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RESUMEN

Se evaluo la capacidad de induccion del ctanol y del ciclohexnnol como posibles activadores
metabalicos del citocromo P-350 mediante !a prucba de

(SMART) en las alas de /) iprhrsl lerniogaster pl do dos marcadores recesivos, mwh

(pelos multiples cn el ala) y fir* (pelos en forma de flama), utilizando la crurza estandar Larvas de

b

ion y rec ion somatica

48 hrs de edad fueron sometidas a un pretratamiento cronico via oral conectanol 18, 32y 7 5%
o ciclohexanol 0 15, 031 y 0 625 %, utilizando como testigo positivo fenobarbital 12 mM . 24
hrs después sc les suministrd un tratamiento con dimetilnitrosamina (DMN) en concentraciones 0,
0078, 015 y 031 mM o Ciclofosfarmsda | mM como testigo positivo, incubandose hasta el
estado adulto El analisis estadistico se hizo a traves del programa de Frei y Wurgler con P 0 05
mediante la prucha de X7 Los tipos de manchas gue se analizaron fueron simples (mwh o fir)
pequeias (1 o 2 celulas), grandes (mas de 2 células) ¥y dobles (mwh y flr) Los resultados
mostraron que tanto el ctanol como el ciciohexanol no incrementaron por si mismos la frecuencia

basal de manchas a las dosis utilizadas En general el pretr i con cicloh 1 no

incremento la frecuencia de dafo genetico en los adultos tratados con DMN, en cambio, cl etanol
mMOostro un incremento en la frecuencia de manchas totales a las concentraciones de 3.2 y 7.5 %
cuando sc aplico en tratamiento con DMN 0 15 mM  El tratamiento con DMN a la concentracion

de O 31 mM fue altamente toxico




1. INTRODUCCION

LLos seres vivos estan

P a una serie de

Estos co 1 d

interactuar con su informacion

v que d

diferentes tipos de alteraciones mutaciones puntuales (mutaciones génicas y pequefias deleciones),
aberraciones cr (tr 1

¢ inversiones), ancuploidias (ganancia o pérdida de
cromosomas) ¢ intercambio de cromatidas hermanas. Los agentes genotdxicos se dividen en dos
grandes grupos (Wurgler, 1991), los mutagenos de accion directa que se caracterizan por
interactuar con €l ADN  eon 1a misma forma quimica en la que ingresaron al organismo y los
mutagenos de accion indireCta 0 promulagenos, que necesitan ser metabolhizados y son sus
metabolitos, los causantes de las mutaciones ( Hallstrom ¢t al. 1982) FEl grupo de enzimas
conocidas como citocromo P-450 esta involucrado en el metabolismo oxidativo de moléculas
tanto enddgenas cCOmMo exOgenas y juewan un papel importante en la activacion de mutagenos y
carcinogenos de tipo indirecto (Hodgson y Randy, 1991)

La Genética Toxicologica estudia los fenomenos de interaccion entre fos agentes téxicos y los
cambios genéticos que producen y que son considerados de gran importancia debido a que pucden
ocurrir tanto en cflulas somaticas como germinales, dando lugar a la aparicion de diferentes
manifestaciones como canceres o enfermedades hereditarias (Guzman ¢t al . 1990, Guzman ¢ al
1994) La conversion genica y en particular la

recombinacion mitdtica  son  importantes

mecanismos de daflo como la perdida de la heterocigocidad, que constituye un proceso relevante
en la carcinogenesis

Por esta razén cuando se evaluan eventos de genotoxicidad, cs importante
considerar un amplio espectro de ensayos.

capaces de detectar simultaneamente eventos de
mutacion y otros cambios, como la recombinacion mitotica (Graf gt al , 19841)

En las prucbas para cvaluar genotoxicidad de promutiagenos mediante ensayos bacterianos, se
utiliza la fraccion microsomal S9 del higado de ratas, como un sistema metabolico exdgeno para
activar a los agentes quimicos de tipo indirecto Para incrementar

la actividad de las enzimas
requeridas para la transformacion de muchos carcindégenos genotdxicos, los animales de los cuales




se extrac la fraccidon S9 son tratad

con un
1975).

de dichas enzimas (Ames ¢t al.,
El de ind AG

con mas fr es una 1a de policloruros de
bifenilo conocido como Aroclor 1254, que activa la fraccidn del citocromo P-450 que como ya se
dijo. se asocia con el mctaboli

de hos carci B SXi {Ames gt al., 1975). Sin
embarge se¢ han utilizado otros inductores como 1a i ion de bital con B-
naftoflavona y acetona para incr. ar los mutagéni de alg

Sipes, 1980).

P (Haag y

Ad di

T sugieren que algunos alcoholes como el ciclohexanol y el etanol

incrementan la actividad de algunos mutagenos indirectos como el 4-(N-metil-N-nitrosamina)-1-
(3-piridil)-1-butanona (NNK) Y la N N-dimectilnitrosamina (NDMA) en organismos pretratados
oralmente con este tipo de compuestos (Espinosa-Aguirre gt al.. 1993)



1..1 CITOCROMO P-450

En 1958 fué d bicrto un

o microsomi o) iado al bioxido de carbono cuyo
espectro de accion fotoquimico demostro ser una oxidasa terminal del

zimatico b

responsable del metabolismo oxidante de medicamentos Por su unico pico de absorbancia a 450
nm sc le tlamo citocromo P-150 (cit P-150), €l cual fue aislado, caracterizado ¢ identificado como

una hemoprotcina con un atomo de hierro unido al arufre de un residuo de cisteina (Nebert y
Gonzalez, 1987)

El cit P-450 de procariontes sc¢ encucntra en el citoplasma y en todos los ecucanontes desde

microorganismos. hongos, invencbrados, peces, anfibios, aves, reptiles, mamifcros y plantas, son
pr i unidas a memb

ana En los peces, anfibios, reptiles y aves han sido detectadas algunas

formas de cit P-450 en reticulo endoplasmico (RE) y en mitocondria de glandulas enddcrinas
(Nebert ¢t al . 1984)

1.2 Reacciones catalizadas por el cit P-450

El cit P-450 constituye un amplio grupo de¢ isoenzimas que metabolizan gran variedad de
P lipofilicos do 0% O

05, fepresenta uURa MONOOXigenasa externa y cataliza la
siguiente reaccion -

NADP ~ H + O + SH—— NADPH -~ H20 ~ S-OH

donde S, es el susirato y representa un esteroide, acido graso o cualquicr compuesto quimico que
tenga un grupo alcano, alqueno, anillo aromaitico o heterociclico, el cual puede servir como sitio
de reaccién para que sc produzca la oxigenacion La reaccion es conocida como una
monooxigenacién, en la cual solamente uno de los dos atomos del oxigeno molecular es
incorporado al sustrato y ¢l otro pasa a formar agua

En general el metabolismo de los xenobidticos en mamiferos involucra dos tipos de reacciones
enzimaticas las reacciones de Fase |  y de Fase 11, en las primeras los grupos polares son

S



hidroliticos haciendo a estos, sustratos di para lasr iones de Fase 1l El primer paso

del metabolismo de los co os 1 i es la oxidacio talizada por cl sist

dep del citocromo P-150, localizado cn el reticulo endoplasmico del
higado y de otros tejidos Generalmente cn esta oxidacion se produce la incorporacion de un
grupo hidroxilo cn ¢l compuesto Los productos metabolicos de esta fase. sufren conjugacion con
vanrios sustratos endogenos tales como glutation, sulfatos. acido glucoronico, aminoacidos y otros
Las reacciones de conjugacion son denominadas de fase 11, de las cuales resultan productos
solubles en agua que son facilmente excretados por cf cuerpo via urinaria o en las heces, estos
conjugados pucden scr hidrolizados, liberados y reabsorbidos en el tracto intestinal Fig | (Parke
ctal. 199

Las reacciones de fase 1 guian a la formacion de metabolitus reactivos que pueden unirse

covalentemente a las macromoléculas de los tejidos, tales como el ADN, los aminoacidos, las

pr il etc i do danfo subcelular, carcinogénesis, mutagenesis o efecto teratogénico
(Neben, 1991), pero no significa que el dado subcelular o el cancer siempre ocurra, ya que existen
multiples factores que determinan gque €l metabolito pueda ser téoxico o no. por ejemplo, el

no de

10N enzimatica llevado a cabo por el organismo, el estatus del sistema
inmune, el estado nutricional, la predisposicion genetica y los factores ambientales (Guengerich,
1988)

1.3 Funciones metabdélicas del cit P-450

Los citocromos P-450 en las fracciones microsomicas hepaticas tiecnen como papel fundamental

llevar a cabo la desintoxicacion o la modificacion de toxicidad (incrementandola, disminuyendola,

o for pecies de oxi os alt reactivos para ¢l ADN) (Parke ¢t al.

1991)
En todos los eucariontes. la enzima citocromo P-350 ¢s muy importante para el metabolismo de
compuestos endogenos y exogenos En los insectos como Drosophila las monooxigenasas

partici enel

o de hor en los procesos de desintoxicacion e incluso en eventos

como la resistencia a plaguicidas e insecticidas sintéticos (Gandhi gt al . 1992) En los vertebrados

participa princip en la

de hormonas esteroides ¥y en los procesos de

8




desi it ion de bidti en cl ser humano es esencial ya que los diferentes cit P-450 son

hl

resp de 1a prod { ial de esteroides. de la regulacion de los niveles de los agentes

terapeuticos en la sangre, de la elimi i6n de productos quimi nod dos, los cuales pueden

acumularse por sus propicdades lipofilicas y en la generacion de metabolitos 16xicos que pueden
causar dafto al material genético © producir cancer o tumores (Porter y Coon, 1991)

1.4 Induccién e Inhibicién del cit P-450

En 1960 se descubrio que los cit P-350 vegctales y animales son inducidas por sustancias

y
cual ha hecho dificil predecir el mecanismo de inducciéon Por cjemplo el ctanol, la acctona y ol

Los istnos pucden ser a nivel transcripcional o postranscripcional, lo

fenobarbital inducen a genes de diferentes subfamilias cit P-450, en un caso puede ser a nivel
transcripcional y en otro postranscripcional, el 3-metilcolantreno induce el cit P-448 y el
bifenilpoliclorinatado y el aroclor 1254 inducen ambos tipos de citocromos ( Gandhi ¢t al , 1992 ;
Guttenplan ¢t al., 1976). La expresion de los genes en los mamiferos presenta control a nivel
transcripcional en r a los bioticos, dici bi es o situaci ifi
del tejido (Nebert y Gonzalez, 1987)
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FASE 1 FASE 11

o EXCRECION

METABOLITOS CONJUGADOS

oxigenacita no '-Tnmld.

l—T DESTOXIFICACION

AGENTE QUIMICO

I . ACTIVACION

oulgenacién favorecida

l

INTERMEDIARIOS
REACTIVOS

GSH, cazimas.
protcimas. ADN

ENLACE COVALENTE Y TOXICIDAD,
MUTAGENOS vV CARCINOGENOS

Fig. I. Rutas uti das en e boli de ag: quimi mostrando las Fases I y 1.

(Tomado de Parke, ¢t al., 1991)



LS NTTROSAMINAS

Las nitrosaminas comprenden un plio grupo de quimi y h de ellas son

conocidas por su potente actividad genotoxica Han sido detectadas en productos industriales,

bebid 1eahdl

a H productos cosméticos, humo dec cigarro y contaminantes

atmosféricos (Negishi ¢t al . 1991 |, Tricker y Preussmann, 1991)

Algunos compucstos representativos de esta clase han inducido cancer en las 40 especies animales

datos

analizadas, incluyendo grandes primates Gran dad de experi y

epidemiologicos han sugerido que el ser h 0 es suscep a la carci J i da por
compuecstos N-nitrosos, por 1o cual la presencia de estos en algunos alimentos puede considerarse
como un factor de riesgo etiologico para ciertos tipos de cancer, como los de esofago, estomago y

nasofaringe (Tricker y Preussmann, 1991 | Jiao ¢t al ., 1993)

Las nitr i y nitr id pucden formarse a partir de la ingestion de nitratos con las

condiciones acidas del estomago. Ademas los nitratos juegan un papel importante al ser

reducidos a nitritos cn la cavidad oral del ser humano De acuerdo a Stephany y Schuller (1980),

a nitritos (Sh d

aproximadamente el 6% de los nitratos ingeridos se reducen
ot al. 1987 ; Goldstein gt a! . 1974)

La nitr i6n de las i en los 0s es un proceso complejo Durante el procesamiento,

preservacion y preparacion de los alimentos. se forman oxidos de nitrégeno (en cstado de
oxidacion +3 y +4) que pucden recaccionar con los compuestos amino y otros nucleofilos para
producir compuestos N-nitrosos (NOC) y S-nitrosos (SOC) Las dos fuentes principales de

oxidos de nitrogeno (agentes nitrosantes) resultan de la adicién de nitratos y/o nitritos a los

fi y del cal o y/o d ion de los ali os por medio de la combustion de

gases donde el nitrogeno molecular pasa a éxido de nitrogeno (Shephard et al, 1987, Tricker y
Preussmann, 1991)




1.6 ACTIVACION DE LA DIMETILNITROSAMINA

La N-nitroso-dimetilamina (DMN 6 NDMA) s i usada en dios de

cs
un agente alquilante. pr O y un carci 10 P Induce tumores en diferentes partes

del organismo dependiendo de 1a ruta de administracion (Jiao ¢t al, 1993 ;| Krishna ¢t a) . 1990)

Concentraciones de 25 ppm y SO ppm de DMN en la dicta de conejos ocasionan carcinomas
hepatocelulares | en ratas somctidas a inhalaciones repctidas se generan tumores en las cavidades
nasales ¥y en cl nfon . la  administracion por via oral a diferentes lineas de ratones provoca
sarcomas, carcinomas y adenomas en pulmoén ( Jiao ¢t al 1993) . los tratamientos aplicados a
Drosophitla melanogaster inducen letales recesivos ligados al sexo y perdida cromosomica (Vogel
y Natarajan, 1979 ay b)

Con la demostracion de 1a actividad carcinogénica de la dimetilnitr ina se ha did: b

Que los compuestos N-nitrosos y otros agentes alquilantes pertenccen a un grupo imporntante de

P os carci 4 (Laval ct gl , 1990) L.a DMN sc ha detectado en pequefias cantidades
en condensados de humo de cigarro (Jiao ¢t al . 1993). en cames ahumadas como ¢l tocino y el

pescado (Richardson. 1993). también sc utiliza en la preparacion de solventes ¥y en la sintesis del

ible 1,1-di ilhidrazina Es usado como solvente en la industria del plastico y la fibra,
como aditivo para lubricantes. en condensadores para incrementar la constante dielectrica y como
nematicida (Index Merk, 1989)
La DMN cs un liquido amarnillo de baja viscocidad, miscible en agua, solubie en la mayoria de los
solventes organicos ¥y en lipidos, es muy volatil, esta formado por 32% de C, 8 16% de Hy 21.60
de O, su peso molecular es 74 08 g v su densidad de 1. 0048 (Index Merk, 1989)

FORMULA

{(CH,): NNO

10




Las nitrosaminas s¢ convierien por reacciones de hidroxilacion en
al. 1974

(Gold [
macromoléculas
Su forma de accion depende de dos
el tipo de alquilo transferido y el numero de grupos alquilo que la
molécula puede donar La DMN es un agente alquilante monofuncional, es decir con un grupo
reactivo (Vogcl, 1991), quc puede metilar ai ADN ( Ong y Malling. 1975)

Estos agentes quimicos transfieren grupos alquilo  hacia
biologicamente importantes (ADN, ARN, proteinas)

propiedades imponantes

Se forma por la
interaccion del nitrito con dimetilamina y por la accion de bacterias reductoras de nitrato Su

activacion ocurfe inicialmente por la hidroxilacion en el carbono alfa para transformarse en
hidroximetil ileni

inestable, por 1o que ¢l rompimiento se produce espontancamente
(Ong y Malling, 1975), dando lugar al mutageno N-metil-diazohidréxido La Figura 2 muestra la
biotransformacion de la N-nitroso-dimetilamina

1"




CH;

N-N=O DIMETILNITROSAMINA (Promutigeno)
CH»
HIDROXILACION DEL CARBONO
(ENZIMATICO)
cHs ~___
N-N=-O HIDROXIMETIL-METIL-NITROSAMINA
cn,on
NO ENZIMATICO
CH; \ -
N-N=O METILNITROSAMINA
H —
NO ENZIMATICO
+
{ CH;NN" 'OH N-METIL-DIAZOHIDROXIDO (Mutdgeno)

Figura 2. Activacién Metabdlica de Ia Dimetilnitrosamina
(Vogel, 1987)

ALFA
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1.7 ETANOL

El etanol se consume en forma de bebidas alcoholicas, las cuales ademas de agua contienen una
gran vaniedad de compuestos responsables del aroma y el sabor. Entre los componentes

aromaticos de las bebidas alcoholicas se citan aproxi 1300, entre cllos difcrentes tipos
de alcoholes, aldehidos como ¢l acetaldehido, aminas tales como N-nitrosodimetilamina (NDMA)
y la N-nitrosodictilamina (NDEA), compuestos fendlicos como los taninos, hidrocarburos como
benceno, telueno, estireno y benzol[alpireno . ésteres, asi como un gran numero de compuestos

organicos e inorganicos (Obe y Ristow, 1979 |, Obe y Anderson, 1987)

La ingestion de etanol forma parte de la vida social del hombre en casi todo ¢! mundo, estudios

id iologicos han d. rado que e¢] exceso en su consumo ocasiona daflos severos. Es

mutagéni carci i y teratogénico e incrementa ¢l riesgo de cancer en la cavidad bucal,

faringe. laringe, esofago e higado (Obe y Ristow, 1979, Ristow ¢ al., 1995) Induce el

incremento de la frecuencia de ancuploidias, aumento de aberraciones cromosémi inter

en Ia cad de

entre cromatidas hermanas de linfocitos humanos e inter ios entre
ADN (Hayes, 1985 ; Ristow ¢t gl , 1995), sc ha comprobado que la cantidad de dafto puede ser
mayor en paci lcoholi y fi
cuando el metabolismo de los alcohodlicos es anormal y no ticnen la posibilidad de destoxificar

dores, se sugicre que el etanol puede ser mutagénico

otros agentes xenobioticos (Obe y' Anderson, 1987)

Experimentos previos han demostrado que ¢l etanol traspasa la placenta y sc distribuye en el feto,
la climinacion en fetos de rata es bajo en comparaciéon con la madre (Obe y Ristow, 1979) La
actividad tcratogénica del etanol ha sido experimentalmente inducida en pollos, ratones y ratas,
comparando las anomalias de estos organismos con las de los nifios que presentan el sindrome
feta! por alcohol. caracterizado por una variedad de¢ defectos tales como retraso en el desarrollo
fisico y mental (88°%;), hiperactividad (70%5), anomalias tipicas de la cara, tales como

defor i labiales y les (53-74%0) (Obe y Ristow, 1979 , Ranganathan et al., 1987 ay b)
Por otra parte, el Idehido, primer bolito del etanol induce dafos severos en la cadena de
ADN (Ristow ¢1 al, 1995) En los iferos el Idchido se produce a partir del ctanol por

13




accion de la i Icohol deshid que no solo se encuentra en el higado, sino en

muchos otros érganos como O i i utero, i 5n y cercbro (Hayes,
1985 ; Halliwell y Gutteridge, 1989) Kissin y Kaley (1974) han discutido algunos factores

mediante los cuales el alcohol incrementa los procesos carcinogenicos

1) El cambio de la susceptibilidad de los tejidos a 1raves de los efecios toxicos que provoca el
etanol, aunado a una mala nutricion ocasionando enfermedades como la cirrosis hepitica. Con
frecuencia los alcoholicos muestran estas deficiencias alterando su metabolismo

2) Las s ias car enicas disucltas en bebidas alcoholicas, tanto de tipo organico como

inorganico

3) El incremento de la difusion de substancias carcinogénicas dentro de las células por cjemplo,
modifica !a permeabilidad de la mucosa del esofago para los iones H”

4) La inhibicion de la salivacion, que pucde ocasionar una alta concentracion de carcinogenos en

la cavidad bucal cuando se consume junto con humo de cigarro (Obe y Ristow, 1979)

Con resp a Dr il 7 . se sabe quc estos organismos pr an la

alcohol deshidrogenasa (ADH) y que es abundante, lo que ha permitido trabajar con variabilidad
genética y regulacion asi como a nivel bioquimico Heinstra et al (1983) reporntaron que la ADH
en estos cucanontes desempefia una doble funciéon 1) el etanol sc oxida a accialdehido y 2) este

metabolito altamente t0xico se oxida a acetato (Ranganathan ¢t al , 1987a)

Otros experimentos realizados con Drosophila  sobre la actividad de la ADH durante sus
diferentes estados de desarrollo, han mostrado que la actividad de la enzima es baja en el primer .
estadio larvario, mientras que incrementa considerablemente en el segundo y tercer estadio k
larvario, disminuyendo significativamente durante la pupacion y aumentando su actividad

en las dul

(Ranganathan ¢1 al , 1987b), ademas la frecuencia observada de

malfor i se incr con exposi prol das de ADH
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1.8 CICLOHEXANOL

El cicloh I es un sol usado en el procesamiento de cucro, en la produccion de Ilacas,

pinturas, vamices, pulidores, agentes degradantes, plisticos, jabones, detergentes, textiles, tintes e
insecticidas y como intermediario en la preparacion de otros agentes quimicos (Richardson, 1993)

Este alcohol ciclico tambien surge como producto del metabolismo de los mamiferos de una
manera semcjanic a la forma en que se oblicne con los solventes industriales tales como la
ciclohexanona y ciclohexana (Espinosa-Aguirre gt al , 1997)

Estudios realizados con ratones, utilizando diferentes dosis de ciclohexanol en sus alimentos,

iderable di icion en el cr icnto tanto de hembras como de machos en

provocaron una
1a primera generacion, mientras que en la scgunda genaracion los ratones fueron normales. Sc ha

comprobado que la inhalacion en altas concentraciones de vapores de ciclobexano! producen
intoxicacion, lagrimeo, narcosis y convulsiones en concjos, acompanados por dafo en el cerebro,
h I produce cfc narcéticos, dolor de

corazéon, higado y ritones En el hombre ¢l cicl
cabeziy y 0jos e irritacion de nariz y garganta ( Richardson, 1993)

La exposicion de ratas a ciclohexanona induce un incremento en el contenido de citocromo P-450

en el higado (Parmar y Burka, 199] | Espinosa-Aguirre ¢t al . 1997)

Sin embargo, experimentos realizados con Sa/i la py 12erm T A100 han d ado que e

icloh ol inhibe la icidad cjercida por la N-nitrosodictilamina (NDEA) y por NNK. Se

ha sugerido que el ismo i ico del ciclob 1 se rclaci con la inhibici ded
boli de las nitr inas (Espinosa-Aguirre. ct al . 1996)
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1.9 DROSOPHII.A COMO SISTEMA DE PRUEBA

Drosophila )

€s un or cucarionte con un ciclo de vida cono, facil de mancjar
en ¢l laboratorio, su mantenimiento a nivel de laboratorio es ccondémico, se cuenta en la actualidad

con una gran vanedad de cepas portadoras de mutantes adecuados para cf diseilo de diferentes
experi ¥y p 1a

idad de activar en

pr Y procar
in vivo (Graf y Singer, 1992 . Guzman ¢t al . 1990 | Guzman y Graf, 1995 |, Vogel, 1987) por todo
fo anterior, fy€ un si molé

wico adecuado para el estudio y deteccion de mutagenos de
manera rutinaria Mediante ¢l uso de diferentes cnsayos pucdc analizarse un amplio especiro de

alteraci geneticas inducid. por ambientalcs, tanto en células somaticas como en
células germinales (Rodnguez- Amaiz y Ramos. 1992)

El ciclo de vida de la mosca de 1a fruta presenta un periodo de embriogencesis demtro del huevo y
una sucesidn de estadios larvanos que cul con la

rfuosis p (hbolometabola), de
1a que finalmente surge un imago o adulto La duracion del ciclo de vida completo es de 9.5 a 10

dias en condiciones controladas de temperatura y humedad tefativa, 25°C y 60 %@ respectivamente
L.a secuencia y duracion de los diferentes cstachios en el ciclo de vida son huevo., 24 hrs | larva de
primer estadio, 24 hrs _ de segundo, 24 hrs . y de tercero, 24 hrs | pupa 120 hrs . Fig 3 En su
habitat natural la duracion del ciclo ¢3 mas variable como resultado de los cambios ambientales
Después de 24 hrs de desarrolio embrionano, eclosiona del huevo una pequeiia larva, su cuerpo
sc encucntra formado por doce SCRMENtos No aparentes | sepmento de la cabeza, 3 toracicos y 8
abdominales La pared de su cuerpo esta formada por una cuticula externa y una epidermis cclular
interna. 1a cuticula esta formada por dos capas la exocuticula y la endocuticula (Ramos y
colaboradores, 1993)

La larva presenia células larvarias que forman ¢l cuerpo de ia larva, se caracterizan porque han
perdido 1a capacidad de division y solo au su 1

cromosomas politénicos, son poliploides. estan deter

. en al sc

pr

das y diferenciadas geneti Las
células imagales no estan involucradas cn la formacion del cuerpo de la larnva, son de tamafio

pequedo, constitucion cromasomica diploide, conservan la capacidad de division celular, estan

determinadas gencticamente pero se diferencian hasta que la larva sufre la metamortosis, estas
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células se localizan en estructuras o inadas discos i lcs, los cuales aumentan de tamano
por divisiones mitoticas que ocurren en determinados tiempos durante el desarrollo larvario Fig 3
(Demerec y Kaufimann, 1975)

Durante la metamorfosis. 1a hormona ecdisona desencadena una serie de cambios en el organismo,
este proceso involucra la destruccion de ciertos tejidos y organos de la larva, y 1a organizacion de
1as estructuras del adulto. a partir de un complejo de células primitivas, los discos imagales, de los
cuales se forman todos los organos del adulto Los tubulos de malpighi se alteran poco durante Ia
metamorfosis. aunque si sufren algunos cambios en su composicion estructural , ¢l torax se forma
por la combinaciéon de vanos discos imagales Las extremidades. ojos, antenas, alas y cl aparato
genital se diferencian a partir de su disco imagal respectivo que sufre una histogénesis durante el

desarrollo pupal, dando origen a las distintas partes del cuerpo del adulto (Ramos y col, 1993)

Los bi imicos realizados tanto en larvas como cn organismos adultos de Drosophula

melanogaster. han revelado que tienen capacidad de activacion-d i de comp
exdgenos como drogas, carcinogenos, solventes y pesticidas, asi como de substancias endogenas
(Hallstrom y Blanck, 1985). gracias a la presencia de enzimas dependientes del citocromo P-450,

similares a 1a fraccion S9 del higado de mamiferos (Baars ¢t al . 1980)

El sistema citocromo P-450 de estos organismos s¢ encuentra distribuido pnncipalmente en el
intestino medio, en los cuerpos grasos y en los tubulos de malpighi A nivel subcelular, las
monooxigenasas se encuentran localizadas en reticulo endoplasmico liso y en las mitocondrias
(tiodgson y Randy. 1991)

En afos rfccientes se han desarrollado nuevos ensayos como la prueba de Mutacion y
Recombinacion Somaticas (SMART), se basa en la expresion de mutaciones recesivas en células
somaticas, para ello se requiere de organismos heterocigoticos para detectar la pérdida del alelo

dominante en algun momento del desarrollo y asi obtener la mutacion recesiva, presentandose

fen cOmo una ha sobre la cuticula del ala en ¢l adulto (Graf gt al . 1984)
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Una de las veniajas mis importantes de esta pruecba es que solamente se necesita de una

generacion de Drosophila nulanoga.ver para la obtencion de resultados. tambien permite

T si los P qu actuan en el mo del tr i o si lo hacen

posterior a €l, ya que ¢l tamafo de las manchas observadas en la cuticula de las alas depende del

tiempo en el que sc induce el clon, o sea que, si ocurre tempr la es de mayor
tamaho que cuando sucede a la mitad o al final del desastolio larvario. La formacion de las
manchas en las células de las alas puede deberse a mutacion, delecién o ¢ bi ion 6
(Grafgt al , 1984 ; Vogel y Zijlstra, 1987)

Las células de las larvas de D. melanogaster, se diferencian en dos direcciones, un grupo da lugar
a las estructuras de la larva propiamente, y el otro se separa en forma de paquetes discretos
(discos imagales) que durante la metamorfosis daran lugar a las estructuras de la mosca adulta
Cualquier alteracion genética ocurrida en alguna de las células de los discos imagales durante la
proliferacidn mitotica, cstara presente en todas las células descendientes y formaran un clon de
células mutantes, cste fenomeno es llamado expansion clonal Si la alteracidon genética produce un

cambio visible en el ipo, el clon de célul puede ser detectado en el cuerpo del
adulto (Guzman ¢ al . 1990 ; Guzman y Graf, 1995) Estas propiedades han permitido trabajar en
dos direcciones, 1a prucba del ala y Ia prueba del cjo.

Para la prueba del ala, se han utilizado principalmente dos marcadores . fir y mwh

fir : “flare™ pelos en forma de flama. Se ubica a 38 B unidades de mapa sobre ¢l cromosoma 3 y

en condicion homociga es lctal, por o que es ria la pr ia de un cr soma bal d
con inversiones multiples (TM3), que ademas porta el marcador dominante “serratia”™ (Ser), el cual
permite el reconocimiento fenotipico de la linea fir3/TM3.Ser (Lindsley y Zimm, 1992 | Frolich y
Waurgler, 1989)

mwh : “multiple wing hair™ pelos multiples en ¢l ala. Este locus se localiza en el cromosoma 3
a 0.3 unidades de mapa. Se reconoce fenotipicamente porque expresa una alteracion en el namero
de tricomas por célula en el ala, llegando a presentar de 2 hasta 5 en lugar de 1, como seria en el
fenotipo silvestre (Sierra et al., 1991)
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Hasta el momento, con la prucba de SNMART se han cvaluado mas de 300 compucsios en ¢l ojo y
el ala de Drosophila melanogaster La prucba ha mostrado gran
B 231 tanto qu

paraiad ion de
como fisicos (Guzman y Graf. 1991) Ademas, esta prucba
se ha utilizado para evaluar mezclas complejas que forman parte dec la dicta del ser humano
(Guzman gt al, 1994 | Guzman y Graf, 1995 . Graf ¢t al , 19906)
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Fig. 3. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster que muestra ¢l desarrolio de las
estructuras de los 6rganos del adulto, (Tomado de Ramos ¥ col., 1993).

20



Oracon pars

Lanes

- o <«

Fig. 4. Los discos imagailes de Drosaphila melanogaster darin lugar a las diversas

estructuras del adulto por una serie de divisiones mitéticas.

(Tomado de Ramos y col.. 1993).
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OBJETIVOS
GENERAL :

1.- Eval la dulacién del efecto g dxico inducido por la N N-dimetilnitrosamina, debido al
pr 3 de cicloh 1 y de ctanol como inductores metabolicos en Drosophila
melanogaster, utilizando la Prueba de Mutacion y Recombinacion Somatica (SMART)

PARTICULARES:

1) Determinar el efecto mut ico de la N N-d ilni

2) Evaluar cl efecto genotoxico del cicilohexanol

3) Evaluar ¢! efecto genotdxico del etanol

4) Determinar 1a capacidad de induccidon del cicloh 1 y del etanol como posibles

activadores metabolicos, utili do ta N N-di ilni i como agente mutagénico en
Drosopbila melanogasrer.

(Todos los objetivos sc evaluaron mediante la Prucba de M 160n y R
en Drosophila melanogasser)




3.- MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Las lincas progenitoras utilizadas seran las siguientes
a) fir’ /TM3.Ser
b) mwh/mwh

OBTENCION DE HEMBRAS VIRGENES

Para llevar a cabo la prucba de SMART-ala. fue necesario hacer cruzas entre organismos de las

cepasayb. Por lotanto se aislaron hembras virgenes de 1a linca a mediante 1a eterizacion de los
organismos, observandolos en cl micr pio de di on Separand. aproxi d cada 6
hrs., yaque alas 8 hrs. de edad alcanzan su madurez sexual (Rodriguez-Amaiz y Ramos, 1992).

CRUZA

Hembras fIr/TM3,Ser  x  Machos mwh/mwh (cruza estandar)

OBTENCION DE LARVAS

Las hembras virgenes se colocaron durante una semana cn frascos con medio de cultivo fresco y
levadura con ¢l fin de aumentar el nimero de huevos depositados por las hembras Una vez

realizada la cruza se colectaron huevos en frascos con medio de cultivo fresco durante 6 hrs. a 25°
C. se el on los pr

cs y s¢ incubaron los hucvos duranmte 72 hrs. bajo las mismas
condiciones de laboratorio Posteriormente, se removieron las larvas utilizando el método de

Nothinger (1970), ¢} procedimicnto sc basa en la for ion de un gradi de densidad

que hace
que las larvas que sc cncuentran en cl frasco, floten, separandose del medio de cuiltivo,

disminuyendo asi el efecto de manipulacion. Para protegerias de la alta osmolaridad, se utilizdé una
solucion de sacarosa al 20%%



DISENO EXPERIMENTAL

Se ad i on pretr i a individuos (larvas transheterocigoticas) de

48 hrs. de edad

El pr lo sel ] do consistio en la cronica por via oral de las larvas de segundo

estadio a un pretratamiento durante 24 hrs. con etanol (1.8, 3 2 y 7 5 %), ciclohexanol (0 15, 0.31

y 062 %5) y fenobarbital 12 mM, posteriormente se les dio un tratamiento con DMN (0 0, 0 78,
0.156 y 0.312 mM) durante el resto del desarrollo larvario

Las larvas se dividieron en 32 grupos con aproximadamente igual numero de individuos y fueron
1 d en tubos h icos (viales) con 0.7g de puré de papa y 5 ml de agua o de las

soluciones a probar. utilizando como control positivo de activacion enzimatica al fenobarbital en
una concentracion 12 mM.

Los tubos se cubrieron con tapones de poliuretano y se incubaron a 25° C durante
aproximadamente 10 dias hasta que los adultos emergicron

Los adultos emergidos se conservaron ecn ctanol al 7026 y posteriormente se hicicron
preparaciones permancntes montando las alas con solucion de Fauré para su analisis al
microscopio (Graf et al., 1984)

El analisis microscopico se recalizé de acuerdo a Grafet al, (1984), tomando en consideracion los
siguientes criterios

1) Ubicacién de las manchas en cl ala . La region distal queda dividida en sicte secciones : A, B, C,
C’, D, D yE, Fig S (Garcia-Bellido y Merriam. 1971)

2) Tamano de las manchas.

@) Pequefias de 1 a 2 células afectadas

b) Grandes con 3 6 mas células afectadas.

3) Fenotipo de mancha, (Fig 6-8)

=) P imples con ipo mwh o Ir’.

©) Grandes simples con fenotipo mwh o fir',
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c) Gemelas con fenotipo mwh y fir’ en una area adyacente ™

ANALISIS ESTADISTICO DEL SISTEMA SMART

Frei y Wurgler (1988) publicaron una comparacion de métodos estadisti para Adir a través
de 1a prucba de mutagénesis SMART-ala . los tipos de Los L od it
comparados fueron la prueba binomial condicional, la prueba de X* y un método altemstivo
basado en el establecimi de limites de confianza observados en las frecuencias de mutacion.
En principio estos meétodos son equival y di a las mi  FLH por o que

Frei y Wurgler utitizando el método que csiablece intervalos de confianza, gencran o sofware
SMART version PC, el cual permite un mancjo mis agil y una forma izada en ¢l andlisi:
de los resultados para esta prucba




Fig. 5. Secciones en que se divide el ala de D. 77 » (Garcia-Bellido, 1971).
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Fig. 6. Fenotipo del marcador mwh (Mancha Simple).
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Fig. 7. Fenotipo del marcador fir’ (Mancha Simple).
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DIAGRAMA DE FLUJO

Reali la crnuza utili do las lincas :

a) Hembras ir'/TM3 Ser
b) Machos mwh/mwh

Colecta de hucvos en medio de cultivo fresco durante 6 hrs.
Obtencion de larvas de 48 hrs

Pretratamicnto de las larvas con ctanol o con ciclohexanol disucltos con agua durantc 24 hrs. cn
las siguicntes dosis
Ewanol (18,32y 75 %)
Ciclohexanol (015,031 y O 62 %)
Agua (Testigo ncgativo)
Fenobarbital (Testigo positivo)

Tratamiento cronico de las larvas de 72 hrs. con DIMETILLNITROSAMINA en las siguientes
concentraciones
DMN 00 (Testigo)
DMN 0078 mM
DMN 0 156 mM\
DMN 0312 mM
Ciclofosfamida | mM (Testigo positivo)

Incubacion a 25° C Hasta el estado adulto
Conscrvacion en ctanol al 70%%
Montaje de alas de los individuos heterocigotos cn preparaciones permanenies

ANALISIS MICROSCOPICO
40 alas por tratamicnto cn un MICTOSCOpPIo OPtico a 400 aumcntos

ANALISIS ESTADISTICO
De acuerdo a Frei y Wirgler (1988)
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PROTOCOLO 1

PRETRATAMIENTO

CRUZA : Hembras fir3/TM3.Ser 1 Machos mwh/mwh

COLECTA DE HUEVOS ; & hrs.

EDAD DE LAS LARVAS : 48 Hrs.

PRETRATAMIENTO : Crénico vis oral durante 24 hrs.
ACTIVADORES ENZIMATICOS CONCENTRACIONES
Ciclohexanol 0.15,0.31 y 0.62%
Etanol 18,32y 7.5%
DISOLVENTE : Agun

TESTIGO NEGATIVO: Aguna

TESTIGO POSITIVO :

MEDIO :

FENOBARBITAL 12 mM

0.7g de puré de papa (Maggi) con S m! de ias soluciones con
cicilohezanol, ctanol, fenobarbital o agua.
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CRUZA :

EDAD DE LLAS LARVAS :

TRATAMIENTO :

MUTAGENO :
DMN (Sigma)

DISOLVENTE :

GRUPO TESTIGO :

TESTIGO POSITIVO :

MEDIO :

PROTOCOLO 2

TRATAMIENTO

Hembras I’/ TM3.Ser x Machos mwh/mwh

72 Hrs.

Crénico via oral hasta el desarrollo de las adultos.

CONCENTRACIONES :
0.078,0.15y 0.31 mM

Agua

Agua

Ciclofosfamida 1mM

0.7g de puré de papa (Maggi) con S mlL de las soluciones

con mutigeno.
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4. RESULTADOS

h, i fucron

En todos los tratamientos y en sus diversas
las mas abundantes (Tablas 1-7 y Graficas 1-7)

Al aplicar los tratamientos de etanol simple a las concentraciones de 1.8, 3.2 y 7.5% (Tabla 1,
Grafica 1) o de ciclohexanol simple a las concentraciones de 0 15, 0.3125 y 0 625% (Tabla 2,

Grafica 2) se pudo determinar que ninguno de ellos incr ificati la fr

de las has p el grandes, las o total micntras que el fenobarbital solo, dio una

respuesta debilmente positiva para la frecuencia de manchas grandes y de manchas totales y una
de h. 1 En todos los casos la

respucsta claramente positiva para las frect
viabilidad de los grupos tratados con estas dosis fue semejante a la del testigo negativo (H:0)

Frecuencia de manchas obtenidas en alas de ). melanogaster en la cruza estandar

Tabla 1
tratadas con diferentes dosis de etanol

MANCHAS
TRATAMIENTO| No. ALAS PEQUENAS GRANDES GEMELAS TOTALES
TESTIGO (H-O) 240 0.30(73) 005 (13) 0.00 (1) 036 (87)
ETANOL ! k%% 40 025 (10)- 003 (1) 003 (1) 030 (12)-
ETANOL 3.2% 80 0.30 (24)- 0.06 (5)- oco1 (1) 0.37 (30)-
ETANOL 7. 80 0.29 (23)- 0.04 (3)- 000 (0) 0.32 (26)-
FENO 12 mM 230 0.35 (83)- 013 3w 004 (9)+ 0.51 (123)w
p <005

+ = resultado positivo - = resultado negativo w = resultado débil-positivo

a3




Tabla 2. Fr ia de h btenidas en alas de D. melanoguaster en la cruza estandar
tratadas con diferentes dosis de Ciclohexano!..

MANCHAS
TRATAMIENTO No. ALAS PEQUENAS GRANDES GEMELAS TOTALES
TESTIGO (H:0) 240 0.30 (73 0.05 (13) 000 (1) 0.36 (87)
CHO15 % 80 0.31 (25)- 005 (4)- 0.01 (1) 0.37 (30)-
CHO.31l % 120 029 (35)- 003 (4)- o0l (1) 0.33 (40)-
CH 0625 % 96 0.23 (23)- 0.05 (5)- Q.01 (1) 030 (29)
FENO 12 mM 240 0.35 (83) 013 (31)w 0.04 (9)+ 051 (123)w
p <005
+ = resultado positivo -~ resultado negativo w =resultado débil-positivo
La dimectilmitrosamina mostré un incr en la fr ia de poqueti grandes,

Bemelas y totales con las concentraciones de 0 78, O 15, observandose una relacion dosis-
respucesta (Tabla 3, Grafica 3), cn cambio la dosis de 0 3125 mM resultd ser sumamente toxica
para los individuos, observandosc una viabilidad casi nula La ciclofosfamida por su parte presentd

incr ignificativos de P y totales, sin embargo no se encontraron

diferencias para las manchas grandes, ¢l resultado no fue concluyente para las manchas gemelas
con relacion al restigo negativo (H;O) (Tabla 3)

Tabla 3. Frecuencia de manchas obtenidas con diferentes dosis de DMN y Ciclofosfamida

MANCHAS
TRATAMIENTO No. ALAS PEQUENAS GRANDES GEMELAS TOTALES
Testigo (H20) 240 0.30(73) 0.05 (13) 000 (1) 0.36 (87)
DMN 0078 mM 120 1.17 (141)+ 0.60 (72)+ 0.22 (27)~ 2.00 (240)+
DMN 0.15 m™M 120 2.75 (330)+ 1.48 (177)+ 0.46 (55)+ 4 68 (562)+
Ciclofos 1 m™M 80 1.09 (87)+ 009 (7)- 0.04 (3) 1.21 (97)+
p <005 + =resultado positivo -= resultado negativo  w =resultado débil-positivo




Con relacion a los tr os binados de ectanol (1.8, J:y?S‘/-)yDMNOCﬂlmM-
pudo observar que el pretratamicnto de ctanol 1. 8% no difi i las fr i
de manchas chicas, grandes, gemclas y totales, sin cmbargo, ias dosis de 3.2 %% dieron una
respuesta debilmente positiva para las manchas chicas y grandes (1.84, 1 49) y una respuesta
positiva para las manchas totales (3 62) respecti un P Y >
observamos cuando las larvas fueron pretratadas con una dosis de 7 5% de ctanol encomtrandose
h. chicas y totales { 205 y 3.54) y diferencias débilmente

diferencias significativas para
positivas para manchas grandes y gemelas (1 0 y 0 49 ) respectivamente (Tabia 4. Grifica 4)
Estos 7 Itad incid con los ados en los grupos pretratados con DMN y

Fenobarbital 12 mM, donde se obtuvieron diferencias significativas en manchas chicas y totales
2.66 y 4.25) y débilmente positivas en manchas grandes (1.34)

Tabla 4 Frecuencia de manchas obtenidas con DMN 0.078 mM y diferentes dosis de Ewanol.

MANCHAS

TRATAMIENTO No ALAS PEQUENAS GRANDES GEMELAS TOTALES

DMN 0078 mM 120 1.17 (141) 0 60 (72) 02227 200 (240)

DNN-ET 1 8% 30 1.30 (52)- 037 (19)- 0.12 (5 1.90 (76)

DMN<ET 3.2% 80 1.84 (147)w 1.49 (119w 0.30 (24)- 3 62 (290)+

DMN<ET 7 3% BO 2.05 (164)+ 1.00 (BO)w 0.49 (39)yw 3 54 (283)+
DMN~FENO 12 mM 160 2,66 (426)+ 133 (215)w 024 (39)- 425 (680)+

- = resultado negativo w =resultado debil-positivo

p <0.05 ~ = resultado positivo

ftad. b idos en los grupos pretratados con ctanol

Enla tabla 5 y grafica 5 se mt an los r

(1.8, 3.2 y 7 5%) y tratados con DMN O 1S mM . E] pretratamiento con etanol ! .8%% no modifico

con ctanol 3.2% incremnento

la frecuencia en ninguno de los tipos de el pretr
débilmente la frecuencia de manchas grandes, el pretratamiento con 7 5% de etanol modifico
h grandes y totales (296 y 6.66) respectivamente y o

6 debil, las fr de has chicas, grandcs

debil la fr de

pretr con barbital incr

y totales (3.54, 2.16 y 6 0) respectivamente.




Tabla 5. Fr in de h idas en alas de D. melanogaster en la cruza estandar tratadas
con DMIN 0.15 mM y diferentes dosis de Etanol

MANCHAS
TRATAMIENTO No. ALAS PEQUENAS GRANDES GEMELAS TOTALES
DMN 0.135 mM 120 2.75 (330) 1.48(177) 0.46 (55) 468 (562)
DMN+ ET 1 8% 40 2.28 (91)- 0 B7(35)- 017 (7)- 3.33 (133)
DMN+ ET 3.2% 110 2.70 (297)- 2.42 (266)w 0.46 (51)- 5.58 (614)-
DMN+ ET 7.5% 80 3.10 (248)- 2.96 (237)w 0.60 (48)- 6.66 (533 )yw
DMN+ FENO 12 120 3.54 (425)w 2.16 (259)w 0.30 (36)- 6.00 (720)w
mM
p <005 + = resultado positive - = resultado negativo w = resuhtado débil-positivo
Con resp a los tratami binad que cuando se aplicaron diferenies dosis de
icloh 1 previ e a los tratami con DMN 0078 mM se 6 que las frect
para manchas pequedas, grandes, Yy les no eran signi ivamente diferentes a aqucllas

observadas en los grupos tratados unicamente con DMN a la misma dosis Sin embargo, la

frecuencia de manchas grandes en los gnipos pretratados con CH 0 15 y 625%0 fue débilmente
positivo (Tabla 6, Grafica 6)

Con r 1 a los tr i binad

de DMN 015 mM y ciclohexanol a las diferentes

dosis determinad no se aron diferencias significativas para ningun tipo de mancha,

cuando se compararon con los tratamientos sencillos de DMN a la misma concentracion (Tabla 7,
Grafica 7)
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Tabla 6. Fr

de h

b i en alas de D. melanogasier en la cruza estandar

tratadas con DMNON O 078 mM y  diferentes dosis de Ciclohexanol

MANCHAS

TRATAMIENTO No ALAS PEQUENAS GRANDES GEMELAS TOTALES

DMN O 078 mM 120 117 (13)) 060 (72) 0.22(27) 2.00 (240)

DMN+CHO.15 % 80 1.21 (97)- 0.BO (64)w 021 (17) 2.22(178)-

DMN+CHO.}M % 120 125 (150)- O 68 (81)- 0.19 (23)- 2.12(254)-

DMN+CHU 62 %% 120 1.24 (149)- 0.88 (105)w 0.22(26)- 2.33 (280)-
DMN~-FENO12 mM 160 2 .66 (426)+ 134 (215)w 0 24 (39)- 4.25 (680)+
p <005 -+ = resultado positivo - = resultado negativo we= resultado débil-positivo
Tabla 7. Frecuencia de has obtenidas en /). L en la cruza estandar tratadas con

DMN 0.15 mM y diferentes dosis de Ciclohexanol

MANCHAS
TRATANMIENTO No. ALAS PEQUENAS GRANDES GEMELAS TOTALES
DMN O 1S mM 120 2.75 (330) 1.48(177) 0.46 (55) 4.68 (562)
DAN+ CHO.18 %% 80 2.66 (213)- 1.41 (113)- 0.30 (24)- $.37(350)-
DMN+ CHO0.31% 120 2.03 (244)- 1.57 (188)- 0.32 (39)- 3.92(471)-
DMN+ CHO 62 % 120 2.48 (298)- 1.37 (165)- 0.44 (53)- 4.30(516)-
DMN+ FENO 12 mM 120 3 54 (a25) 2.16 (259)+ 0.30 (36)~ 6 00 (720)+
p <0.05 + = resultado positivo - = resultado negativo w = resultado débil-positivo
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5. PISCUSION

El proceso de induccion de mut nes por

involucra una serie de eventos entre
tos cuales se encuentra la biotransformacion mediada por enzimas metabolicas, en algunos casos
generando  productos  clectrofilicos que  interaccionan con ¢! ADN

Para coxpresar su
las nitrosaminas dcben ser

mutagenicidad, transformadas a un intermediario reactivo, a-
hidroxinitrosodimetilarmuna (Negishi ¥ Hayatsu, 1983) | esta transformacion sc lleva a cabo con la
participacion de las isoenzimas del citocromo P-450, que tienen como papel fundamental facilitar
1a desintoxicacion de los agentes quimicos xenobioticos, para ¢llo cstas cnzimas actuan sobre los
mutagenos modificando su toxicidad, incrementandola, disminuyendola, anulandola o formando

especics de oxageno altamente reactivos para el acido desoxirmbonuclcico  Las lesiones
premutagenicas. con frecuencia son reparadas mediante la participacion de otro grupo de

cnzimas, y8 sca por mecanismos de reparacion libres de errores, on cuyo caso la alteracion se
elimina, © esta sujeta a errores, mecanismo de reparacion que promueve y fija mutaciones (Ramel,
1986)

La determinacion de la actividad genotdxica de un compuesto usando el bioensayo SMART, esta
dada por la comparacion entre la frecuencia de manchas en los grupos tratados y la del lote
testigo Esta frecuencia csta en relacion con el numero de celulas expuestas al mutageno y que dan
origen a un clon Para estimar la cantidad de celulas presentes al momento del tratamiento s¢ debe

considerar ia edad de la larva v €] numero final de celulas en el organo adulto (Wurgler y Vogel,
1986 , Graf v Wurgler. 1988) Para rcalizar la evaluacion de genotoxicidad de la DMN, se
scleccionaron larvas de 72 hrs de edad a fas cuales se les dio un tratamiento cronico via oral con
estc smutidgeno cn concentraciones de 0 078 y 0 1S mM, observando un incremento  significativo
en la frecuencia de manchas pequeflas, grandes, gemelas y totales lLas subfamilias CYP 2El y
CYP2B1 dcl citocromo P-150 csian involucradas cn la activacion dc las nitrosaminas con
diferentes estructuras quimicas (Parke €1 al. 1991). en particular la DMN es activada por la
CYP2EL, lo mismo ocurrc con la ciclofosfarmida, por esta razon, sc utilizo ciclofosfamida | mN\{
comao 1estigo positivo Este compuesto sc ha probado en una amplia variedad de sistemas tanto 1
vive Como i vitro, originando una respucsta positiva consistente cn todos ellos. En cclulas de
rifién, higado y pulmon en roedores tratados i1 vivo induce mutaciones letales dominantes,

aberraciones cromosomicas, micronucleos , intercambio de cromatidas hermanas y cambios en el

as




ESTA TESIS "o
DERE
AL LA BBiioTECs

ADN . En cultivos /71 viro de células humanas, induce aberraciones cr e inter
de cromitidas hermanas (Richardson, 1993)
Losr ftad btenidos pr on una frecuencia de manchas totales de (20, 4 68 y 1 21) para

los tratamientos sencillos de DMN 0 078, 0 15 mM y ciclofosfamida 1| mM respectivamente,

mostrando clar. e una relaci dosis-resy a Lar a positiva del promutageno a estas
. "

con los descritos por Hallstrom ¢t al . 1982 y Rodriguez-Amaiz ¢t al .,
1996.

En la Prucba de Mutacion y Recombinacion Somatica, la DMN ha probado inducir todo tipo de
manchas, sin embargo, al probar la DMN con tratamicntos combinados con fenobarbital se
encontréo que hubo diferencias significativas en la frecuencia de manchas pequcfias, grandes,
gemelas y totales, dcbido a la concentracion de enszimas activadas posiblemenic por dicho
inductor Rcportes previos de laboratorio han demoestrado una correlacidén entre los niveles de
citocromo P—150 y lIa capacidad para dimctilar la DMN y activarla a mutageno (Gutienplan ¢t al
1976)

La Dimetilnitrosamina como ya s¢ Menciono, ¢s un promutigeno monofuncional que al reaccionar
con oxigenos v nitrogenos de las bases que conforman las acidos nucleicos (excepto cl nitrogeno
del enlace glucosidico), produce aductos en aproximadamentc 20 sitios diferentes (Voget, 1992) |
ademas produce rompimientos en las bases del ADN, lo que se traduce a nivel celular en actividad

I3 binogéni dependi dc la concentracion . ¢l tiempo de cxposicion al mutageno cs

también un factor importante en ¢l numero de celulas afectadas TPara cvaluar si ¢l ctanol o el
ciclohexanol inducen la actividad metabolica. s¢ comparo la frecucencia de manchas inducidas por
1a DMN en larvas gue no recibieron ctanol o ciclohexanol, con la inducida por la DMN en
presencia de cstos alcoholes

El etano! pose¢ la capacidad de alterar las propiedades biologicas en una forma compleja,
existiendo una posible interaccion entre el consumo de etanol y sus efectos mutagénicos a través
de los compuestos nitrosos Este alcohol es aplicado frecuentemente como solvente en pruebas de
mutagenicidad (Gichner y Valeminsky, 1988) Algunos cstudios recalizados con ctanol en
Drosophila melanogaster utilizando concentraciones de 4, 8 y 14 2% en exposiciones crénicas o
prolongadas han dcmostrado que produce cfectos teratogeénicos observados en los organismos
adultos (Ranganathan ¢t a8l . 1987a y Ranganathan ¢t al., 1987b)
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Los primeros experimentos realizados en ¢l presente estudio con etanol cn concentraciones de 15

y 30 % dieron como resultado un alto grado de icidad en los organi . por 1o que fue
necesario disminuir las dosis 8 1.8, 3.2 y 7.5 %%, con cstas dosis se & quc la fr iz de
dafio inducido fue muy j ala fr basal

igo) para todos los tipos dc manchas
En la tabla 4 sc pucden observar los resultados del tratamiento sencillo con DMN 0 078 mM, <!

cual fue utilizado como promutageno para comparar cl efecto de los tratamientos combinados con

ctanol cn difcrentes cltr

con ctanol 7.5 %4 induce la mayor proporcidén
en la frecuencia de manchas chicas y totales resultando ser positiva y debilmente positiva para la

frecuencia de manchas grandes y gemeclas, sin ecmbargo el tratamicnto combinado con DMN y
Fenobarbital 12 mM (testigo positivo) mostré inducir aun mas 1a trecuencia de manchas chicas,

grandcs y totales, pero no las manchas gemelas, 1as cuales fucron mayorcs on ¢l tratamiento con
etanol 7 5 °5

En cl tratamicnio con DMN O 15 25 y ctanol (tabla 5) se cncontso ¢l mismo efecto que con la

dosis anterior de DMN, siendo la dosis de 7 5 ®a de ctanol 1a que presentd mayor induccion en la
frecuencia de manchas grandes, gemclas y totales, aun comparandola con ¢l tratamicnto de
fenobarbital, esto sugicre Que ef etanol induce alguno de los grupos de familias del citocromo P-
450 a través de los cuales acclera la activacion  de la nitrosamina y 1a transforma en un producto
mutagenico A este respecto existen varios reportes de estudios in vitro. en Jos cuales se ha
demostrado que fa DMN vy la NDEA son activados eficicntemente a productos mutagénicos con
fracciones S9 de higado de rata en animales pretratados con dicho alcohol (Haag y Sipes, 1980,
Garro ¢t al . 1981) Por lo contrario Peng ¢t al , (1982) administraron concentraciones de 10y 15

%% de ctanol en cl agua de beber a los animales tratados durante 3 o 6 dias, mostrando que cl
ctanot e¢s un inhibid dc la iso ] CYPpP ZE}
prucba de Ames con Salmonclla,

Mas tarde Mon ¢t al, (1985), utilizando la
encontro que ¢l tratamiento con ctanol  disminuyo
significativamente la actividad mutagénica de la DMN y la DEN La prescencia de ctanol en
concentraciones de 5-12.5 %6 en un ensayo con Arabidopsis. también redujo  la mutagenicidad de
la DNMN y la NMBA (Gichner y Valeminsky, 1986) lL.os cfectos antimutagénicos del ctanol fucron

explicados en ambos estudios por su accion sobre los procesos de detoxificacion de las
nitrosaminas probadas (DMN, DEN y NMBA) Esta suposicion cs sustentada por diversos

di quec han d

ado que el etanol inhibe ¢l metabolismo de Ja DMN i1 vivo € 1 vitro
(Schwarz ¢t al.. 1980, Peng ¢t al., 1982)
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Algunos autores que han trabajado con 1a técnica de clectroforesis, reportaron que el tratamiento

con etanol induce especies proteicas con pesos moleculares que oscilan entre los 50,000 y 52,000

Siguiendo de manera similar ¢l protocolo de estos autores, Espinosa-Aguirte ¢t al.. 1996,
d ‘'on un incr en la activacion de la DMN por micfosomas hepaticos de ratas. Por

otra parte, el estudio de clectroforesis en gel de microsomas de ratas tratadas con ciclohexanol o
ctanol revelaron que ambos P os incr aron la i idad de al bandas pr:
en 1a region del peso molccular del cit P-4150

Por otra parte, en las tablas 6 y 7 s¢ pucden obscrvar los resultados de los experimentos realizados
para determinar 1a habilidad del ciclohexanol como posible inductor de 1a actividad mctabélica del

citocromo P- 450 en ). melanogaster utitizando el promutageno DMN, los resultados obtenidos.
en general no mostraron diferencias  significativas cuando sc pretrataron las larvas con
ciclohexanol en tr iento binad

co con DMN, al compararios con los obtenidos en los
grupos que solo habian sido tratados con DMN  En

todos los casos observamos que las
frecuencias para todos los tipos de manchas con ¢l tratamiento de DMN 0.15 mM solo y pama los

#rupos expucstos a las tres dosis de lohexanol y el tri

iento de DMN 015 mM fueron
semcjantcs, 1o mismo ocurrio cuando sc aplicaron en tratamicnios usando la concentracion 0 078
mM de DMN, excepto en la frecuencia de manchas grandes con ciclohexanol O 15 y 0.625%%,

donde encontramos una respucsta débilmente positiva | esto sugiere que aunque la nitrosamina es

un promutageno ¥ por lo tanto de accion indirecta, el ciclohexanol ¢n las condiciones en las que s
fici R

Hlevaron a cabo los experimentos no mostré ser un inductor

¢ de los si s
involucrados en el metabolismo de DMN

os

Probablemente estos resultados nos indican que dentro de las larvas, €l ciclohexanol pudo haber
sido rapidamente absorbido. distribuido, metabolizado y eliminado del cuerpo, de tal forma que no
fue retenido en cantidades apreciables para inducir las familias del citocromo P-350 responsables
de 1a activacion de la dimetilnitrosamina De acucrdo al diagrama de las fases 1 y 2 del
Metabolismo de Drogas, en donde se muestran las vias de destoxificacion y activacion (Fig 1)
pudiera considerarse que cl ciclohexanol haya sido reducido y excretado como un conjugado
glucurdnido, tal como se ha comprobado en estudios previos con ratas tratadas con
ciclohexanona, donde siguicndo la administracion oral de este compucsto se ha visto que ¢s

convertido  rapid a cicloh 1

. el

cual es excretado predominantemente como
ciclohexilglucuronido (Parmar y Burkar, 1991)
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b id de ratas pretratadas

Contradictoriamente un estudio realizado con fracci s9

oralmente por S dias con cicloh !, d ro que tr con este alcohol ciclico fueron

capaces dc inducir la activacion del promutageno DMN en sus bolitos al mutagenicos
100 de Sa/ lla oph n. La scparacion de proteinas

detectados en la cepa TA
microsomalcs a través de la 1ecnica de clectroforesis, localizo bandas proteicas situadas en el

rango de pesos moleculares entre los 50,000 y 52,000 , concluyendo que el ciclohexanol induce las
isoenzimas CYP 2E1 y CYP2BI/2R2 (Espinosa-Aguirre ¢t al . 1997)

En otro estudio cfectuado por Espinosa-Aguirre et al, 1993, s¢ demostro previamente que cl
ciclohexanol inhibio los cfectos mutageénicos de la DEN y del 4-(N-nitrosomectilamina)- 1 -3-piridil)~
1-butanona (NNK) en la cepa TA 100 de Salmonclla fyphimurium Por otra parte, se ha reportado
que tratamicntos con ciclohexano! mucestran un cefecto antimutagénico contra la genotoxicidad del
benzo(a)pireno (BP), del 2-aminoantraceno (2-AA) o de otros mutagenos de accion directa, tales
como cl metilmcianosulfonato (MAES) v el ctil metanosulfonato (EMS), esto sugiere que el
mecanismo  antimutagenico del ciclohexanol puede estar relacionado con la inhibicion del
tetabolismo de la nitrosamina en cuestion (Espinosa-Aguirte ¢f al . 1996)

Este tipo de substancias, tales como el etanol y el ciclohexanol también se han utilizado en
estudios dc localizacion de radioactividad cn sitios de formacion de tumores En un trabajo donde
sc administro oralmente etanol y otros alcoholes como ¢l n-butanol y t-butanol a ratones durante
20 minutos previos a la inycccion de carbono 14-NNK, sc cncontro que disminuya 1a localizacion
de radioactividad en ductos cpiteliales bronquiales y salivales, asi como en el higado No se conoce

a ci ia cierta el r o por cl cual estos alcoholes inhiben la localizacion de radioactividad

en estos tejidos, pero se considera la informacion existente a cerca de las posibles enzimas
deshidrogenasa, que sc encuenira cn muy altas

involucradas, cstas pueden ser la alcoho!
concentraciones en ¢l epitelio bronquial de raton y la otra s la isoenzima P-150;. p.. Que presenia

una actividad catalitica alta cuando sc combinan alcoholes y nitrosaminas (Waddcll y Mariowe,
1983) En otros experimentos comentados en Espinosa-Aguirre ¢t al . (1993). el ciclohexanol
(CAS No 108-93-0) alteréo la cinética de distribucion dcl carbono 14-NNK cuando fuc
i después de la inyeccion intravenosa de esta nitrosamina, de tal forma

i ado i di
qQue la P al loh ol provocé una disminucion cn los sitios de localizacion de
radi ividad end de lio bronquial y en higado de¢ raton
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Durante muchos aflos sc¢ ha utilizado ¢l Aroclor 1254 como un ind

P . Las pr
observadas en extractos micr les de higado en animales pretratados con este compuesto, han
demostrado que es un ind fici en la acti ion de las iso del citocromo P-450 y
formas iadas en ¢l metaboli

de varios carcinogenos genotoxicos. La mutagenicidad de la
micr \} S9 d dc dc la

DMN inducida por Aroclor en fr

acion dcl
mutageno plcado. Con las

prctratados con este ind

de 1 y 3 mM de DMN cn microsomas de ratones

. SC O una

scion en 1a habilidad para convertir la DNMN
a mutageno y una alta habilidad cuando se utilizd en una concentracion de 70 mM (Hagg y Sipes,

1980) Dc mancra semcijante, considcramos que tanto el ctanol como ¢l ciclohexanol pucden
funcionar como inductores o inhibidores de la dimctilasa con la DMN y otras nitrosaminas

Para caractcrizar cficientemente al ctanol y ciclohexanol como posibles inductores de actividad
metabolica | consideramos importante probarlos en la cruza de alta bioactivacion . la cual poseé un

i en s pacidad . do ignifi.

la ibilidad del
promutiageno
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en ¢l presente estudio permiten ob fas sigui 1

1) El bi
la DMN

yo SMART d © ser el efecto OXi de

2) Los tratamientos simples de ctanol (1 8, 3 2 y 7 5%) o de ciclohexanol (0 15, 0312 y 0625%:)

no incr on significati c la fr de has peq grandes, las y
totales, por lo que no se les pudo iderar como g Gxicos a las i
empleadas

3) En general no s¢ pudo detectar induccion de 1a actividad bolica en 1. 7 con ¢l

ciclohexanol a las dosis utilizadas

4) Los tratamientos combinados de etanol y DMN sugicren un efecto inductor del citocromo  P-
450 con estc alcohol

5) Medianmte el sistema SMART pudo ser detectada 1a actividad inductora del fenobarbital.
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Gréfica 4. Frecucncia de manchas obtenidas con DMN 0.078 mM y

diferentes dosis de Etanol

DMN
0078
mM

DMN DMN DMN

ET < ET +ET

18% 3% 758%
Tratamiento

DMN
+
Feno

12

WPEQUENAS|
BGRANDES
‘TGEMELAS

OTOTALES |



(34

Grifica S. Frecuencia de manchas obtenidas con DMN 0,15 mM y diferentes
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Grifica 6, Frecuencia de manchas obtenidas en los tratamientos con DMN
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