 1979).

e) Antibiéticos.- Los antibidticos antitumorales
difieren de los utilizados contra las bacterias en gque 1los
primeros son marcadamente téxicos para las células de
mamiferos. Generalmente actdan en un punto espécifico del ciclo
celular (metafase), aunque muestran miltiples efectos
bioquircicos, los cuales incluyen la interferencia con 1la
sintesis 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
rvosea), tienen propiedades antileucémicas en el ratén (Pratt y
Ruddon, 1979).

Actualmente la vinblastina y la vincristina Jjuegan
un papel importante en el tratamiento de leucemias, linfomas,
cdncer de mama y melanoma maligno (Carter y Livingston, 1976).

La induccién de tumores por compuestos quimicos en
animales se considera un proceso de pasos miltiples y que
requiere del factor tiempo para manifestarse.

Muchos de los carcinégenos que han sido probados se
modifican quimicamente por el tejido para adquirir una forma
reactiva (activacién metabélica), antes de que puedan ejercer

su carcinogenicidad. Especialmente los compuestos lipofilices



son extensamente metabolizados a través de enzimaé oxidantes
que introducen grupos hidroxilo en la molécula, ya sea mediante
insercién directa de un &tomo de oxigeno en un enlace C~-H & a
través de epoxidacién de un enlace insaturado seguido por
hidrélisis espontdnea o enzimidtica. La oxidacién de esos
compuestos da c¢omo resultado metabolitos con una mayor
solubilidad en agua con 10 cual se hace mds facil su excrecidn
(Fig.4), sin embarge los productos 1lipofilicos tienden a
acumularse en el cuerpo en tejlidos ricos en grasas.

Esa activacién metabblica puede requerir varios pasos
y provocar un producto electrofilico que se une covalentemente
con macromoléculas criticas como el ADN.

Después de un tiempo variable la célula alterada
expresa nuevas caracteristicas fenotipicas que resultan en un
patrén de crecimiente diferente, los eventos bioguimicos
mediante los cuales ésto sucede son desconocidos, sin emhargo
las interacciones de una célula con un carcinégeno pueden estar
influidas en principio, por una variedad de factores
nutricionales.

Las oxidasas microsémicas de funcién mezclada
constituyen un sistema que posee muchas de las enzimas capaces
de activar carcinégenos a su forma reactiva. Este sistema
enzimdtico estad localizado en el reticule endoplasmico de 1la
célula vy convierte frecuentemente a los carcinégenos
lipofilicos en compuestos m&s hidrofilicos con lo cual pueden

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

El tipo de dieta puede influir en la ocurrencia,
dosis y exposicién a carcindgenos (Hayatsu et al. 1988), por lo
que los constituyentes de la misma pueden modular la actividad
de enzimas activadas por carcindgenos (Carr, 1985).

Los seres humanos poseen varios mecanismos de
defensa para protegerse contra mutagenos, carcinégenos y otras
sustancias toéxicas, entre ellos se encuentran:

1) Eliminacién sin cambios (aire expirado, orina,
heces, sudoracién, vémito, ufas, pelo y leche).

2) Modificacién de 1la estructura haciéndola mis
soluble en agua para facilitar la excrecién por via urinaria.

3) cambio de la estructura para su desintoxicacién.

4} Descamacién de las capas superficiales de la piel,
estémago, cérnea, lntestinos y colon (Norton, 1975).

Entre las defensas mds importantes estdn aquellas
contra radicales oxfigeno y peroxidacién de los lipidos (Fig.6)
gue son los mayores contribuyentes de dafio al ADN. Las fuentes
endégenas principales de radicales oxigeno son los peréxidos y
los superdxidos generados como producto del metabolismo.

En la actualidad se estd expuesto a oxidantes tanto
de origen endégeno como exégeno, los dgue contribuyen al
desarrollo o exacerbacién de muchas de las enfermedades gque
agquejan a los seres humanos y que estadn asociadas con el
envejecimiento, incluyendo cancer, ataques al corazdn,

artritis, fracturas oseas y cataratas (Cerrutti et al. 1983;




Cerrutti, 1985; Frei et al. 1988).

Las fuentes endSgenas de este tipo de compuestos
incluyen 1la- respiracién mitocéndrica, enzimas tales como
lipoxigenasas y oxidasa xantina y el sistema NADHP
oxidasa/mieloperoxidasa de los fagocitos (Frei gt al. 1989).
Algunas fuentes exégenas de oxidantes son los constituyentes de
la dieta, la radiaciébn U.V., los gases radioactives y los
contaminantes ambientales, como el hume de los vehiculos
automotores y el del cigarro (Ames, 1983).

El plasma humano estd dotado de una variedad de
mecanismos antioxidantes de defensa, entre ellos se encuentran:
varias moléculas pequefas algunas de las cuales son productos
del metabolismo como la bilirrubina y 1los uratos (DeLa'nge Y
Glazer, 1989), albGmina, ascorbate, y a-tocoferol, se ha
sugerido asi mismo que los grupos sulfhidrilo de las proteinas
contribuyen significativamente a 1la capacidad antioxidante del
plasma (Wayner et al. 1987), aungue su oxidacién podria causar
dafio oxidante dependiendo ~de 1la proteina afectada. La
transferrina y 1la ceruloplasmina son consideradas también
antioxidantes porque atrapan metales de transicién evitando que
éstos participen en reacciones de radicales libres.

Muchas enzimas protegen a las células del dafo
oxidante entre otras la super6xido desmutasa extracelular, 1la
glutatién peroxidasa dependiente del selenio, la diaforasa D.T.
y la glutatién transferasa (Ames,1983; Karlsson y Marklund,

1987; Maddipati y Marnett, 1987).



~9-

Ademd&s la incorporacién dentro de la dieta de
antioxidantes naturales es un aspecto importante gue favorece
los mecanismos de defensa del cuerpe contra los agentes
oxidantes sean naturales o no. Varios de ellos estan siendo
identificados como antimutdgenos y anticarcinégenos (Ames,
1983; De Flora y Ramel, 1988) (Fig.?7 y tabla 1)

El término antimutdgeno se utilizé originalmente para
describir aquellos agentes que reducen la frecugpcia o la tasa
de mutaciones inducidas o espontdneas, independientemente de
los mecanismos involucrados (Novick y Szilard, 1952).

Los mecanismos de inhibicién de la mutagénesis y de
la carcinogénesis son muy variados y dependen de la etapa en
gue .intervienen durante el proceso mutagénico y carcinogénico,
de los patrones de modulacién, de las estrategias de defensa
del huesped Yy que incluyen agquellos que actian
extracelularmente (Ramel, 1986) también 1llamados por Kada et
al. (1982) desmutdgenos y cuya actividad se puede encontrar a
diferentes niveles, a saber:

— Inhibiendo la entrada de los mutidgenos o de sus
precursores.

- Inhibiendo la formacidén endégena de mutdgenos

- Desactivando mutdgenos.

Hasta los que  pueden actuar intracelularmente
(Ramel, 1986), siendo éstos los antimutéagenos o
bioantimutigenos (Kada et al. 1982) cuyos necanismos pueden ser

los aiguientes:
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- Modulando el metabolismo.

- Bloqueando moléculas reactivas,

- Modulando la replicacién del ADN o la reparacidn.

E incluso actuando sobre células neoplésicas
injiciadas 1llamados entonces agentes supresores (Wattenberg,
1981), cuya accién puede ser mediante:

- Modulacién de la promocién tumoral.

- Modulacién de la progresién tumoral.

Sin embargoe es necesario mencionar gque existen
antimut&genos y anticarcinbgenos gque actdan a través de
mecanismos mGltiples, abarcando un amplio rango de niveles de
intervencién (De Flora y Ramel, 1988).

Entre los diferentes antiﬁutégenas y anticarcinégenos
se han reportado a las vitaminas A,C,D y E, asi como a los.
B-carotenos (Lai et al. 1980; Ames, 1983; cCaryx, 1985; Ong et
al. 1986; De Flora y Ramel, 1988; Ong et al. 1989).

Asimismo las vitaminas A y E y 1les retinoides son
clasificados como agentes supresores de cancer (De Flora y
Ramel, 1988).

El- términc vitamina es aplicado a un grupo de
sustancias orgénicas que participan en cantidad muy pequefia en
las funciones normales de las células, las cuales no puaden ser
sintetizadas por algunos organismos y por ello deben obtenerlas
de- la dieta (Leghninger, 1985) por 1o cual se han llamado
factores alimenticios accesorios (Devore y Muiioz-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 Bi, Bz, &cido
nicotinico, &cido pantoténico, Bs, bjiotina, &cido félico, Biz,
y la €, casi todas tienen funcién de coénzimas.

A las liposolubles pertenecen las vitaminas A,D,E y K, sus
funciones bioguimicas no son bien conocidas.

La vitamina E se forma bioldgicamente a partir de
unidades de iscpreno, est& constituida por 10 menos por tres
tipos, los a, B y 7 tocoferoles, de 1los cuales el mis
importante es el «-tocofszrol gque es un fenol altamente
lipofilico (Fig.8) y que se oxida rapidamente a a-tocoquinona y
a tocoferonolactona (Mirvirsh, 1986) (Fig.9). Los tocoferoles se
encuentran en los aceites vegetales y son especialmente
abundantes en el gérmen de trigo, maiz, aceites de algoddén y
palma, en las hojas de lechuga, espinacas, herros y en la yema
de huevo, su biosintesis se muestra en la figura 10. ‘

La concentracién diaria recomendada por el cConsejo de
Alimentos y Nutricién de la Academia Nacional de Ciencias de
EUA es de B mg de a-~tocoferocl para mujeres y de 10 mg para
hombres (Bieri et al. 1983).

La absorcién en humanos depende de su capacidad para
digerir y abscrber a las grasas por le cual la bilis es
esencial para su absorcién (Gallo-Torres, 1970).

Los tocoferoles esterificados son hidrolizados en el
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intestino y fGnicamente los tocoferoles libres aparecen en la
linfa (Blomstrand ¥y Forsgren, 1968) . El tocoferol es
transportade a la circulacién por gquilomicrones en donde
répidamente se equilibra con lipoproteinas del plasma,
principalmente aquellas de baja densidad. El tocoferol
circulante se acumula lentamente en los tejidos y aungue no
existe un érgano de depositacién de la vitamina E, en términos
de cantidades absolutas, el tejido adiposo, el higado y el
misculo contienen la mayor parte (Bieri et al. 1983}.

La deficiencia en tocoferol provoca varios trastornos
entre ellos la degeneracidén del higado y alteraciones en las
funciones de 1las membranas, en ratas produce esterilidad,
necrosis hepatica, distrofia muscular y fragilidad eritrocitica
(Bieri et al. 1983; Mirvish y Laughlin, 1986).

La accién bioguimica de la vitamina E es basicamente
antioxidante, participa muy activamente en la prevencién de
ataques destructives del oxfgeno sobre los lipidos de las
membranas celulares (Devore y Mufioz-Mena,l974; Summerfield y
Tappel, 1984; Leghninger,1985; Lieber et al. 1986; Dean y
Cheeseman, 1987) se considera que la vitamina E eg la
principal atrapadora de radicales libres y peréxideos lipidicos
de las membranas, por ello ha sido usada clinicamente para
tratar una gran variedad de enfermedades relacionadas con la
oxidacién (Mirvish,- 1986). .

La vitamina E disminuye tanto el dafio cardiaco como

la carcinogenicidad de las guinonas, de la adriamicina y de la
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daunomicina gue al parecer es provocado por la generacién de
radicales libres (Ames, 1983; Bieri et al.1983). También inhibe
la agregacién de plaquetas in vitro (Steiner y Anastasi, 1976).
Corrigan (1982) reporta que concentraciones altas de vitamina E
pueden reducir la absorcién intestinal de las vitaminas A y K;
el a-tocoferol tiene un efecto antagénico sobre la funcién de
la vitamina K el cual se da sobre la formaciédn de protrombina.

La vitamina E ha sido efectiva en la reduccién de
aberraciones cromosémicas inducidas en plantas y animales por
cromo y por radiacién jonizante (Alekperov, 1976; Alekperov y
Akhundova, 1974; Gebbhart et al. 1985; Borek et al. 1986} ¥y en
cultivos celulares de mamiferos gque fueron tratados con
dimetilbenzatraceno (Shamburger gg al. 1973) ¥y con cromo
(Sugiyama et al. 1989, 1921), asi como en la disminucién de las
mutaciones inducidas en el locus HGPRT (Sugiyama et al. 1991).

Estudios con animales de laboratorio han mostrado que
dosis por arriba de 1la usual refuerza la proteccién contra
varios agentes quimicos téxicos, incluyendo metales como la
plata, el mercurio y el plomo (Horwitt y Mason, 1972) o
compuestos hepatotdxicos como el tetracloruro de carbono, el
benceno, el cresol y alqunas drogas (Plaa y Witschi, 1976).

En Salmonella el tratamiento con tocoferocl reduce la
frecuencia de mutaciones por corrimiento del marco de lectura,
adiciones y deleciones, inducidas por malonaldehido vy
f-propiolactona (Shamburger et al. 1979)

En Drosophila melanogaster se ha observado la
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reduccibén dristica de letales recesivos ligados al sexo, al
tratar a hembras con medic al que se le ha ahadido tocoferol
{Beckman et al. 1982).

Fonck y Konings (1978) sugieren un posible papel de
la vitamina E en los procesos de reparacién del ADN ademads de
su efecto antioxidante.

También se ha reportado que tiene accién
anticlastogénica en cultivos de linfocitos humanos tratados
con trenimon y ciclofosfamida (Shamburger et al. 1973;
Alekperov, 1976; Smalls y Pettersen, 1982; Gebhart et al. 1985)
Y en células de mamifero inhibe significativamente algunos
tipos de aberraciones cromosémicas inducidas por sulfuro de
niquel (Lin gt al. 1991). '

Haber y Wissler (1962) describen la inhibicién de 1la
actividad carcinogénica del metilcolantreno en ratones tratados
con a-tocoferol, también ha mostrado ser un fuerte
inhibidor de las reacciones de nitrosacién por lo cual puede
afectar directamente la carcinogenicidad de cempuestos
N-nitrosos ya preformados e incluso puede alterar la formacién
de los mismos y de otros carcin6genos como los hidrocarburocs
arométicos policiclicos (Mirvish, 1975, 1986).

De igual manera se han reportado efectos protectores
contra el dafic provocado por radiacién- y contra la
mutagenicidad vy la carcinogenicidad inducida por la
dimetilhidrazina {Ames, 1983).

Ip (1985) encuentra que la vitamina E cuando se
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administra simultaneamente con selenio es anticarcinogénica. El
efecto primario de dicha vitamina sobre la carcinogénesis puede
ser una consecuencia de su accién a nivel de la promocién,
notandose ademés efectos aditives cuando se emplea vitamina E,
glutatién y triéxido s6dico de selenio (Naz2Se03) (Perchellet et
al. 1985, 1987).

L.os A-carotenos son compuestos terpénicos de origen
vegetal, formados por moléculas de isopreno, son basicamente
tetraterpenos isdmeros del licopeno (Fig.11).

Son sustancias pigmentadas muy probablemente debido a
los dobles enlaces conjugados gue contienen, se han encontrado
en hojas de vegetales verdes, en la zanahoria, en flores y
frutos rojos y amarillos, en la leche y en el suero sanguineo
{Devore y Mufioz~Mena, 19%74; Raj y Katz, 1985}).

Los carotenoides son sintetizados en plantas vy
microorganismos- a partir de acetil-coenzima-A por una serie
de reacciones de condensaci6én bien definidas (Spurgeon ¥y
Porter, 1983), como se muestra en las figuras 12 y 13.

El p-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 et al. 1981}).

Glovex (1960} indica que pueden ocurrir dos
reacciones oxidantes, una en el doble enlace cgntral 15,157
{divisién central) y la otra en 1 6 mas de los‘T otros dobles
enlaces (divisién excéntrica), de éstas dos posibles vias la

mas aceptada es la de la divisién central, la cual da como
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resultado dos moléculas de retinal, la enzima que lleva a cabo
dicha reaccién es la B-carotencide 15,15’ dioxigenasa (Figs.14
y 15).

La mayoria de los carotencides ingeridos por los mamiferos
no son precursores de vitamina A (Allen, 1989). Se ha
demostradc gque varios factores afectan el metabolismo y la
excrecién de los fB-carotenos, por ejemplo: . la diabetes,
enfermedades de la tiroides y la anorexia nerviosa.

La Organizacién Mundial de la Salud, recomienda que
la ingesta diaria de B-carotenos para un adulto de 70 kg debe
ser de 350 mg/dia, la deficiencia de é&stos puede causar
xerolftalmia, gqueratomalacia y ceguera (Peto et al. 1981).

Los @-carotenos son antioxidantes y representan un
factor importante en la proteccidén de la grasa corporal y de
los lipidos de la membrana contra la oxidacién. Los
carotenoides son atrapadores de radicales libres y eficientes
represores de oxigeno molecular, gue es una forma muy reactiva
de oxigeno, el cual es mutagénice y particularmente eficaz para
producir peroxidacién de los lipidos (Parcker et al. 1981; Peto
et al. 1981; Krinsky y Deneke, 1982; Ames, 1983; Burton e
Ingold, 1984).

Los carotencides pueden clasificarse en 4 tipos de
acuerdo con su accién biolégica

1. Activos biolégica y nutricionalmente (B-carotenos).

2. Activos bioldgicamente, pero nutricionalmente

inactivos, por lo menos en mamiferos (cantaxantina),
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3. Biolégicamente inactivos pero nutricionalmente
activos (B-apo-14' carotenal).

4. Inactivos biolégica y nutricionalmente ({(fitoeno)’
(Allen, 1989).

El plasma humano contiene una mezcla compleja de
carotenoides estructuralmente diversos, entre ellos:
a-caroteno, pB-carotenos, licopeno, criptoxantina y luteina,
encontrandose una variabilidad interindividual significativa en
las concentraciones de éstos (Xldui y Bauernfeind, 1981), los
cuales ademds parecen ser transportados er el plasma humano
exclusivamente por lipoproteinas, principalmente de baja
densidad.

En cuanto a los sitios cuantitativamente més
importantes de dep6sito de carotenoides en el ser humano estén
el tejido adiposo y el higadeo, siendo é&stos los mismos gue se
encuentran en el plasma e incluyen: luteina, criptoxantina,
zeinoxantina, licopeno, a-caroteno, f-caroteno y 3 & 4
carotenoides polares no identificados {(Allen, 1989).

Mathews~Roth (1975 y 1982) reporta la presencia de
carotencides en las membranas de eritrocitos y leucocites. Los
f-carotencs pueden reforzar la respuesta inmune en animales
tratados tanto in vivo como in vitro (Bendich, 1989).

Entre las plantas, los carotenos parecen ser la
defensa principal contra el oxigeno molecular gque Se genera
come producte de la interaccién entre la luz y la clorofila

(Peto et al. 19383).
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Los carotenoides han mostrado ser anticarcinégenos en
ratas y ratones y pueden serlo en los seres humanos, ya que han
sido wutilizados en el tratamiento de algunas enfermedades
genéticas, tales como las porfirias en las que existe una
marcada fotosensibilidad debida a 1la formacién de oxigeno
molecular (Ames, 1983).

Estudios epidemiolégicos han demostrado dque la
ingesta diaria de vitamina A, incluyendo f-carotenos esta
asociada con una disminucién del riesgo de presentar céncer en
humanos (Hirayama, 1979; Mettlin et al. 1979; Peto et al. 1981;
Shekelle et al. 1981; Kvale et al. 1983; Stich et al. 1985).
Asi mismo se ha mostrado que bajos niveles de f-carotenos en el
suero o en el plasma est&n asociados con el desarrollo de
cancer de pulmén; relaciones de éste tipo se han descrito
también para céncer de estémago y de mama aungue no en forma
tan concluyente come para el cincer de pulmén (Ziegler, 1989)

Se ha reportado actividad antitumoral en ratones y
ratas (Epstein, 1977; SantaMaria et al. 1981; Mathews-Roth,
1982; Mathews-Roth y Krinsky, 1985; Manoharan y Bannerjee,
1985) .

Stich et al, (1984, 1985) muestran la disminucién
significativa de microniclecs, en individuos mascadores de
tabaco a los que se les administra en su dieta g-caroteno
durante nueve semanas.

También se ha mencionado la actividad inhibidora del

p-carotenc sobre rompimientos cromosémicos inducidos por



-19-

benzo(a)pireno y mitomicina-C en médula &sea de ratén (Raj y
Katz, 1985),y 1la reduccién de intercambios de cromatidas
hermanas en células de ovario de criceto sujetas a especies
activas de oxigeno (Weitberg et al. 1985).

En animales de laboratorio, Alam y Alam (1987)
encontraron una disminucién en el ndmero de tumores de
glandulas salivales inducido por dimetil benzatraceno y Temple
y Basu (1987) demuestran la proteccién de los p-carotenos
contra la induccién de céncer de colon por agentes quimicos.

Se ha sugerido gque los efectos de los pa-carotenos
sobre la carcinogénesis, pueden ser mediante la interferencia
en la fase de promocidén del cancer (Krinsky, 1989) ya que con
frecuencia prolonga el perfodo de latencia (Dorogokupla et al.
1973; Rieder et al. 1983). Peto et al. (1981) proponen sin
embargo, que el efecto protector se produce sobre los Gltimos
estados de la progresién neoplisica y en el proceso final del
crecimiento tumeral.

Entre los agentes antitumorales ya se han mencionado
a los antibidticos, uno de ellos es la mitomicina-C, aislada de
Streptomyces caesipitosus que se emplea frecuentemente en la
quiniocterapia

Las mitomicinas son sustancias badsicas coloreadas que
forman placas o cristales en aguja de color rojo-violeta.

Este tipo de antibidtico representa el primer ejemplo
de la formacién por un sistema microbiano- de un grupo

azfridina, el sistema de anillos indol-pirrol (1,2,« )}, una



-20-

aminobenzogquinona y una pirrolizina. El nficleo comGn de 1la
mitomicina es llamado mitozano, la mitomicina-C se emplea en el
tratamiento de adenocarcinomas de estémago, pancreas, pulmones,
cuello uterino, de la leucemia mnieloide crénica y en 1la

enfermedad de Hodking, asi como profiladctico después de la

cirugia o de la irradiacién de sarcomas, epiteliomas y
carcinomas de origenes variades (Adler, 1981; sSalmon vy
Sartorelli, 1990). Se usa como testigo positive en muchas

pruebas tales como las bacterianas y los cultivos celulares de
linfocitos, fibroblastos, etc en donde actta como agente
alquilante monofuncional.

La mitomicina-C (MMC) requiere ser activada antes de
que pueda funcionar como agente alguilante bifuncional
(cross-linker) (Adler, 1981). El1 proceso de activacién es
mediado por la enzima citocromo c- reductasa-NADPH, se reduce a
su derivade hidroguinona por una de las enzimas
pertenecientes al grupo de quinonas reductasas (diaforasas),
esto facilita una protonacién del nitrégeno aziridina
promoviendo la algquilacidn intracelular de centros
nucleofilicos (Fig.16), el proceso de activacién puede ser
revertido por 02 (Pan et al. '1984; Keyes gt al. 1984; Marshall
¥ Rauth, 1986).

La mitomicina-C es soluble en agua e inestable en
condiciones ligeramente &Acidas. La molécula activada de MMC
inhibe la sintesis de ADN en organismos susceptibles y conduce

a rompimiento extenso del ADN in vitro. A niveles altos de MMC
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se suprime la sintesis del ARN y de las proteinas. La MMC actia
como un agente alguilante mono o bifuncional, produciendo
ligamientos 6 enlaces cruzados DNA-DNA & DNA-proteinas o
uniéndose a una base sencilla del ADN por alquilacién del o° de
la guanina, también se pueden producir monoaductos en el ADN,
proteinas alquiladas y especies citotéxicas de oxigeno. Se ha
visto gque la toxicidad de la MMC se incrementa en las células
hipéxicas in vitro (Kennedy et al. 1980; Marshall y Rauth,
1986) (Fig.17).

En E, coll cepa K-12 tratada con MMC el ADN dque ha
sido ligado de manera cruzada o alquilado monofuncionalmente es
reparade por un proceso que involucra 1la escisién de 1los
residuos alquilados de guanina, proceso que estd bajo el
control de los genes uvr (Schewe et al. 1971).

Los efectos de 1la MMC han sido evaluados en
diferentes sjistemas de prueba (Mayer y Flam, 1975), a saber:

- En bacterias produce mutaciones génicas.

~ En hongos provoca no disyuncién, pérdida
cromosdémica, recombinacién mitética y conversién génica.

- En plantas induce aberraciones cromosémicas, no
disyuncién y. pérdida cromosémica.

~ En células de mamifero y en mamiferos completos
provoca muerte celular, mutaciones génicas, aberraciones
cromosémicas e inter;:ambio -de cromdtidas hermanas.

Los efectos de 1la MMC h;n sido extensamente

estudiados en aisbos sexos de Drosophila, en las hembras produce
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mutaciones letales recesivas ligadas al sexo en ovocitos
inmaduros y ovogonias, pérdida del cromosoma X, asf como varios
tipos de intercambios entre cromosomas no hombélogos.

En machos tratados, se han reportado mutaciones
letales recesivas ligadas al sexo en todos los estadios de 1la
espermatogénesis e intercambios en espermatocitos Yy
espermatogonias. No induce "recombinacién" en regiones
centroméricas de espermatogonias pero si tiene &ste efecto en
las células en divisién mitética (Vogel et al. 1981).

También se ha estudiado el efecto de la MMC sobre
células somdticas (ala) de Drosophila, con resultados positivos
(Graf et al. 1984).

Por todo ello, la MMC ha sido empleada como un
mutédgeno modelo o de referencia.

Drosophila melancgaster ofrece numerosas ventajas,
que la hacen el sistema de prueba animal més répido, versatil y
eficiente (2immering, 1975), entre ellas estdn que es el
eucarionte mejor conocido desde el punto de vista genético, su
mantenimiento es relativamente econémico, se pueden obtener
poblaciones grandes en espacios reducidos, su ciclo de vida es
corto (10 dias, figura 1B), posee activaci6bn metabélica gracias
a la presencia de un paquete enzimdtico en el reticulo
endoplasmico muy semejante a la fraccién nicrosémica S5-9 del
higado de mamiferos, la cual es capaz de activar o degradar
promutidgenos (Zimmering, 1975; Vogel y Sobels, 1976; Baars et

al. 1980; Zijlstra, 1984). Los compuestos se pueden administrar
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por diferentes rutas de exposicidn, adends de que permite la
deteccidn de virtualmente todos los eventos genéticos
inducidos:

~ Sustitucidn de pares de bases en el ADN.

- Mutaciones génicas o puntuales con efectos
deletéreos,

- Delecciones pequefias gque seran transmitidas como
amorfas.

- Duplicacienes pequefias que gerieran inestahilidad
durante la replicacidén,

- Rearreglos cromosémicos gruesos tales como
invers:iones y translocaciones,

- No disyuncién.

- Recombinacidn en las células germinales y en las
somiticas.

- Transpesicién de elementos cromosdmicos insercio-
nales (genes maltarines).

Estos eventos genéticos pueden ser detectados en el
tejido gonadal, donde dan lugar a progenie mutada © en células
somiticas donde producen clones alterados que aparecen como
mosaicos celularesz (Zijlstra, 1987).

En. la actualidad se han implementado un gran nQnero
de sistemas de cruza con marcadores genéticos apropiados, entre
los cuales se encuentran la prueba de mutacidén y recombinacidn
somdtica (SMART) gue tiene valores wds altos de sensibilidad

(0.75-0.78) y «cnpecificidad (0.83-0.86) que la de letales
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recesivos ligados al sexo (SLRLT) (0.33-0.79 b4
0.50-0.73, respectivamente) cuando se evalGan compuestos de
grupos gue no son agentes alguilantes (Vogel, 1987; Graf y
Wirgler, 1988; Vogel y Szakmary, 1990). Mediante esta prueba se
han obtenido resultados positivos de mutdgenos que abkarcan gran
variedad de clases quimicas no relacionadas, incluyendo un gran
nGmero de promutdgenos (Wlrgler y Vogel, 1986).

Los ensayos de mutacién y recombinacién somdtica se
basan en la generacién de moscas con un gehotipo tal que un
evento mutagénico en una célula somatica,. conduce a un cambio
genotipico que se manifiesta fenotipicamente en todas las
células que se derivan de la célula madre mutante, lo
que conduce a la formacién de un clon {Vogel y Szakmary, 1990}.

Auerbach (1945) y Becker (1966) ya habian detectado
la aparicidn de mosaicos o manchas (clones) en la cuticula de
los adultos, al exponer a larvas heterocigéticas para
marcadores fenotipicos a diferentes mutdgenos (BecKer, 1975,
1976). Basados en tales observaciones, Mollet y Wlrgler (1974)
sugieren el uso de células somiticas de Drosophila para probar
mutégenos. En individuos heterocigotos para mutaciones
marcadoras visibles, clertos eventos genéticos pueden conducir
a la pérdida del alelo silvestre opuesto a la mutacién
marcadora, con 1la subsecuente expresién del alelo marcador
recesivo en las células resultantes gue formardn por divisiones
celulares sucesivas un clon, la pérdida del alelo dominante

puede ocurrir por diversos mecanismos: mutacién, deleccidén o
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recombinacién mitética (Graf et al. 1983).

En las larvas se presentan dos tipos de linajes
celulares diferentes: 1) 1las células larvarias que estan
determinadas genéticamente y que formar&n el cuerpo de la
larva, éstas células fGnicamente crecen en tamafio pues su
capacidad de divisién se ha perdido y 2) las células de los
discos imagales, 1los cuales se presentan en las larvas a
wanera de pequefios sacos, y cuyas células constituirdn casi
todas ias estructuras externas y parte de las estructuras
internas del adulto, é&stas no estidn involucradas en la
formacién del cuerpo de la larva (Wilkins, 1985, 1986).

Los discos imagales crecen por divisiones mitéticas a
lo largo de los tres estadios por los que pasa la larva hasta
alcanzar la condicién de prepupa, momento en el cual se dan las
Gltimas divisiones mitéticas, el siguiente paso serda 1la
diferenciacién celular (metamorfosis) dando origen a las
estructuras del imago o adulto (Garcia-Bellido y Merriam, 1971)
(Fig.19}. El térax se origina por la combinacién de varios
discos imagales. Las extremidades, los ojos, las antenas, las
alas y el aparato genital se diferencian a partir de su
respectivo disco imagal que sufre una histogénesis durante el
desarrollo de la pupa {Demerec, 1965; Wilkins, 1986).

51 durante este proceso se induce una alteracién
heredable en cualquiera de las células imagales, ésta originaréd
una estirpe celular con la misma caracteristica- alterada dando

lugar a un clon que serd observadeo come una mancha en 1la
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estructura imagal correspondiente, si se emplean los marcadores
fenotipicos adecuados.

Se han desarrollado varios protocolos que usan dos
tipos de discos imagales a saber:

1) HManchas en ojo con los marcadores "white-zeste”
{Rasmuson et al. 1978), los marcadores "white- white coral"
(Becker, 1966) & con los marcadores "white' y silvestre.

2) Otro protocolo es el que usa los discos imagales
mesotordcicos dorsales los cuales dar&n origen al mesonctum del
seqgundo segmento toracico gue incluye el ala, la cual se
considera una estructura cuticular, mds no un apéndice. Las
alas estén constituidas por dos monocapas celulares de tejido
epitelial, cada una se desarrolla de manera independiente. Las
alas presentan tanto cetas como tricomas, é&stos Gltimos son
unicelulares (Demerec, 1965), mientras gue las cetas o cerdas
se forman de cuatro células, dos de ellas de caridcter nervioso,
por ello se consideran como orgé&nulos (Wilkins, 1986).

Puesto que se han detectado Y caracterizado
mutaciones gue alteran la diferenciacién final de las células
gue daran origen a los tricomas en Drosophila melanogaster, es
posible utilizarlas como marcadores fenotipicos (Garcla-Bellide
Yy Dapena, 1974; Graf et al. 1983).

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

1} La correlacién entre la actividad mutagénica y

carcinogénica de los agentes quimicos ha generado mucho interés
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en la actividad genot6xica de éstos en células somaticas. En
Drosophila, aproximadamente el 85 % de los carcindgenos
ensayados son mutagénicos en células germinales (Vogel et al.
1980) .

2) No s6lo la actividad mutagénica sino también la
recombinogénica de los compuestos quimicos es ahora discutida
con relacién a la carcinogénesis (Cairns, 1981; Radman Yy
Kinsella, 1980).

3) La larva de Drosophila posee actividades
metabdlicas gque le permiten activar a una gran variedad de
agentes xenobiéticos.

4) Un sistema de prueba que emplea tejidoe alar es
ventajoso porgue so pueden realizar preparaciones permanentes,
lo cual hace posible la verificacién y la ratificaci6n de
resultados. Otra ventaja m&s, comparada con el sistema de ojo
es la posibilidad de almacenar a las moscas tratadas en alcohol
al 70 % para el montaje posterior de las alas. Ademds cada
disco imagal expuesto contiene cientos de c¢élulas blanco

expuestas al genotéxico (Graf et al. 1984).
OBJETIVOS

1) Analizar mediante 1la prueba .de mutacidén y
recombinacién somitica en cé&lulas del ala  de Droseophila
melanogaster, los efectos protectores de la vitamina E y de los

B-carotenos sobre la genotoxicidad de la MMC.
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2) Vvalorar la capacidad de la prueba de mutacién y
recombinacién somitica (SMART) para detectar mezclas de
compuestos (mutAgenos y antimutigenos) mediante dos tipos de

tratamientos diferentes.
HIPOTESIS

si la vitamina E y los f-carotenos son antimutégenos,
enténces inhibiran la frecuencia de mutaciones inducidas por la

mitomicina-c (MMC).
MATERIAL Y HMETODOS
Sistema de cruzas

Se utilizaron dos lineas con marcadores
fenotipicamente reconocibles: mwh y £1r?

La cruza progenitora se hizo con hembras homocigotas
mwﬁ/mwh de 72% 4 horas Y machos flrJ/TH:,ser de 48 horas.

El genotipo '"pelos mGltiples en el ala" (mwh 3 -~ 0.0)
produce un fenotipo en el cual las células del ala contienen
2 & mds tricomas en lugar de uno solo, que es el caracteristico
del fenotipo silvestre (Lindsley y Grell, 1968; Lindsley 'y
Zimm, 1990).

La linea f1r3/TMmser posee dos marcadores

genotipicos "flama" (f1r3 3-38.8) 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 gquetas estd
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 condicién homocig6tica (Garcia
.Bellido y Dapena, 1974) por esta razén el genotipo de esta
linea debe portar un cromosoma que balancee estos efectos, el
cromosoma TMa "“(Third multiple)" posee miltiples inversiénes y
ademds el marcador dominante "Serrata" (Ser), el cual permite
identificar a los organismes que lo portan ya que produce un
fenotipo de bordes discontinuos en las alas. El gene serraﬁa en
condicién homocigética es letal y por ello se recobran en cada
generacién tUnicamente individuos heterocigéticos para flr:’ Yy
serrata.

Las larvas transheterocigéticas para mwh y £1r° 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/TMa, Ser. Cabe mencionar gque estos dos tipos de larvas no se
diferencian una de otra y por 1lo tanto se tratan Jjuntas,
después de la metamorfosis, las moscas adultas portadoras de
los marcadores mwh +/ + f£lr’ tienen alas silvestres Yy pueden
distinguirse de las moscas adultas mwh/TM3,Ser ‘que presentan
las alas con bordes discontinuos.

Las alteraciones genéticas inducidas causan fenotipos

reconocibles en las células del ala del adulto ya que sobra un
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panorama de tricomas silvestres, pueden observarse células o
clones celulares en los cuales se expresa el fenotipo mwh,
fir® o encontrarse clones celulares conformados por ambos tipos
de tricomas. La recombinacién mitética entre £ir” Yy el
centrdémero produce manchas gemelas mwh—flr{ la recombinacién
mitdtica entre los marcadores mwh ¥y £1r? genera manchas
sencillas mwh. Este tipo de manchas, las mwh, pueden originarse
ademas por otros eventos genéticos que ocurren en las células
somiticas, tales como mutaciones puntuales, pérdida cromatidica
¥y no disyuncién (wiirgler et al. 1984, 1985) (Fig.20). El tamaiio
del clon se correlaciona con la edad de las larvas en el
momento del tratamiento, si las larvas son muy joévenes (24 a 48
horas) la dimensién del clon en el adulto sera mayor, si tienen
m&s edad (72 horas) la magnitud del clon en el adulto resultara

menor (Garcia Bellido y Merriam, 1971; Szabad et al. 1983).

Compuestos Quimicos

Se wutilizaron en 1los tratamientos experimentales

Mitomicina-C, Vitamina E y f-caroteno de Sigma.
Procedimiento Experimental (Fig,21)
72 horas después de la cruza se colectaron 1los

huevecillos durante B8 horas, tres dias. después sc obtuvieron

las larvas de 72 ¥ 4 horas de edad de acuerdo con el
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procedimiento de Ndthiger (1970) gque consiste en separar las
larvas enjuagando el medio con una solucién concentrada de
sacarosa al 20% posteriormente se colocan en un embudo de
separacién donde se colectan utilizando una tela de nylon.

Las larvas se colocaron de acuerdo al tipo de
tratamiento en tubos homeopdticos {viales) con medio
instantidneo (Instant Caroline Medium) y la solucién a probar.
Las larvas terminaron su metamorfosis en este medio.

En experimentos preliminares se determinaron las
concentraciones de la vitamina E y de los g@~carotenos de manera
que se aplicaron para ambos 10, 100 y 1000 ppm, las
concentraciones empleadas para el testigo positivo (MMC) fueron
de 0.3125, 0.625 y 1.2 mM. y se corrieron testigos negativos
concurrentes gue 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 pB-carotenos se
solubilizaron en etanol al S%3 y por Gltimo la MMC se disolvié
en sacarosa al 5% . Para los tratamientos en mezcla se
proharon concentraciones de 100 ppm de cada vitamina y la de
0.625 mM del mutdgeno de referencia.

Se eligieron dos tipos de tratamiento, de tal manera
que se hicieron dos bloques experimentales: el primero
consistié en preparar una mezcla del mnutdgeno de referencia
(MMC 0.625 mM) y la vitamina E (100 ppm) & el pg~caroteno (100

ppm) la cual fue afiadida al medie instant&neo donde se
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introdujeron las larvas de 72 horas; el segundo tipo de
tratamiento consisti® en someter a las larvas de manera aguda
(6 horas) con el mutdgeno de referencia (MMC 0.625 nM);
posteriormente se extrajeron las larvas y se colocaron en medio
instantaneo al que se afadié la vitaﬁina E (100 ppm) o los
B-carotenos (100 ppm) segGn 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 Yy
crénicos para la MMC y para los testigos negativos antes
mencionados,

El tratamiento agudo se realizé colocando las larvas
en tubos homeopdticos que contenian en el extremo inferior una
gasa de nylon y en el superior un tapdn de poliuretano, éstos
tubos se acomodaron en vasos de precipitado de 10 ml con 0.3 g
de celulosa y 1.5 ml de la solucién a tratar, las larvas se
dejaron durante & horas y después los tubos homeop&ticos se
retiraron del vaso y las larvas se enjuagaron con agua y se les
colocé en medio instanténeo conteniendo la vitamina

correspondiente hasta la emergencia de los adultos.
Anélisis de las alas
Los adultos transheterocigéticos se fijaron en etanol

al 70%. Se separaron las alas con ayuda de unas pinzas de

relojero y se montaron en portacbjetos utilizando solucién de
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Faure (Graf et al. 1984). En cada preparacién se montaron 40
alas, 20 de hembras y 20 de maches, se analizaron en el
micrescopio registri&ndose el tipo de mancha, mwh, £1r? Yy

gemelas, asi como el tamafio de las mismas.

Tratamiento estadf{stico

Se realizaron para cada tratamiento un experimento y
su repeticién.

Los datos se procesaron con ayuda del programa de
cémputo SMART (Wirgler, comunicacidén personal) y el andlisis
estadistico se hizo mediante las tablas de Kastembaum-Bowman
(1970) con un nivel de significancia del 5%.

Puesto que el programa de cOmputo SMART est& disefiado
para detectar induccién en la frecuencia de manchas y debide a
que en el presente trabajo se evaludé precisamente la inhibicién
de manchas después de una exposicién determinada, se procedié a
hacer el tratamiento estadistico, que es de una sola cola,
invirtiendo los términos, 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 gque 1las frecuencias para manchas sencillas
menores de tres c¢élulas observadas en los grupos testigo son
mayores gque las de manchas con tres o més células (manchas
sencillas grandes) y de las manchas gemelas {(mwh-f1lr), 1las

frecuencias do los tres tipos de manchaa se evaluaron de forma
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separada mediante el procedimiento de decisién miltiple
Shelby-Olson (1981) lo que permitidé concluir si un compuesto es
positivo, débil positivo, indeterminado o negativo.

La decisién se basa en el contraste de dos hipdtesis
{Frei y Wlirgler, 1988): 1) Ho 6 hipétesis nula que plantea que
no existen diferencias entre la frecuencia de mutacién de las
series testigo y tratada. 2) Ha & hipétesis alternativa que
considera gue la frecuencia inducida en el grupo tratado es m
veces mayor gque la observada en el lote testigo. De acuerdo con
esto se puede llegar a las siguientes conclusiones:

a) Efecto positivo del compuesto quimico: se rechaza
la Ho se acepta la Ha.

b) Efecto negativo: se aéepta la Ho y se rechaza la

c) Efecto débil positivo: se rechazan ambas
hipétesis.

d) No se puede determinar el efecto del compuesto
{Indeterminado): se aceptan ambas hipétesis (Fig.23).

El pardmetro " m " se da con base en la frecuencia
basal para cada tipo de mancha: wm=2 para manchas sencillas
pequefias puesto gque son las mids frecuentes- -y por ende se
requiere de una mayor induccién de dafio para doblar la basal,
m=5 para manchas sencillas grandes y manchas gemelaé, ya que
son menos frecuentes Yy por ello con menor dafic se podria
duplicar la basal (Frel y wWirgler, 1988).

Es importante mencionar gue para evitar errores en la
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clasificacién de las manchas, Gnicamente se consideraron como
expresiones mwh agquellas que se localizaron dentro o en la
periferia de una mancha mwh (con mis de tres pelos), ademis
aquellos clones gue se encuentren separados por m&s de tres
hileras de tricomas normales se estimaron como independientes
(Graf et al. 1984).

RESULTADOS

Se realizé un experimento y una repeticién para cada
blogque experimental y al no encontrarse diferencias
significativas mediante la prueba de X° para proporciones entre
las repeticiones de cada experimento, se procedié a sumar los
resultados.

En la tabla II se muestran los resultados obtenidoes
al tratar a las larvas crénicamente con el mutigeno de
referencia MMC, encontraéndose induccién positiva en las tres
concentraciones empleadas con respecto al testigo de sacarosa
al 5%. Es importante mencionar que la MMC produce una clara
relacién concentracién-respuesta en la induccién de los tres
tipos ‘diferentes de manchas, siendo efectiva en la produccién
de todos los tipos de manchas especialmente de las gemelas, gué
sin duda provienen de la recombinaci6én mitética éntré f£1r’ y es
centrémero (Fig.24).

La tabla III contiene los datos obtenidos al aplicar

crénicamente vitamina E a las larvas, encontrdndose los
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siguientes resultados con respecto al testigo negativo de
etanol mas tween, en las concentraciones de 10 y 100 ppm no
aumenta significativamente ningGn tipo de mancha. A 1000 ppm
indujo significativamente los tres tipos de manchas: sencillas
pegquefias, sencillas grandes Yy genelas, asi como manchas
totales. En 1la figura 25 se muestran graficamente estos
resultados.

En la tabla IV y figura 26 correspondientes al
tratamiento crénico de fi-caroteno, puede notarse que éste
resulté negativo para la induccién de manchas sencillas chicas,
positivo para sencillas grandes en 10 ppm e indeterminado para
manchas sencillas grandes en 100 y 1000 ppm y para dgemelas en
10 ¥ 1000 ppm.

En la tabla V se muestran los resultados obtenidos en
la mezcla crénica de MMC y Vitamina E, en los cuales puede
notarse que la cantidad y la frecuencia de manchas dege 1la
vitamina E Yy 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 crbnica puede
notarse claramente 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 graficamente
estos resultados.

La tabla VI corresponde al blogue experimental de

mezcla crénica de MMC y pB-caroteno y puede notarse due la
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cantidad Yy 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 relacién
concentracién-respuesta. Sin embargo, la concentracién de
0.3125 mM solo indujo significativamente las manchas sencillas
grandes; 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 blogue experimental de tratamiento agudo de MMC y crénico
de vitamina E. Al comparar, é&stos resultados con el testigo
positivo (MMC) se encontré gue para las manchas sencillas
chicas y las teotales la inhibicién es significativa, mientras
que para las sencillas grandes resulté ser débil positivo y
para las gemelas indeterminado (Fig.30).

En la tabla IX y en la fig.31 se anotan los
resultados obtenidos en el tratamiento agudo-crénico de MMC Yy
B~caroteno el anidlisis de &sta tabla muestra diferencias

altamente significativas,
DISCUSION

El proceso de induccién de mnutaciones por agentes
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quimicos involucra una serie de eventos entre los cuales se
encuentran ila biotransformacidén mediada por enzimas
metabblicas, que en algunos casos generan un producto
intermedioc electrofilico que es capaz de interacciocnar con el
4cido desoxirribonucleico. Las lesiones premutagénicas o
aductos, producto de esta interaccién son con frecuencia
reparadas enzimdticamente ya sea por mecanismos libres de
errores, en cuyo caso la alteracién no se manifiesta, o sujeta
a errores mecanismo que promueve y fija mutaciones (Ramel et
al. 1586; Waters et al. 1990).

En las células somaticas el dafo inducide a les
dcidos nucléicos puede producirse por mutdgenos endégenos cuyos
efectos tienden a acumularse en funcién del tiempo vy
contribuyen de manera importante al envejecimiento celular y a
diversas enfermedades degenerativas, algunag.de ellas asociadas
con el cancer.

Los procesos endbégenos vinculados con el dafio en el
dcido desoxirribonucleico son la oxidacién (Hartman, 1981;
Ames, 1983), metilaci6bn, desaminacién y despurinizacién (Saul y
Ames, 1986).

Los agentes oxidantes se generan en las células como
subproductos del metabolismo normal, éstos intervienen en 1la
peroxidacién de los lipidos {Ames, 1983; Ramel et al. 1986;
Ames y Gold, 1991), la que provoca radicales libres. Las
reacciones inflamatorias y 1la fagocitosis gque se inducen

después  de infeccliones virales o bhacterianas son fuentes
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enddgenas adicionales en la produccién de radicales libres
(Ramel et al. 1986).

Debido al intervalo de tiempo gque transcurre entre la
generacién de agentes oxidantes y su destruccién por diversos
mecanismos celulares de defensa, se ha estimado gque pueden
persistir niveles bajos de oxidantes el tiempo suficiente para
causar daifios a las macromoléculas {(Chance et al. 1979). En los
eucariontes el Acido desoxirribonucleico esta protegido tanto
por las histonas que forman parte de la cromatina como por la
membrana nuclear la gque impide el ingreso al ndcleo de muchos
oxidantes gue se originan en el citoplasma.

Los radicales libres estimulan la divisién celular o
mitogénesis, factor importante en el proceso carcinogénico. Asf
mismo 1la pérdida de la heterocigosis se produce como
consecuencia de la recombinacidén mitética y de la no
disyuncién, para que estos eventos se expresen se requieréd que
la célula se divida. Se ha demostrado que la mutagénesis y la
mitogénesis son sinérgicas (Ames y Gold, 1990, 1991) (Fig.232).

En los organismos existen también diversos mecanismos
que los protegen contra los efectos adversos de diversos
mutigenos naturalés, a nivel metabdlico la desintoxicacién y a
nivel genético la reparacién libre de errores del ADN (Ramel et
al. 1986; Waters et al. 1990).

Entre los factores metabélicos que permiten limitar
la exposicién a oxidantes reactivos se encuentran las enzimas

involucradas en la desintoxicacidén entre ellas la superédxido
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desmutasa, la catalasa y la glutatidén peroxidasa; ademds en la
dieta existen numerosos. mutdgenos y antimutdgenos naturales,
éstos dltimos inhiben los efectos adversos de los mutégenos
por diversos mecanismos. La determinacitn de un mecanismo
protecter resulta en ocasiones complicada ya que la
antimutagénesis puede producirse a diferentes niveles (Ramel et
al. 1986; De Flora y Ramel, 1988), Los inhibidores presentes en
los alimentos tienen estructuras quimicas muy variadas
{Wattenberg, 1983),

La actividad antimutagénica puede estar relacionada
con diversas condiciones experimentales tales como: el tiempo
de exposicién al mutigeno, el tipo de exposiciébn y la dosis;
otro parametro importante es el que se produce por las
combinaciones entre los agentes quimicos.

Las pruebas de corte plazo gque han mostrado ser
efectivas para la deteccién de mutégenos deben en principio
poder identificar antimutdgenos (Clarke y Shankel, 1975; Jacobs
et al. 1977; Kada gt al. 1978). La mosca de la fruta Drosophila
melanogaster ha sido utilizada durante m&s de 60 afios para
identificar agentes genotéxicos fisicos y quimicos en células
germinales. La prueba de mutacién y recombinacién somatica
desarrollada hace mis de 15 afies (Mollet y Wilrgler, 1974; Graf
et al. 1984) ha permitido a la fecha valorar mis de 300
compuestos quimicos tanto en células de los ojos como de las
alas Yy - permite detectar eficientemente tanto mutigenos de

aceion directa wcomo promutdgenos (Vegel y Zijlstra, 1987;
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Vogel, 1987; Graf et al. 1990).

La mitomicina-c (MMC) es un promutigeno que al ser
bifuncional actda produciendo ligamientos cruzados, lo cual se
traduce a nivel celular en gran actividad recombinogénica que
depende en todos los casos de la concentracién; el tiempo de
exposicién al promutdgeno es también un factor importante en el
nimero de cé&lulas afectadas. Por esta razén fue necesario
realizar tratamientos agudeos y crénicos, encontrédndose una
respuesta mayor en cuanto al nGmero y tipo de manchas en el
tratamiento crénico, tal como se esperaba.

La determinacidén de la respuesta en funcién de 1la
concentracién de las vitaminas, mostré que la vitamina E a
concentraciones elevadas, 1000 ppm, induce significativamente
los tres tipos de manchas, ésto permite sugerir gue a la dosis
mis 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 combinades se utilizaron 100
ppm; ademds tanto la vitamina E como los g-carotenos a tal
concentracién no produjeron ninguna mancha gemela, factor
importante para la comparacién de los resultados inducidos por
MMC que como ya se mencioné es esencilalmente recombinogénica,
otra razén para utilizar esta concentracién fue la de asegurar
que los organismos tuvieran suficiente cantidad del
antioxidante.

Uno de los propésitos en el disefio experimental fue
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probar diferentes combinaciones del mutigeno Y del
antimutdgeno. El tratamiento combinado en el que primero se
administré la MMC durante 6 horas y después la vitamina E 6 el
B-caroteno, inhibié la respuesta positiva de la MMC a la mitad,
mostrando ser un poco mds efective el pR-caroteno. La doble
manipulacién de las larvas sujetas a &ste tipo de tratamiento
podria afectar de alguna manera el metabolismo, acelerar la
pupacién y alargar la metamorfosis.

El tratamiento combinado de la mezcla crénica con el
mutdgeno y el antimut&geno permitié demostrar ineguivocamente
que ambas vitaminas inhiben parcialmente los efectos
genotdxicos inducidos por la MMC, de manera especial, en 1la
aparicién de manchas gemelas (Fig.33) que provienen de la
recombinacién mitética inducida por la MMC, ésta inhibicién fue
ligeramente.més efectiva para los g-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 recombinacién mitética entre los marcadores
mwh y f1r’ o bien originarse, aungue en menor medida, por
retromutacién, deleccién o no disyuncién. Es importante hacer
notar gue la iﬁhibicién de mnmanchas chicas en 1la mezcla
agudo~crénica de ambas vitaminas fue igual, de cerca de 3 veces
nenor con respecto a las inducidas por la MMC; la frecuencia
de las manchas grandes fue mas eficientemente inhibida por
ambas vitaminas en la mezcla crénica siendo 7.5 veces menores

para el B~caroteno y 4 veces para la vitamina E.
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La frecuencia de manchas totales es un parémetro que
permite relacionar la cantidad de manchas producidas en cada
ala, lo cual es importante para la determinacién del potencial
genotéxico de un agente quimico, y también facilita la decisién
de cual concentracién emplear en funcién de la cantidad de
manchas por analizar en cada ala. Queda claro que si la MMC
administrada en forma crénica indujo 6 manchas por ala en la
concentracién mds alta, 3.5 manchas por ala en la concentracidén
intermedia y 1.8 en la concentracién mas baja, en todos los
casos la respuesta fue positiva, en términos del analisis
microscépico de las alas. En funcién del propieo protocolo se
decidio emplear 1la concentracién intermedia (0.625 mM) que
produje una respuesta positiva y facilmente cuantificable.

En los tratamientos agudos la MMC produjo 2 manchas
por ala en la concentracién mas alta, y 1.6 manchas en la
intermedia resultando ambas positivas, sin embargo en 1la
concentracién menor indujo 0.4 manchas por ala resultado que
no es significativamente distinto al encontrado en el testigo
negativa, por ésto se eligi6 la concentracién intermedia de
0.625 mM, especialmente con el propésito de comparar ambos
tipos de tratamientos combinados.

En la tabla 10 y en la figura 36 se muestra un
resumen de los resultados obtenidos en la presente tesis, puede
notarse que la genotoxicidad de la MMC en el tratamiento agudo
fue blogueada por ambas vitaminas de manera .eficiente, sin

embargo los g-carotenos inhibieron 4 veces la frecuencia de
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manchas totales por ala inducida por la MMC. En el tratamiento
crénico la inhibicién de las manchas totales producidas por 1la
MMC fue méds efectiva y relevante en la mezcla con f-carotenos.

En cuanto a los mecanismos de accidn de la inhibicién
de la genotoxicidad de la MMC, demostrada en este trabajo se
puede proponer dque ya que ésta requiere de activacién
metabdélica la que se realiza como ya se ha demostrado por los
citocromos P-450, reaccién gue es mediada por la citocromo c-
reductasa y gque requiere NADPH formindose un compuesto
electrofilico, capaz de producir radicales de oxigeno (07)
(Bachur et al. 1978; Keyes et al. 1984; Pan et al. 1984) ¥y que
las vitaminas E y los pg-carotenos por ser antioxidantes son
capaces de atrapar radicales libres como los generados por la
MMC, es muy probable gue los radicales de oxigeno presentes en
el producto electrofilico intermedic de la MMC, hayan sido
inhibidos intracelularmente por blogueo de algunas moléculas
reactivas (De Flora y Ramel, 1988), aquellas gque no fueron
inhibidas dentro de 1la célula son preobablemente 1las que
pudieron penetrar al niclec e interactuar bifuncionalmente con
el ADN provocando ligamientos cruzados gue sec 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 investigacién.

La inhibici6én de 1la genotoxicidad de la MMC se
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demostré en tratamientos combinados empleando- una sola
concentracién del wmutdgeno y del antimutdgeno, la ‘capacidad
blogueadora de 1la vitamina E y de los g-carotenos seri
necesario probarla manteniendo constante la concentracién del
promutidgene y haciendo variable la concentracién de las

vitamiras.
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CONCLUSIONES

Se mostrd el efecto inhibidor de la vitamina E y de
los g-carotenos sobre la genotoxicidad de 1la MMC en la
induccitn de los tres tipos de manchas.

De las vitaminas utilizadas, los g-carotenos fueron
mads efectivos en cuanto a la inhibicién del efecto mutagénico
de la MMC.

Se demostréd que la prueba de nutacioén Y
recombinacién somadtica es 1util para detectar antimutdgenos y
para el uso de mezclas.

Los tratamientos empleados muestran consistencia en
la respuesta, siendo mis recomendable la mezcla crénica, ya que
entre otras razones, finicamente se manipula una sola vez a.las
larvas.

Se considera que el posible mecanisme de accidn de la
vitamina E y de los B-carotenos, dada su capacidad antioxidante
sea mediante el blogueo de moléculas reactivas, gue contienen
radicales de oxigeno, gue se .generan como productos del
metabolismo de la MMC, actuando por lo tanto como

antimutéagenos.
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correlacidén con efectos genotdxices en células
somdticas (De Flora y Ramel, 1988).
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en células germinales (Modificado de Brusick, 1987).
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Figura 4. Rutas metabblicas de los compuestos polares y nd
polares (Wattenberg, 1983).
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Figura 5. Formacién de metabolitos (Rodriguez-Arnaiz R.
comunicacién persconal).
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hidroperéxi lipidico; LOOH =hidroperéxido lipidice; Ch=colesterol;
Ch>> 0 =epdxidode colesterol; L >0 =epéxido lipidico;

MDA =malondialdehido.



Categoria de inhibidores

Inhibidores gue inactivan

mutédgenos o que impiden

la formacién de compuestos
genotéxicos

Agentes bloqueadores
atrapadores de
radicales

Agentes gue actilan sobre
la reparacién de ADN.
Agentes supresores
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Secuencia gue conduce a
efectos genotdxicos

Compuestos precursores

Compuestos genotdxicos

Reacciones con blancos
celulares

Manifestacién genotéxica

Figura 7. Clasificacién de los inhibidores de genotoxicidad
o sobre la base del tiempo en el cual ejercen sus
efcctos protectores (Ramel et-al. 1986).
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Figura 8. Estructura quimica de los tocoferoles (Herrera, 1986).
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Figura 9,

Tocoferonolactona

Uno de los productos de la oxidacién del a - tocoferol.

(Herrera, 1986).
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Aceub-CoA
Tsopenteil- PP, Sikimate
Geranil-PP,

Famesil. PP, p-Hidrazi-fenil-piravato

Geranil-geranil-PP,
OH

CH;-COOH

Acido homogentisico

OH
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3H,

Figqura 10. Blosintesis de la vitamina E seglin la ruta propuesta
por Pennock (Herrera, 1986).
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2-Caroteno y-Caroteno 3.Deshidro-f-caroleno Criploxantina Torularodina
Figura 11, Estructura de carotenoides y sustancias relacionadas

(Herrera, 1986} .
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Figura 12,
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Otros metabolitos

E=TE N

Degradacién
oxidativa
Neurosporeno —_— Provitaminas A
Licopeno ——— | Otros carotenoides

Biosintesis de la vitamina A. Los

B-apocarctenocides

se forman a partir de @ y y- caroteno por degradacién

oxidativa (Herrera, ‘1986) .
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Figqura. 13. Biosintesls del fg-caroteno (Herrera,
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Retinoil B-carcteno ——— Formas Oxidadas
8-glucurdnido ».

.+ B-apo- 8'l‘carotenar

43 apo- 10l—carctenalv dcidos
————} B=0DO

Aclido retinoice e—— Re*ina’e——\ “»fB-apo- 12 —carotcnal- carotenocicos

i |
= fB-apo- 14'-carotennU
r
I
Retinil <. Retlnol B-apo- ccrotenole

8-glucurdnido > |

—_————

Esteres d. Esteres de B-apo-
retinil carotenil

Figura 14. Transformaciones posibles del B-carotenc en mamiferos
(Las reacciones bioldgico-enzimaticas conocidas estan
sefaladas con flechas sélidas, las reacciones no
demostradas por flechas con guiones y las posibles
reacciones bioldégicas o no biolségicas por flechas con
guiones y puntos ( Allen, 1989).
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Retinal-todo-trans

INADIPH

> . /\M/CH:OH

Retinal

INADIP)”

COOH

Acido retinoico

Figura 15. Mecanismo de la conversidn de 1la provitamina A en
retinal, retinol y dcido retinoico (Herrera, 1986).
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Reductasa NADPH P-450
° H_N
Oxidasa xantina 2

HADPH NADP
0 o
HADH NAD
cHH
o
I
H_H S
NG
3 I
o,

Separacién de

Hidrégeno

Q
CH OLNIL
PNty

Productos metabsllcos

Figura 16. Activaclidén enzimatica- de la MMC (Pan et al 1984).

Formacidén de un radical anidn (II} y eliminacién de

metanol, para formar un intermediario III.

Divisién del anillo aziridina y ataque nucleofilico
para formar productos metabdlicos y 2,7-diaminomitosenc

por separacién de un hidrégeno.
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MITOMICINA C

activacién primaria ~02 F02
del radical

radicales Oz

Aductos monofuncionales

Cis s
Trans Mitoseno

2,7-diaminomitosenc

activacién secundaria -02 $0:
del radical

v radicales 0z

Aductos bifuncionales
Aductos monofuncionales
Metabolitos secundarios

~

activacién terciaria
del radical

Figura = 17. Citotoxicidad de la MMC en niveles metabélicos
miltiples: aerdbicos (+02) y anaerdbicos (-02).
(Pan et al. 1984)



21 hrs

LARVA

Nl” ESTADIO

46 hrs

LARVA
2°° EsTaDIO

69 hre

~-6L-

LARVA

3" EsTADIO

213 hrs

117 hra
PREPUPA

Figura 1g, Ciclo de vida de Drosophila melancgaster 8 25°C y 60 A de humedad

¥aunge v o3 wws

M o8 sisaL yis3



-08-

Discos imagales en la larva de Drosophila melanogaster
y estructuras a las que dan origen en el adulto.

Figura 19.

1986) .



MITOSIS CELULAS HIJAS TIPO DE MANCHA

mwh +
me g —®
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+ £lr \ i

RECOMBINACION
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f1e < SENCILLA

d
K
RECOMBINACION dld J

+q

HO DISYUNCION

Figura 20. Eventocs genéticos y tipos de manchas inducidos en las
celulas somaticas del ala de Drosophila melanogaster
(Graf et al. 1984).
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Figura 20. Continuacidn.
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CRUZA PROGENITORA
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Figura 21. Cronograma de la técnica de SMART (ala).
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Figura. 22

Tratamientos experimentales empleados en la presente

tesis, a larvas de 72 * 4 horas.
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SE ACEPTA SE RECHAZA
Ha Ha
SE ACEPTA
Indeterminado Negativo
Ho
SE RECHAZA Débil
Positivo
Ho Positivo

Figura 23, Clasificacién estadistica de los compuestos genotdxicos
de acuerdo con Frei y Wirgler (1988).
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TIPOS DE MANCHAS

COMPUESTOS
SACAROSA 6% XY MMC 0.3125 mM
] MMC 0.6250 mM E## MMC 1.2000 mM

Ch{CHICAS),Gr(GRANDES),Ge{GEMELAS)

FIG. 24 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCI-
DA POR MMC (CRONICA) EN CELULAS
DEL ALA DE Drosophila melanogaster



-87-

0,4

0,35 1

0,3

0,25

0,2

»EP~PIOZPZ >-0ZMCOMDT

TIPOS DE MANCHAS
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ETANOL/TWEEN (3:)EX] vIT. E 10 ppm
"] viT. E 100 ppm VIT. E 1000 ppm

Ch{CHICAS),Gr(GRANDES),Ge(GEMELAS).

FIG. 25 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDU-
CIDA POR LA VITAMINA E (CRONICA)
EN CELULAS DEL ALA DE Drosophila
melanogaster
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TIPOS DE MANCHAS

COMPUESTOS
N 8c 10 ppm
B3 8C 1000 ppm

HEEl =7ANOL 5%
"3 8C 100 ppm

Ch(CHICAS),Gr(GRANDES), Ge(GEMELAS).

FIG. 26 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDU-
CIDA POR B-CAROTENO (CRONICO) EN
CELULAS DEL ALA DE Drosophila
melanogaster
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TIPOS DE MANCHAS

COMPUESTOS
B eTANOL/TWEEN (3:1) () vIT.E 100 ppm
] MMC 0.6250 mM MEZC. CRON(MMGC+V.E)

Gh(CHICAS).Gr{GRANDES),Ge(GEMELAS).

FIG. 27 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCI-
DA POR MMC+ VIT.E (MEZCLA CRONICA)
EN CELULAS DEL ALA DE Drosophila
melanogaster



80~

2
F
"] Pe—
g
U 1,6
E
N
[¢]
|
A
M
A
N
C
H
A
/
A
L
A ~}
— -4

Ge
TIPO DE MANCHAS
COMPUESTOS
Ell =7ANOL 5% B8-CAROTENO 100 ppm

[T MMC 0.6250 mM BE2 MEZG.CRON.(MMC+B-C)

Ch{CHICAS),Gr{GRANDES),Ge (GEMELAS).

FIG. 28 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA
POR MMC + B3-CAROTENO (MEZCLA CRONICA) EN
CELULAS DEL ALA DE Drosophila melanogaster
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TIPOS DE MANCHAS

COMPUESTOS
SACAROSA 5% Y mMMc 0.3125 mM
.3 MMc 0.6250 mM MMC 1.2000 mM

Ch{CHICAS),Gr(GRANDES),Ge(GEMELAS),

FIG. 29 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA
POR MMC (AGUDA) EN CELULAS DEL ALA
DE D’ /L ' ila I SEIICT
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TIPOS DE MANCHAS

COMPUESTOS
BB sTANOL/TWEEN (3:1) Y VIT.E 100 ppm
[ 3 MMcC 0.6250 mM M.AG(MMC)-CRO(VIT.E)

Ch(CHICAS),Gr(GRANDES),Ge{GEMELAS).

FIG. 30 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA
POR MMC+VIT.E (AGUDO-CRONICO) EN
CELULAS DEL ALA DE Drosophil g
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FIG. 31 FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA
POR MMC + B-CAROTENO (AGUPO-CRONICO)
EN CELULAS DEL ALA DE Drosophila
melartogaster



94~

| Pérdida
JF JF 'l‘
Mutacién Mutacién
O —_— ————
Divisidn _ Divisién
celular celular
1 (b)

Figura 32. La mitogénesis aumenta la mutagénesis (Ames y Gold,
1991) .

La divisién celular inducida aumenta la mutagénesis
debido a: los aductos en el ADN se convierten en
mutaciones (1 y 2a); vulnerabilidad del ADN durante
la replicacién (1 y 2a); recombinacién mitética
(2a); conversidn génica (2a) y no disyuncién (2b).
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Figura 34. Mancha sencillia mwh.
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Tabla I
Mecanismos de los inhibidores de mutagénesis y carcinogénesis
(De Flora y Ramel,1988)

Clasifizacién Ejemplos

1. Inhibidores de mutagénesis gue actdan extracelularmente?
1.1 Inhibiendo la entrada de mutigenos o de sus precursores
1.1,).0bstruyendo su penetracién
1.1.1.1. dentro del organismo.......estrategias de proteccidn
del cuerpo.
1.i.1.2. dentro de las células......adcidos grasos,
putrescina,aninoadcidos
aromaticos, iodo.
1.1.2.Favoreciendo su eliminacién.....fibras.
1.2 Inhibiendo la formacién endégena de mutdgenos
1.2.1. Inhibiendo las reacciones
de nitracién.......... .&cido ascérbico,tocoferoles
fenoles.

1.2.2. Modificando la flora
intestinal ...................productos comestibles
fermentados.

1.3 Desactivando mutdgenos

1.3... Por reaccién fisica............mantenimiento del pH en los
fluidos corporales.
tioles, antioxidantes.
.vegetales con actividad
peroxidasa.

3.2. Por reaccién quimica.......
3.2. Por reaccibén enzimatica....

2. Inhigidores de mutagénesis gue actian intracelularmente’
2,1 Moduladores del metabolismo®
2.1.1. Inhibiendo la replicacién
celular.....vvevvasarseeaasr...retinoides.
2.1.2. Favoreciendo la captura
de mutdgencs en células

no blanco......c.vveeevees.-...tioles,
2.1, Inhibiendo la activacién
de promutdgenos................moduladores de recacciones

de la fase I, principios
de plantas cruciferas.
2.1.%. Induciendo mecanismos de
desintoxicacidn.................fenoles, tioles.
2.2.Bloqueando moléculas reactivas?
2.2.1. Reaccionando con electréfilos
1.1.Por reaccidén quimica........compuestos de azufre
2.2.1.2.Por reaccién enzimitica.....inductores de reacciones
) de la fase IIL

2.2.2. Eliminando especies
reactivas de oxigeno........

2.2.3. Protegiendo sitios
nucleofilicos del ADN..........a&cido elagico, retinoides.

..varios antioxidantes
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2.3.Moduladores de la replicacién o reparacién del ADN.®
2.3.1. Aumentando la fidelidad
de la replicacién del ADN......cloruro de cobalto,arsenito
de sodio.
2.3.2, Favoreciendo la
reparacién del dafo al ADN.....cinamaldehido, cumarina,
umbeliferona,vainillina,

tioles
2.3.3. Inhibiendo los caminos
de reparacién sujeta a
BYTOK. . csuseersasssrssanesasssoinhibidores de proteasas.

3.Inhibidores que act@an sobre células iniciadas o neoplésicas?
3.1. Moduladores de la promocién tumoral.
3.1.1. Inhibiendo efectos

genotoxXicos..eeveiencraasaneas.Ver 1y 2
3.1.2. Eliminando radicales libres ,...varios antioxidantes.
3.1.3. Inhibiendo la proliferacién
CRIULAY . vasessesanssnvasssssss.Tetinoides, glucocorticoides,
hipertermia.

3.1.4. Induciendo la diferenciacién
celular....,eesvs0see0casre.....retinoides, glucocorticoides

5 calcio, vitamina D.

3.1.5. Modulande la sefial de

transduccibn.....ccceevuse....-inhibidores de proteina
cinasa C.
3.2.Moduladores de la progresién tumoral.
3.2.1. Inhibiendo efectos

genotéXicos..cceiieesrorecaess.Ver 1 y 2
3.2.2. Actuando sobre hormonas o
factores de crecimiento........tratamientos hormonales,

antagonistas de la dopamina,
inhibidores de proteasas.
3.2.3. Actuando sobre el sistema
INMUNE. sisveeserssnrosnnsesssssinmunoreguladores(retinoides
lipotropos), vacunas,
anticuerpos monoclonales.
3.2.4. Agentes antineoplésicos
fisicos, quimicos y
biolégicos.....ccevverere. ... .radiacibn, drogas
antiblasticas, interferén.
3.2.5. Modulando la sefial de
transduccibn.......vvss..+.....Inhibidores de proteina
cinasa C.

Inhibidores del estado 1 de acherdo con Ramel et al. (1986). Aquello
que actdan in vitro fuera de las células blanco tambié&n han sido
referidos como desmutdgenos por Kada et al. (1982).
® Inhibidores del estado 2 de acuerdc con Ramel et al. (1986).
.Agentes bloqueadores de acuerdo con Wattenberg (1981).

¢ Bioantimutdgenos o antimutégenos en sentido estricto de acuerdo
con Kada et al. (1982),

Agentes supresores de acuerdo con Wattenberg (1981).

c



~101-

TABLA II. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMC (CRONICA)
EN CELULAS DEL ALA DE Drosophila melanogaster

COMPUESTO NUMERO DE TIPO DE MANCHA TOTAL

{ ] ch Gr Ge MANCHA/ALA

=2 m=5 =5 n=2
No. Fr. No. Fr. No. Fr. No. Fr.

TESTIGO
NEGATIVO
SACARQSA 5% 80 14 0.17 1 0.01 2 0.02 17 0.21
MMC * + . *
6.3125 oM 70 46 0.66" 65 0.93° 19 0.27 130 1.26

0.6250 mM 160 199 1.24° 273 1.717 95 0.59 567 3.54"

.

1.2000 mM 114 234 2.05° 366 3.21°105 0.92 705  6.18"

El an&lisis estadistico se realizé con el programa de cémputo &
(Frei y Wiirgler, 1988): +=positivo; -=negativo; d =débil positivo;
i=indeterminado; m=factor de multiplicacién.

Niveles de probabilidad: «a=8=0.05.

Prueba estadistica de una cola.

Ch (CHICAS) ,Gr (GRANDES), Ge(GEMELAS) .
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TABLA III. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR VIT.E (CRONICA)
EN CELULAS DEL: ALA DE Drosophila melanogaster

COMPUESTO NUMERO DE TIPO DE MANCHA TOTAL
ALAS .
[ ] ch Gr Ge MANCHA/ALA
m=2 m=5 =5 m=2
No. Fr. No. Fr. No. Fr. No. Fr.
TESTIGO
NEGATIVO
ETANOL/TWEEN 114 21 0.18 3 0.03 2 0.02 26 0.23
(3:1) .
VIT. E . R . .
10 ppm 78 15 0.19 3 0,04' 2 0.03 20 0.26
100 ppm 80 13 0.16° 2 0.03' o 0.00" 15 0.19°
1000 ppm 80 26 0.32' 28 0.35% 10 0.12° 64 0.80°
+=positivo; -=negativo; d*=débil positivo; i=indeterminado; m=factor

de multiplicacién.
Niveles de probabilidad: a=f=0.05.
Prueba estadistica de una cola.

Ch (CHICAS), Gr(GRANDES), Ge(GEMELAS).
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TABLA IV. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR B-CAROTENO
(CRONICO) EN CELULAS DEL ALA DE
Drosophila melanogaster

COMPUESTO HNUMERO DE TIPO DE MANCHA TOTAL
ALAS
t 1 ch cr Ge MANCHA/ALA
m=2 m=5 m=5 m=2
No. Fr. No. Fr. No. Fr. No. Fr.
TESTIGO
NEGATIVO
ETANOL 5% 114 21 0.18 3 o0.03 2 0.02 26 0.23
B-CAROTENO . . ,
10 ppm 80 12 0.15° 8 0.10° 2 0.03 22 o0.28
100 ppm 80 15  0.19° 4 0.05' 0 0.00 19 0.24
1000 ppn 80 14 0.17" 3 c.04' 1 0.01' 18 0.227

+=positivo; -=negative; d°=débil positivo;i=indeterminado; m=factor
de multiplicacién.

Niveles de probabllidad: a=8=0.05.

Prueba estadistica de una cola.

Ch (CHICAS), Gr(GRANDES), Ge(GEMELAS).
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(MEZCLA CRONICA),
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FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMC+VIT. E
EN CELULAS DEL ALA DE
Drosophila melanogaster

COMPUESTO NUMERO DE TIPO DE MANCHA TOTAL
ALAS
t ] Cch Gr Ge MANCHA/ALA
m=2 m=5 m=5 m=2
No. Fr. No. Fr. No. Fr. No. Fr.
TESTIGO
NEGATIVO
ETANOL/TWEEN 114 21 0.18 3 0.03 2 0.02 26 0.23
(3:1)
VITAMINA E
100 ppm 80 13 0.16 2 0.03 4] 0.00 15 0.19
TESTIGO
POSITIVO . . .
MMC 0.625 mM 160 199 1.24" 273 1.71 95 0.59 567 3.54
MEZCLA CRONICA
VIT.E + MMC ~ _ _ .
100 ppm/0.625 80 60 0.75 35 0.44 6 0.08 101 1.26
+=positivo; -=negativo; d'=débil positivo;i=indeterminado m=factor

de multiplicacién.

Niveles de probabilidad: a=8=0.05.
Prueba estadistica de una cola.

Ch(CHICAS), Gr(GRANDES), Ge(GEMELAS).
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TABLA VI. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMC+3-CAROTENO
{MEZCLA CRONICA), EN CELULAS DEl1 ALA DE
Drosophila melanogaster

COMPUESTO NUMERO DE TIPO DE MANCHA TOTAL
ALAS
r 1 ch Gr Ge MANCHA/ALA
m=2 m=5 =5 m=2
No. Fr. No. Fr. Ho. Fr. No. Fr.

TESTIGO
NEGATIVO
ETANOL 5% 114 21 0.18 3 0.03 2 0.02 26 0.23
£-CAROTENO
100 ppm 80 15 0.19 4 0.05 0 0.00 13 0.24
TESTIGO
POSITIVO . . R
MMC 0.625 mM 160 199 1.24% 273 1.71 985 0.59 567 13.54
MEZCLA CRONICA
MMC+B-CAROTENO R R N
0.625mM/100ppm 79 60 0.76~ 18 0.23 3 0.04 81 1.03
+=positivo; -=negativo; d'=débil positivo;i=indeterminado; m=factor

de multiplicacién.
Niveles de probabilidad: a=g=0.,05.
Prueba estadistjca de una cola.

Ch(CHICAS) ,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
L 1 ch Gr Ge MANCHA/ALA
m=2 m=5 m=5 m=2
HNo. 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 _ . .
0.3125 mM 78 10 0.137 18  0.23 4 o0.05' 32 0.41
0.6250 mM 77 79 1.03" 38 0.49 g8 o0.10" 125 1.62°
1.2000 mM 69 91 1.32% 42 0.61" 12 0.17° 145 2.10

+=positivo; -=negativo; d'=débil positivo; i=indeterminado; m=factor
de multiplicacién.

Niveles de probabilidad: o=g=0.05.

Prueba estadistica de una cola.

Ch (CHICAS) , Gr (GRANDES) ,Ge (GEMELAS) .
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TABLA VIII. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMCH+VIT.E
(AGUDO~-CRONICO) EN CELULAS DEL ALA DE
Drosophila melanogaster

COMPUESTO NUMERO DE TIPO DE MANCHA TOTAL
ALAS
{ 3] Ch Gr Ge MANCHA/ALA
m=2 m=5 =5 m=2
No. Fr. No. Fr. No. Fr. No. Fr.
TESTIGO
NEGATIVO
ETANOL/ TWEEN 80 14 0.17 1 0.01 o] 8.00 15 0.19
(3:1)
VIT.E
100 ppm 80 13 0.16 2 0.03 o Q.00 15 0,19
TESTIGO
POSITIVO .
MMC 00,6250 mM 77 19 1,03 38 0.49* 8 o.30' 125 1.62°

MEZCLA AG-CRON

MMC/VIT.E 78 35 0.45" 18 0.237 3 0.047 56 0.727
0.6250 mM/100 ppm

=positivo; -=negativo; d'=débil positivo; i=indeterminade; m=factor
de multiplicacién.
Hiveles de probabilidad: a=8=0.05.
Prucha estadistiea de una cola.

Ch (CHICAS) , Gr (GRANDES) ,Ge (GEMELAS) .
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TABLA IX. FRECUENCIA DE MANCHAS/ALA INDUCIDA POR MMC+B3-~CAROTENO
(AGUDO~CRONICO) EN CELULAS DEL ALA DE
Drosophila melanogaster

COMPUESTQ NUMERO DE TIPO DE MANCHA TOTAL
ALAS
t 3 ch Gr Ge MANCHA/ALA
=2 =5 m=5 m=2

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

TESTIGO

NEGATIVO

ETANOL 5% 80 14 0.17 1 0.01 o 0.00 18 0.19

B-CAROTENO

100 ppm 80 15 0.19 4 0.05 0 0.00 19 0.24
TESTIGO

POSITIVO . . . .
MMC 0.6250 mM 77 79 1.03 k:} 0.49 8 0.10 125 1.62

MEZCLA AG-CRON _ . -
MMC/R~C 78 29 0.37 5 0.06 1 o0.01 35 0.45
0.625mM/100ppm

=positivo; -=negativo; d'=débil positivo; i=indeterminado; m=factor
de multiplicacién.

Niveles de probabilidad: a=8=0.05.

Prueba estadistica de una cola.

Ch(CHICAS) , Gr (GRANDES) , Ge (GEMELAS) .
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COMPUESTO TRATAMIENTD TIPO DE MANCHA TOTAL
MANCHA/ALA
L 1 ch Gr Ge
m=2 m=5 m=5 m=2
No. Fr. No. Fr. No. Fr. No. Fr.

MMC CRONICCG 199 1.24° 273 1.71° 95 0.59° 567 3.54"
0.6250 2N
MMC AGUDO 79 1.03% 38 0.49 8 o0.10" 125 1,62°
0.6250 =M
MHCHVIT. E MEZCLA 60 ©0.75° 35 0.44 6 0.087 101 1.26

CRONICA
0.6250 =M/ 100 ppm
MUCHVIT.E AGUDO 35 0.45° 18 0.23 3 0.047 56 0.72

CRONICO
0.6250 =M/ 100 ppn
MHC MEZCLA 60 0.76° 18 0.23 3 0.047 81 1.03
+R~CAROTENO  CRONICA
0.6250 mM/ 100 ppm
MMC AGUDO 23 0.377 5 0.06 1 0.01° 35 0.45

+8-CAROTENO CRONICO
0.6250 nM/100 ppm

Ch({Chicas), Gr(Grandes),

Ge(Gemelas) .
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