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RESÚMEN 

El 4(metilnitrosamino)1-1(3-piridil)-1-butanona (NNK) y la N'-nitrosonornicotina 
(NNN) son dos de las principales nitrosaminas componentes del humo de cigarro 
las cuales han mostrado ser altamente mutagénicas en diferentes organismos y 
sistemas de prueba, comprobándose que ambas, necesitan activación metabólica 
para poder ejercer sus efectos mutagénicos. Por otro lado, existen sustancias de 
origen natural como las vitaminas y algunos otros compuestos como la clorofilina, 
que han despertado un gran interés, ya que han manifestado ser compuestos con 
actividad antimutagénica. Usando la prueba de mutación y recombinación 
somática (SMART) en alas de Drosophila melanogaster, se evaluó la actividad 
genotóxica del NNK, NNN, así como del condensado de humo de cigarro (CHC). 
Se evaluó también la genotoxicidad del ácido ascórbico (AA), la clorofllina (CL) y el 
ácido retinóico (AR) y finalmente se determinó la actividad antimutagénica del AA, 
CL y AR frente al daño producido por el NNK, NNN Y el CHC, en larvas 
transheterocigotas de 72 hrs derivadas de las cruzas estándar f/?íTM3,Bds x mwh 
(E) y de bioactivación elevada OR(R)1;OR(R)2;flríTM3,M x mwh (BE), en los 
protocolos de pre- y co-tratamiento. El NNK y NNN resultaron ser altamente 
genotóxicos en las larvas de ambas cruzas, manteniendo una relación dosis­
respuesta, por su parte, el CHC fue débil positivo. Se observó que el principal 
evento genético que conduce a la genotoxicidad de estos compuestos es la 
recombinación. Por otro lado, los antimutágenos per se, no fueron tóxicos ni 
genotóxicos a las larvas. No se observó ningún efecto protector ni del AA, Cl o AR 
frente al daño producido por las nitrosaminas y el CHC en ninguno de los 
protocolos. 
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ABSTRACT 

4(methylnitrosamine) 1-1 (3-pyridyl)-1-butanone (NNK) and N'-nitrosonornicotine 
(NNN) are two of the main nitrosamines of cigarette smoke which have been 
shown to be mutagenic in several organisms and in different test. Both compounds 
need metabolic activation in order to exert their genotoxic effects. On the other 
hand, natural substances, like vitamins and some other compounds as 
chlorophyllin, are of great interest because they show antigenotoxic activity. Using 
the Somatic Mutation And Recombination Test (SMART) in wing cells of 
Drosophi/a me/anogaster, the genotoxicity of NNK, NNN and cigarette smoke 
condensate (CSC) was evaluated in larvae derived from the standard f/ltrM3,acf' 
x mwh (ST) and high bioaclivation OR(R)1;OR(R)2;f/ltrM3,acf' x mwh (HB) 
crosses. Furthermore, the antigenotoxicity of ascorbic acid, chlorophyllin and 
retinoic acid in pre-treatment and co-treatment protocols was investigated. The 
results were: NNK and NNN were high genotoxic to larvae from both crosses with 
a clear dose-response relationship. On the other hand. CSC was weakly positive. 
The main genetic event to lead genotoxic damage of this compounds is the 
recombination. The three modulating agents alone were not genotoxic in both 
types of larvae and were not protective effects against NNK, NNN or CHC neither 
protocols. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Un elemento importante en el estilo de vida de los seres humanos desde hace 

algunos siglos es el consumo del tabaco, el cual presumiblemente incrementa el 

riesgo de padecer enfermedades crónicas. El hábito de fumar cigarro ha sido 

relacionado con el cáncer de laringe, cavidad oral, esófago, páncreas y pulmones 

(éste último de gran importancia por el número de casos que se ha reportado en 

décadas recientes), causando la muerte prematura y en el caso de mujeres 

embarazadas, ocasionando efectos tóxicos al feto, que incluye un retardo en su 

crecimiento, aborto espontáneo y muerte neonatal (USDHHS, 1980) 

La preocupación sobre los efectos nocivos del tabaquismo empezó a principios del 

siglo XIX, pero no fue sino hasta mediados de éste, cuando se relacionaron con 

enfermedades de tipo cardiaco y se estábleció también que existen efectos del 

humo de cigarro en los fumadores pasivos, además se demostró la correlación 

existente entre el cáncer de los labios y nariz con el uso del tabaco (Diaz Oliveros, 

1997). 

A partir de 1964 y hasta 1980 tuvo lugar en Estados Unidos una serie de eventos 

promovidos por el Departamento de Salud, Educación y Bienestar Público y se 

publicó el primer informe general de los daños que el tabaquismo ocasiona a la 

salud. Para 1995 se analizaron nueve causas de muerte evitables en los Estados 

Unidos (Fig. 1.1). La primera de ellas es por consumo de cigarro, que en 1990 

alcanzó el 38% del total de muertes de entre estas nueve, seguida por las 

provocadas por problemas alimenticios con el 28%, después las producidas por el 

alcoholismo, que llegan al 10%, y otras de las que se esperaba mayor mortalidad, 

como el abuso de drogas, representa menos del 1 %. Estos hechos reflejan una 

vez mas el daño significativo a la salud que produce el tabaquismo (Bartecchi el 

al., 1995). 
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En nuestro pais la cantidad de fumadores y ex fumadores del sexo masculino 

alcanzan el 38 y 37%, mientras que para el sexo femenino representan el 16% y 

14% respectivamente (Fig.1.2). Además se sabe que el mayor número de 

fumadores se encuentra en la edad más productiva de la vida, entre los 26 y 44 

años. La suma actual de no fumadores es de 62%, lo cual puede significar que la 

mayoría de la poi;>lación, gracias a acciones realizadas por la Secretaria de Salud 

ha cobrado conciencia del daño que produce el tabaco (Diaz Oliveros, 1997). 

Enf. Sexo 
Armas de fuego 2% 

4% 

Vehiculos 

Intoxicaciones 
6% 

Infeociones /;';77077r-==,...,.;::;:: 
8% 

Alcoholismo 
10% 

Dietas 28% 

2% Drogas 2% 

Fig. 1.1. Causas de muertes evitables en los E. U. 
(Bartecchi et al., 1995) 

Las consecuencias del tabaquismo van desde efectos negativos sobre los 

mecanismos de defensa del aparato respiratorio, enfermedades cardiovasculares y 
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toxicidad fetal hasta la promoción y formación de algún tipo de cáncer, como ya se 

mencionó en un principio_ 

Los estudios epidemiológicos y experimentales apuntan hacia el hecho de que el 

humo de cigarro contiene substancias que hacen a las células susceptibles de 

desarrollar un tumor incrementando el riego de cáncer a través de su exposición 

crónica (Hoffmann y Harris, 1986). 

% 

FUMADORES EX FUMADORES NO FUMADORES 

Fig. 1.2 Distribución del tabaquismo en México 
(Diaz Oliveros, 1997) 
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1.1. CONDENSADO DE HUMO DE CIGARRO 

1.1.1. ANTECEDENTES 

La combustión del tabaco tiene dos fases: la de gas y la de humo; en esta última 

se producen los dos cancerígenos más activos, que son: el benzo(a)pireno [B(a)P] 

(0.016 ¡<g/cigarrillo) y el dibenzo(a)pireno [D(a)P] (0.002 a 0.01 ¡<g/cigarrillo), que 

no se encuentran en las hojas del tabaco virgen, pero se forman por pirólisis 

debido a las altas temperaturas que generan los cigarrillos cuando se consumen. 

Por acción similar, la nicotina y la piridina se convierten en los cancerígenos 

mencionados. El análisis de las partículas contenidas en el humo de cigarro se 

puede observar en la Tabla 1.1 (USDHHS, 1960). 

Existen varios componentes en el humo del cigarro, que por sí solos no son 

carcinogénicos; sin embargo, cuando se asocian con otros, pueden inducir el 

desarrollo de neoplasias. Entre ellos están los hidrocarburos aromáticos 

policídicos (HAPs) (Rildiger el al., 1976; Brookes, 1977; Florin el al., 1960; La Voie 

el al., 1981; Hoffmann el al., 1963), las nitrosaminas (Hoffmann el al., 1961; Hecht 

y Hoffmann, 1986), ciertos compuestos N-heterocíclicos (Yoshida y Matsumoto, 

1960; Curvall el al., 1982), derivados del fenol (Jansson el al., 1966, 1966; 

Hoffmann y Wynder, 1966), aldehídos (Obe y Beek, 1979, Jansson el al., 1966) y 

aminas aromáticas (Yoshida y Matsumoto, 1976), los ésteres grasos de cadena 

larga y los ácidos grasos libres, todos los cuales se encuentran en abundantes 

cantidades en el humo de cigarro (Díaz Oliveros, 1997). 

Es importante señalar que todos los componentes cancerígenos se forman· en la 

fase del humo de la combustión del tabaco, porque la otra fase, la de gas, produce 

gran cantidad de sustancias irritantes de las vías respiratorias como son los 

forrnaldehídos, acetaldehidos, metanol, acetona, metil-etil-cetona, amoniaco, 

dióxido de nitrógeno y sulfito de hidrógeno, entre otros (Díaz Oliveros, 1997). 
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Tabla 1.1 Componentes del humo de cigarro 
(Díaz Oliveros, 1997) 

Sustancias % Partículas No. Toxicidad 
Compuestos 

ÁcidOs 7.7-12.8 25 Irritantes 

Glicerol, glicol y OH 5.3-8.3 18 Irritantes 

Aldehídos y cetonas 8.5 27 Irritantes 

Hidrocarburos alifáticos 4.9 64 Irritantes 

Hidrocarburos 0.44 81 Carcinogénicos 
aromáticos 

Fenoles 1-3.8 45 Irritantes y 
cocarcinÓQenos 

1.1.2. ESTUDIOS MUTAGÉNICOS DEL CONDENSADO DE HUMO DE 
CIGARRO 

Existen evidencias tanto epidemiológicas como experimentales que sugieren el 

hecho de que el humo de cigarro es una mezcla compleja que contiene sustancias 

que promueven e inducen tumores incrementando el riesgo a un cáncer a través 

de una exposición crónica (Hoffmann y Harris, 1986). 

El primer reporte de la mutagenicidad del condensado de humo de cigarro (CHC) 

fue de Venema (1959), usando una emulsión acuosa del CHC sin los HAPs, la cual 

demostró ser inductora de aberraciones cromosómicas en raíces de cebolla (Allium 

cepa); se encontró la presencia de cromosomas rezagados y fragmentos 

acéntricos, entre otros. Posteriormente Leuchtenberger y Leuchtenberger (1970) 

describieron que la exposición de células de ratón 3T3 a la fase gaseosa del CHC 

incrementó el indice mitótico y causó alteraciones al ADN. Asimismo, Izard et al. 
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(1970) reportaron que una fracción de CHC rica en compuestos heterocíclicos 

nitrogenados, inhibió la mitosis en las células de la raíz del ajo (AI/ium salivum). 

Kier et al. (1974) fueron los primeros en demostrar en Salmone/la TA1538, la 

capacidad del CHC para inducir mutaciones puntuales. Ellos detectaron que el 

CHC contenían mutágenos de acción directa, es decir, compuestos que son 

mutagénicos en la ausencia de 59, además de compuestos de acción indirecta que 

necesitan activación metabólica. 

El primer reporte de la mutagenicidad del CHC en un organismo eucarionte fue 

realizado por Pescitelli (1979) en Drosophi/a me/anogaslercon la prueba de letales 

recesivos ligados al sexo. A partir de entonces, la capacidad mutagénica del CHC 

se ha puesto de manifiesto en diferentes organismos como levaduras (Sankara­

Narayanan y Rao, 1988), bacterias (Wilmer y Spit,. 1986), ratones (Doolittle et al., 

1991) y en linfocitos (Hsu el al., 1991), ya que contíenen agentes genotóxícos los 

cuales causan daño en el ADN, ocasionando mutaciones (8alansky el al., 1987), 

incremento en el intercambio de cromátidas hermanas (Benedict el al., 1984), 

formación de células binucleadas (Balansky y 8lagoeva, 1989), desarreglos 

mitóticos y anormalidades cromosómicas (Sabharwal el al., 1985). 

Se han estudiado también los efectos del CHC en humanos, dentro de los cuales 

se encuentran los efectos morfológicos del esperma, los teratogénicos y los de 

transformación celular. 

a) Efectos en la morfología del esperma: Wyrobek y Bruce en 1975 describieron 

que la morfología anormal del esperma en ratones puede ser inducida por la 

exposición a mutágenos durante la espermatogénesis. Aunque el mecanismo 

exacto de este efecto no es conocido, la morfología anormal puede ser 

transmitida por lo menos a dos generaciones (Hugenhollz y Bruce, 1976), el 
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incremento en la frecuencia de esperma anormal se cree que es consecuencia 

de mutaciones puntuales o pequeñas deleciones (Heddle y Bruce, 1977). 

Existen varios estudios en los que se ha demostrado en humanos una relación 

dosis-respuesta entre la mOrfologia anormal del esperma y el numero de 

cigarros fumados por dia (Evans et al. 1981); sin embargo, existen otros que no 

revelan diferencias significativas entre fumadores y no fumadores (Godfrey, 

1981) 

b) Efectos teratogénicos: Diferentes compuestos presentes en el humo de 

cigarro como el B(a)P, uretano, antrancenos, nitrosaminas e hidrazinas, han 

mostrado ser carcinógenos transplacentales en animales de laboratorio 

(Tomatis, 1979; Wynder y Hoffmann, 1979). En un estudio realizado en 1978, se 

encontró que una mujer que fumaba 20 o mas cigarros diarios tenia un riesgo 

significativo de presentar en el feto malformaciones en el sistema digestivo, en 

las valvulas cardiacas, en la piel, defectos en el tubo neural y anormalidades 

cromosómicas (Kelsey et al., 1978). 

Además de los defectos congénitos, se han encontrado otros efectos en el feto, 

tales como un incremento de la enzima hidroxilasa aril hidrocarbono (AHH) en 

las placentas de madres fumadoras, anormalidades placentarias, reducción de 

la talla, peso y desarrollo normal del niño, e incremento del riesgo de abortos 

espontáneos (DeMarini, 1983) 

e) Transformaciones celulares: La capacidad del CHC para transformar células 

in vitro fue estudiada por primera vez por Lasnitzki (1958) quien usó tejido 

pulmonar de feto probando 4 fracciones neutrales del CHC, observando que 

estas inducen hiperplasia y otros cambios citológicos en el epitelio de los 

bronquiolos. Inui y Takayama (1971a,b) y Freeman et al. (1971) fueron los 

primeros en demostrar que el CHC puede transformar también cultivos 
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celulares, convirtiendo fibroblastos normales en células fusiformes que formaron 

tumores después de ser inoculadas en cricetos jóvenes. 

También describieron que células L, tratadas con CHC causaron tumores 

cuando se inyectaban en ratones C3H recién nacidos (Inui y Takayama, 1971a). 

Entre algunas otras transformaciones celulares están la alteración en el índice 

mitótico, contenido de ADN y crecimiento anormal (DeMarini, 1983). Obe y 

Herha (1978) encontraron una alta frecuencia de aberraciones cromosómicas en 

linfocitos humanos de personas fumadoras, comparada con la de no fumadoras. 

Entre las anormalidades se observaron además intercambio de cromátidas 

hermanas (ICH), cromosomas dicéntricos y en anillos .. 

1.2 EL 4-(METILNITROSAMINO)-1-(3-PIRIDIL)-1-SUTANONA y LA 
NITROSONORNICOTINA 

1.2.1. ANTECEDENTES 

Durante el procesamiento del tabaco hay tres tipos de N·nitrosaminas 

carcinógenas que se forman, estas son las nitrosaminas volátiles (NAV), 

nitrosaminas no volátiles (NANV) y las nitrosaminas especificas del tabaco no 

volátiles (NAET) (Fig.1.3) (Brunnemann el al., 1986). 

Las NAET se originan a partir de la nitrosación de los alcaloides de la nicotina 

durante la preparación del tabaco generando los siguientes compuestos. [4-

(metilnitrosamino )-1-(3-piridil)-1-butanona] (N N K); [1-nitroso-2-(3·piridil)-pirrolidina] 

o nitrosonomicotina (NNN) y [4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-butanal] (NNAL) (Fig. 

1.4). El NNK Y NNN han sido Identificados en el humo de cigarro como dos de los 

principales componentes, por sus altas concentraciones de 0.13 a 0.74 y 0.22 a 7.0 

ppm respectivamente, además de que son las nitrosaminas que más prevalecen 
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en el ambiente por lo que constituyen un alto riesgo para los humanos (Hoffmann 

el al., 1979). 

Existe evidencia de que la capacidad enzimática de algunos órganos para 

transformar a las nitrosaminas en agentes alquilantes es un factor determinante en 

la carcinogénesis y se ha demostrado que estas nitrosaminas específicas del 

tabaco necesitan activación metabólica para poder expresar sus efectos 

carcinogénicos (Zhu el al., 1991, Foites el al., 1992a). 

1.2.2. ESTUDIOS MUTAGÉNICOS DEL NNK Y NNN 

Estudios comparativos realizados en ratas entre estos dos compuestos han 

mostrado que el NNK tiene una mayor actividad carcinogénica que la NNN. Dosis 

de 135ppm de NNN y sólo 27.5 ppm del NNK, mostraron que ambos inducen 

tumores en la cavidad oral y adenomas en el pulmón, sin embargo, el NNK 

provoca mas tumores por animal que la NNN (Hecht el al., 1978). En ratas de la 

cepa F344, la inyección subcutánea del NNK produjo tumores en la cavidad nasal, 

el pulmón y el hígado, mientras que la NNN sólo en la cavidad nasal (Hecht el al., 

1980). 

El NNK causa tumores en el hígado, mucosa nasal y páncreas teniendo una alta 

especificidad por el pulmón (Hecht el al., 1980, 1984; Hoffmann el al., 1981; Hecht 

y Hoffmann, 1988; Riverson el al., 1988), induciendo mutaciones, aberraciones 

cromosómicas, micronúcleos (Padma el al., 1989), leH (Zimonjic el al., 1989), 

aductos y síntesis desacoplada del ADN en varios sistemas de prueba (Alaoui­

Jamali el al., 1988, 1989; Belinsky el al., 1986, 1988; Hecht el al., 1983; Rossignol 

el al., 1989; Williams y Laspia, 1979) 

Se han llevado al cabo numerosos estudios de estas nitrosaminas, entre los que se 

tienen los epidemiológicos (Haley el al., 1986) y farmacocinéticos (Hoffmann el al., 

1981), entre otros. 
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1.2.3. METABOLISMO DEL NNK Y NNN 

Estudios realizados en nariz, pulmón e hígado fetal del criceto dorado, mostraron 

que el mecanismo por el cual se activan los metabolitos del NNK y NNN puede ser 

la a-hidroxilación (Chen el al., 1978; Hecht el al., 1980, 1984; Hoffmann el al., 

1981). Al hidroxilar al NNK se producen hidroxinitrosaminas inestables (4) y (5) 

(Fig. 1.4), las cuales se descomponen a su vez en diazohidróxidos electrofílicos (8) 

y (10). Estos diazohidróxidos producen finalmente un cetoácido (15). El origen del 

cetoácido (15) e hidroxiácido (16), es a través de la a-hidroxilación del NNAL (2), 

siendo los principales metabolitos del NNK detectado en orina de ratas F344 

(Castonguay el al., 1983). 

Los mecanismos que activan al NNN son muy similares a los del NNK (Fig. 1.4). 

En este caso los metabolitos (15) y (16) también son indicadores de una a­

hidroxilación. El NNN puede transformarse en N óxido (3) a través de la N­

oxidación piridina y la reducción carbonil del NNK, sin embargo, tanto el N-óxido 

como el NNAL, son menos tumorigénicos que el NNK en ratones AlJ (Hecht el al., 

1990). 

Posteriormente, Peterson et al. (1991) comprobaron que esta misma vía 

metabólica seguían estas nitrosaminas en los microsomas hepáticos y pulmonares 

de ratones AlJ y que el principal evento que generaba a los metabolitos 

carcinogénicos era la a·hidroxilación formando finalmente al 4-oxo-1-(3-piridil)-1-

bulanona (OPB) y aI4-hidroxil-1-(3-piridil)-1-bulanona (HPB) (Fig. 1.4) 
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Fig. 1.3. Principales nitrosaminas que se forman en el humo del tabaco 
(Brunnemann et al., 1986) 

NDMA. Nttrosodimetilamina; NDEA. Nitrosodietilamina; NPYR, Nttrosopirrolidina; NPIP, 
Nitrosopipendina; NMOR, Nttrosomorfolina; NDELA, Nttrosodietanolamina; NPRO, 
Nitrosoprolina; NPIC, Ácido Nttrosopipeeolieo; NPYRAC, A. Acétieo Nttrosopirrolidina; 
NPIPAC. A. Acético Nttrosopipendino; NMPA, A. Propi6nieo 3-(N-n~roso-N-metilamino); 
NMBA, A. Butineo 4-(N-nttroso-N-metilamino); NNN, Nftrosonornieotina; NNK, 4-
(metilnitroaamino )-1-(3-pindil)-1-butanona; NNAL, 4 (metiln~rosamino )-1-(3-pindil)-butanal; 
NAT, Nitrosoanatabina; NAB, N~rosoanabasina. 
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Fig. 1.4. Transformación metabólica del NNK y NNN 
(Hoffmann et al., 1981) 

Las estructuras en corchetes indican los metabolitos hipotéticos intermedios. 
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1.3. ANTIMUTAGÉNESIS 

Basándose en el uso de pruebas microbianas para la detección de mutágenos, se 

han identificado además de un gran número de mutágenos y carcinógenos, 

substancias que disminuyen o anulan los efectos genotóxicos de los mutágenos. A 

estas moléculas se les conoce como antimutágenos (Hayatsu et al., 1988). 

1.3.1. ANTECEDENTES 

La palabra 'antimutagénesis' fue utilizada por primera vez por Novick y Szilard en 

1952 para describir una tasa de mutación más baja que la espontánea. Desde 

entonces, Kada et al. (1986) han hecho de la antimutagénesis una palabra que 

describe, dos tipos de eventos: i) la inactivación de mutágenos o carcinógenos 

antes de que éstos puedan llegar al ADN, y ii) eventos en los cuales se restaura el 

ADN después de que han OC4rrido las lesiones. Así mismo, usaron el término de 

'bioantimutagénesis' para definir la "inhibición" de la tasa de mutación espontánea 

a la cual Novick y Szilard se refirieron, sugiriéndola para todos los tipos de 

reacciones que actuaban a nivel del ADN incluyendo la inhibición de los procesos 

de reparación mutagénica. 

Se han evaluado aproximadamente 500 compuestos para determinar si tienen 

propiedades como agentes quimiopreventivos (Boone et al., 1990) y se ha probado 

que algunos de éstos, pertenecientes a por lo menos 25 clases químicas han 

mostrado algún efecto protector (Wattenberg, 1991). 

Estos antimutágenos presentan una gran variedad de orígenes, mecanismos y 

niveles de acción tanto extracelular como intracelular a través de diferentes rutas 

de inhibición interviniendo en los múltiples procesos dentro de la mutagénesis, 

principalmente durante la prevención primaria del daño causado por algún 

mutágeno por lo que su capacidad protectora es muy amplia. Asimismo actúa 
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como una defensa importante en contra del daño a diversas macromoléculas 

celulares (De Flora y Ramel, 1988; Hayatsu el al., 1988). 

En años recientes, se ha estudiado una gran variedad de antimutágenos, con el fin 

de esclarecer sus mecanismos de acción y la forma en que pueden utilizarse para 

la prevención de enfermedades de origen genético (Abraham el al., 1994). 

En la mayoría de los sistemas experimentales, la protección ha sido llevada al 

cabo por la administración del agente quimiopreventivo previa ylo 

concurrentemente a la exposición al mutágeno. Dada esta relación temporal entre 

la administración del antimutágeno y mutágeno, parece probable que estos 

agentes actúen principalmente afectando el metabolismo y la disposición de 

mutágenos, por lo tanto, alterando eventos críticos en la iniciación de la 

mutagénesis. 

Entre los antimutágenos probados están las porfirinas, presentes en animales y 

plantas en forma de bilirrubina, hemoglobina, biliverdina; clorofila y feofitina. Los 

ácidos grasos, las vitaminas (p-carotenos, a-tocoferoles, a. ascórbico), los 

polifenoles (taninos y flavonoides), que han llamado la atención al mostrar frente a 

distintos mutágenos, sus propiedades antimutagénicas disminuyendo o anulando el 

daño causado al ADN (Ong el al., 1989). 

Entre los antimutágenos más estudiados se encuentran el ácido ascórbico 

(vitamina C), el ácido retinóico (vitamina A) (Hayatsu el al., 1988) y la clorofilina 

(Katoh el al., 1983). La Tabla 1.2 muestra diferentes mecanismos de inhibición de 

mutagénesis y carcinogénesis de algunos de estos compuestos. 
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TABLA 1.2 Mecanismos de inhibición de la mutagénesis y carcinogénesis 
(De Flora y Ramel, 1988) 

CLASIFICACIÓN INHIBIDORES 

1. Inhibidores de la mutagénesis que actúan extracelularmente 

1.1 . Inhibiendo la ingestión de mutágenos o sus precursores. 
1.1.1.En el organismo .......................................... A través de lavados 
1.1.2.En la célula ................................................. Ácidos grasos. a.aromáticas 

1.2. Inhibiendo la formación de mutágenos endógenos 

1.2.1. En las reacciones de nitrosación '.. ... ... ... ... .... Ácido ascórbico. tocoferoles 
1.2.2. En la flora intestinal ....................................... Fermentados 

1.3.Desaclivando mutágenos 

1.3.1. Por reacciones ñsicas corporales ................... Manteniendo el pH fisiológico 
en los fluidos cotporales 

1.3.2. Por reacciones químicas .............................. Tioles y antioxidantes 
1.3.3. Por reacciones enzimáticas ........... ............... Homogeneizados de vegetales 

con aclividad de peroxidasas. 
2. Inhibidores de la mutagénesis que actúan intracelularmente 

2.1. Modulando el metabolismo 

2.1. ,. Durante la división celular............... ........... ... Ácido retinóico 
2.1.2. Durante la activación de promutágenos ...... .... Moduladores de las reacciones 

de la fase I 
2.1.3. Durante los mecanismos de desintoxicación. ... Fenoles y tioles 

2.2. Bloqueando moléculas reactivas 
2.2.1. En reacciones electrofílicas 

2.2.1.1. Por reacciones químicas ......... ........... Sulfuros 
2.2.1.2.Por reacciones enzimáticas ...... ........... Tioles 

2.2.2. Capturando oxígeno .. ' ................................. Antioxidantes 
2.2.3. Protegiendo sitios nucleofílicos del ADN ......... Retinoles 

2.3. Modulando la duplicación y reparación del ADN 
2.3.1. Incrementando la fidelidad de la duplicación del 

ADN ........................................................ Arsenito de sodio 
2.3.2. Favoreciendo la reparación del daño al 

ADN ......................................................... Cinamaldehídos v tioles 
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Tabla 3.1 Continuación 

3. Inhibidores que actúan en procesos iniciales (células neoplásicas) 

3.1. Modulando la formación de tumores 
3.1.1. Inhibiendo efectos genotóxicos... ... ................ Incisos 1 y 2 
3.1.2. Capturando radicales libres .......................... Antioxidantes 
3.1.3. Inhibiendo la proliferación celular................... Retinoles, glucocorticoides 
3.1.4. Induciendo la proliferación celular.................. Calcio, vitamina O 
3.1.5. Modulando las señales de traducción............. Inhibidores de la cinasa C 

3.2. Modulando la progresión de tumores 
3.2.1. Inhibiendo efectos genotóxicos ......... ...... ...... Incisos 1 y 2 
3.2.2. Actuando en hormonas o factores de 

crecimiento...... .................. ...... .............. ... Tratamientos hormonales, 
proteasas inhibidoras 

3.2.3. Actuando en el sistema inmune...... ...... .......... Inmunorreguladores, 
anticuerpos monoclonales 

3.2.4. Agentes antineoplásicos físicos, químicos o 
biológicos ................................................... Radiación 

3.2.5.Modulando la señal de traducción ................... Inhibidores de la cinasa C. 

1.4 ÁCIDO ASCÓRBICO 

1.4.1. GENERALIDADES 

El ácido ascórbico (AA) ó vitamina C, como también se le conoce, es una (l­

cetolactona cuya fórmula empírica es C6H.06 (Fig. 1.5). Es una substancia soluble 

en agua. Está presente en abundancia en las frutas. Las soluciones acuosas de la 

vitamina C se oxidan rápidamente al contacto con el aire, mostrando así su 

naturaleza antioxidante. 
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Fig. 1.5 Estructura molecular del ácido ascórbico 
(Shamberger, 1984) 

El AA está distribuido parcialmente en todos los tejidos del cuerpo. Sus 

concentraciones más altas se encuentran en el tejido glandular y las más bajas en 

músculo y grasa. Tiene un papel activo en el metabolismo de tejidos y está 

relacionado con numerosos procesos en el transporte de electrones. en donde se 

comporta como un fuerte agente reductor (Odin. 1997). 

1.4.2. ANTECEDENTES 

A mediados del siglo XVIII, James lind demostró que el jugo de frutas cítricas 

curaba el escorbuto. El agente activo que proporcionaba esta cura fue la forma 

enólica del 3-ceto-L-gulofuranolactona al que se le denominó ácido ascórbico o 

vitamina C que posteriormente fue aislado en 1928 por Albert Szebnt-Gyorgy 

(Shamberger, 1984). 

Mirvish el al. (1972), demostraron que el ascorbato puede reducir la inducción de 

tumores causados por algunas nitrosaminas en animales debido a que el ascorbato 

inhibía la formación de compuestos N-nitrosos (NOC). 
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Actualmente existen distintos estudios epidemiológicos que han demostrado que el 

AA presenta propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas indicando una 

correlación negativa entre el consumo" de la vitamina C y el riesgo a presentar 

cáncer (Chen et al., 1988; Bartsch et al., 1988), 1.0 g de AA más en la dieta, 

diminuye la presencia de alteraciones celulares en trabajadores ocupacional mente 

expuestos a los HAPs y al benzeno (Sram et al., 1983); También inhiben la 

formación endógena de nitrosoprolina (NPRO) en los fumadores (Nair et al., 1986) 

1.4.3. TOXICIDAD 

Aunque se han demostrado los efectos preventivos y protectores del AA, se ha 

encontrado también que su administración a altas concentraciones provoca 

genotoxicidad en algunos sistemas biológicos. 

a) Efecto en ácidos nucléieos: Omura et al. (1978a) C9mpararon el efecto del AA 

y dos tipos de reductones, el amino y el tiol, demostrando que estos compuestos 

causan escisiones en las hebras del ADN. 

b) Efecto en bacterias: Utilizando la prueba de Ames el AA indujo una frecuencia 

alta de revertantes his' en S. typhimurium (TA100) a una concentración de 2.5 y 

5 mM (Omura et al., 1978b). Estos resultados concuerdan con los reportados 

por Ames el al. (1973) quienes observaron que el AA resultó ser débilmente 

posrtivo en esta misma cepa. 

e) Efecto en células de mamiferos: Se han observado mutaciones en el locus 

HGPRT en células CHO causadas por concentraciones de 2 a 5 x10" M de AA 

(Rosin el al., 1980). Estas dosis fueron tóxicas también y se demostró en ese 

mismo experimento que cuando se añadió catalasa al AA se pudo prevenir tanto 

la mutagenicidad como la toxicidad del mismo. Estos resultados sugirieron que 

los metabolitos mutagénicos del ascorbato probablemente involucraron a los 
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radicales peróxidos (Stich el al., 1979). También se ha observado que el AA 

produjo ICH en células CHO a las dosis de 104 _10.2 M (Macrae y Stich, 1979) 

Por otro lado, aunque en muchos estudios in vivo el AA inhibe la formación 

intragástrica de los NOC, también se ha visto que incrementa la producción 

endógena de NPRO en la cavidad oral de fumadores (Nair el al., 1986). A un pH 

de 1 a 2 el AA ha mostrado acelerar la nitrosación de aminas básicas débiles como 

la N-metilanilina y difenilamina, a través de la producción de ácido oxihiponitro, un 

poderoso agente nitrosante (Chang et al., 1979). 

1.4.4. EFECTOS ANTIMUTAGÉNICOS 

Las propiedades anticarcinogénicas y antimutagénicas del AA han sido 

demostradas en diferentes organismos. 

a) En bacterias: Se ha evidenciado que el AA preViene la mutagenicidad del 

Cromo hexavalente en cepas de Salmonella typhimurium (Shamberger, 1984), 

asi como del N-nitrodimetilamina, N-nitrodietilamina, N-nitromorfolina y sus 

analogos N-nitrosos, N-nitrosodimetilamina y N-nitrosomorfolina. Además, 

disminuye alrededor del 80 al 90% la frecuencia de mutaciones producidas por 

el fenacetín y el acetaminofen en cepas TA100 y TA98 (Khudoley et al., 1981). 

Se ha encontrado además un efecto radioprotector del AA a concentraciones de 

0.5 M (Shamberger, 1984). 

b) En Drosophila: Olvera et al. (1995) con la prueba SMART determinaron que el 

AA a las dosis de 25, 50 Y 100mM reduce significativamente el efecto 

mutagénico y carcinogénico del trióxido de cromo VI (crO,) y de los rayos y (20 

Gy) cuando lo aplican en un pretratamiento de 24 h a larvas de estos 

organismos. 
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e) En mamíferos: Se ha detectado que la vitamina e puede inhibir en un 70% la 

carcinogénesls del B(a)P en células de ratas (Kallistratos y Fasske, 1980). Sus 

propiedades protectoras se han observado en contra de la mutagenicidad del etil 

metano sulfonato (EMS) en células V79 (Kuroda, 1986, 1987, 1990a; Kojima el 

al., 1992); en contra del daño causado por el sistema xantina-xantina oxidasa 

(XlXO), el cual produce radicales superoxidos 02'. 

También se han notado efectos anticarcinogénicos por la inhibición de la mitosis de 

células neoplásicas. 

1.4.5. MECANISMOS DE ACCiÓN ANTIMUTAGÉNICA 

Se han propuesto algunos mecanismos por los cuales el AA puede inhibir los 

efectos mutagénicos y carcinogénicos de ciertas substancias, entre estos se 

encuentran: 

a) Inhibición de la formación de compuestos nitrosos: Los nitratos presentes 

en la dieta son convertidos por bacterias que se localizan en el estomago en 

nitritos que pueden reaccionar con ami nas para fomnar a las nitrosaminas. El AA 

reacciona con el nitrito a un pH ácido y lo convierte en óxido nitroso bloqueando 

la formación de compuestos N-nitrosos tanto in vitro como in vivo. Experimentos 

realizados in vivo en roedores y humanos usando la prueba para detemninar 

NPRO en la excreción urinaria han confirmado las suposiciones de numerosos 

estudios in vitro en donde se ha demostrado que el ascorbato claramente inhibe 

la formación endógena de compuestos N-nitroso (Bartsch el al., 1988). 

b) Inactivación de moléculas: Se ha demostrado en bacterias que el AA inhibe la 

actividad recombinogénica de ciertos mutágenos químicos como el Dexon, 

captan, mitomicina C y 4-oxidoOltroquinolina (Kuroda, 1987). También se ha 

observado que disminuye la mutagenicidad y clastogenicidad del N·metil·N'· 

nitro·N-nitrosoguanidina y de algunos otros compuestos N-nitrosos después de 
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su formación. Este efecto ha sido atribuido a la producción de peróxido de 

hidrógeno, conduciendo a la transformación subsecuente de los mutágenos por 

radicales libres (Norkus y Kuenzig, 1985). 

e) Captura de radicales libres: Se ha considerado a la vitamina e como una 

molécula protectora de biopolímeros celulares, incluyendo al material genético y 

podría por lo tanto, proteger a las células durante las etapas de iniciación y 

promoción de la carcinogénesis. Este mecanismo ha explicado el efecto 

radioprotector en contra de los rayos y en semillas de Horoeunm vulgare 

(Shamberger, 1984). 

d) Agente antioxidante: El AA actúa como un poderoso antioxidante biológico 

soluble en agua el cual es capaz de atrapar 02 y OH (Odin, 1997). Frei el al. 

(1988) demostraron que el AA es el antioxidante más importante entre 

numerosos compuestos naturales bien conocidos. En general se espera que los 

agentes antioxidantes inhiban la mutagenicidad y carcinogenicidad a varios 

niveles, desde la captura de radicales libres que están involucrados en el inicio 

de estos procesos, por ejemplo, en la desaminación oxidante de las bases del 

ADN o por reacciones con la ADN-polimerasa hasta la inhibición del 

metabolismo de los mutágenos (De Flora y Ramel, 1988). 

Algunos autores mencionan que existen otros mecanismos por los cuales el AA 

ejerce su efecto protector, uno de ellos es mediado indirectamente a través de la 

habilidad que tiene la molécula del ascorbato para generar otros agentes 

reductores importantes tales como los tocoferoles lipofílicos (Niki, 1987). El otro es 

a través de la interacción entre agentes alquilantes electrofílicos y el AA, 

especialmente con el anión ascorbil AH-, actuando de la misma manera con 

mutágenos tanto de acción indirecta como directa (Odin, 1997). 

21 



1.5. CLOROFILlNA 

1.5.1. GENERALIDADES 

La clorofilina (eL) es una sal de sodio y cobre derivada de la clorofila, pertenece al 

grupo de compuestos denominado porfirinas que contienen un ion metal quelado 

en el centro de la molécula (Fig. 1.6). 

H 2 0=CH 

H,C 

H,C 

" N 
/. CH=CH 2 

Cu 

CH, 

COOH 
CH 2 COOH 

Fig. 1.6 Estructura de la clorofilina 
(Hayatsu et al., 1993) 

1.5.2. ANTECEDENTES 

A principios de los años 40's, varios investigadores observaron la capacidad de la 

clorofila como agente terapéutico en la restauración de lesiones ulcerosas, 

ayudando a la formación de tejido epitelial y a su posterior cicatrización (Gruskin, 

1940; Buergi, 1943). Tomando en cuenta esta propiedad Smith y Sano (1944) 

estudiaron su efecto en un cultivo de tejidos de fibroblastos para determinar si ésta 

posee propiedades que estimulan el crecimiento celular. Los resultados mostraron 

que la adición de c1orofl1ina (0.05 a 0.5%) al medio de cultivo celular, provocó una 
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respuesta rápida en el crecimiento, eliminado el periodo de latencia, manteniendo 

esta capacidad de estimulo al continuar añadiéndola. 

Posterionmente lai el al. (1978) demostraron que un extracto acuoso de las hOjas 

del tallo de trigo inhibió la actividad metabólica de algunos carcinógenos. 

Subsecuentemente algunos estudios sugirieron que la clorofila es uno de los 

principales componentes en este tipo de plantas. . 

1.5.3. TOXICIDAD 

Desde principios de los años 50's se han realizado estudios en diferentes 

sistemas, para detenminar la toxicidad de la clorofilina no encontrando ningún 

efecto adverso 

Se han obtenido evidencias de que la el no inhibe el crecimiento celular de S. 

typhimurium en diversos medios de cultivo (lai, 1979; Kimm el al., 1982; Ong el 

al., 1986, 1989), ni de células Balbl3T3 cultivadas in vitro. Tampoco disminuye la 

viabilidad de S. cerevisiae (Bronzetti et al., 1990). No induce citotoxicidad en 

células V79 (Katoh el al., 1983); tampoco disminuye la viabilidad en Drosophila 

(Negishi el al., 1989); es inocua en células del epitelio colónico de ratas (Robins y 

Nelson, 1989), yen cultivos de S. Iyphimurium (Wamer el al., 1991) ni en células 

hepáticas de trucha arco iris (Dashwood el al., 1991). 

1.5.4. EFECTOS ANTIMUTAGÉNICOS 

Este compuesto ha mostrado reducir o eliminar la mutagenicidad in vilro de 

diferentes mutágenos y mezclas complejas, incluyendo al B(a)P (Katoh el al., 

1983), 2-aminoantraceno, aflatoxina B1 (AFB1) (Arimoto el al., 1980a,b), productos 

de la pirólisis de aminoácidos (Munzner, 1981), condensado de humo de cigarro 

(Terwel y van der Hoeven, 1985), partículas de emisión de diesel yaeropartículas 

(EJías el al., 1990), el pimiento negro y el vino tinto (Warner el al., 1991), así como 

rayos y (Zimmering el al., 1990; Olvera el al., 1993). 
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La clorofilina ha mostrado una mayor eficiencia como agente antioxidante que el 

retinol, p-caroteno, ácido ascórbico y CL-tocoferol (Ong el al., 1989). La capacidad 

antimutagénica de la clorofilina in vitro ha sido comprobada en varios sistemas in 

vivo, incluyendo la reducción de enlaces covalentes del 2-amino-3-metilimidazol-

4,5-quinolina en el ADN en higado de ratón (Dashwood, 1992), la inhibición del 

efecto clastogénico del cesio y del metil mercurio en ratones (Ghosh el al., 

1991a,b) y la disminución de enlaces de la AFB1 en el hígado de trucha 

(Dashwood el al., 1991). 

1.5.5. MECANISMOS DE ACCiÓN ANTIMUTAGÉNICA 

Se ha demostrado que la clorofilina es un compuesto antioxidante, pero se 

desconoce el mecanismo exacto por el cual inhibe la mutagenicidad de un 

compuesto. Se han propuesto varios mecanismos que explican el efecto 

antimutagénico de la clorofilina, entre los que se encuentran la captura de radicales 

libres, la formación de complejos y el efecto sobre la actividad enzimática. (Shankel 

el al., 1993). 

a) Captura de radicales libres. En experimentos realizados por Hadnagy y 

Seemayer (1988) se observó la reducción de leH en fagocitos 

polimorfonucleares causada por la clorofilina a través de la inactivación de 

radicales oxígeno como el O2, H202 Y OH' involucrados en la formación de leH y 

rupturas en las cadenas de ADN. Este mismo mecanismo ha sido apoyado por 

otros autores como Bronzetti el al. (1990) y Morales-Ramírez y García­

Rodriguez (1994). 

b) Formación de complejos. La clorofilina forma complejos moleculares cara a 

cara con compuestos plana res actuando como capturadora de moléculas. 

Dashwood y Guo (1993) probaron la antimutagénesis de la clorofilina hacia 

diferentes aminas aromáticas heterocíclicas en S. Iyphimurium, demostrando 

que su efectividad depende de la dosis administrada. 
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Dashwood e/ al. (1991) utilizaron la unión de la AFB1 con el ADN hepático en 

trucha arco ilis in vivo, y observaron que este enlace disminuyó en la dieta. 

Estos resultados apoyaron la idea de que la clorofilina interactuó directamente 

con el mutágeno reduciendo su distribución al órgano blanco. Posteriormente 

observaron que la co-incubación in vi/ro de clorofilina con el 2-amino-3-metil 

imidazol [4,5-fl-quinolina (la) atenúa significativamente la unión del mutágeno al 

ADN. Con la adición de clororfilína al medio, la absorbancia del 10 decae en el 

piCO de 264 nm de manera dependiente de la dosis, lo cual dio evidencia de la 

formación de un complejo estable no covalente entre la clorofilina y ella 

(Daswood, 1992; Dashwood y Gua, 1992). 

En estudios in vi/ro usando S. typhimurium, la clorofilina tuvo poce o ningún 

efecto en contra de carcinógenos de molécula no planar como los agentes 

alquilantes monofuncionales como la metil nitrosourea (MNU) o el EMS (Romert 

el al., 1992). 

los trabajos de Anmoto e/ al. (1980a,b), Arimoto y Hayatsu (1989) y Negishi el 

al. (1989), también muestran que la clorofilina y ciertas porfirinas inactivan a los 

mutágenos por la formación de complejos, pero todavia no se conoce bien este 

mecanismo, por lo que es importante realizar investigaciones con otros tipos de 

mutágenos como los agentes alquilantes y las nitrosaminas. 

e) Inhibición enzimática. Utilizando la prueba de Ames complementada con 

activación metabólica mediante la adición del complejo S9, Kimm el al. (1982) Y 

Terwel y van der Hoeven (1985) sugirieron que la clorofilína actúa inhibiendo 

enzimas del citocromo P4S0, ya que tuvo un mayor efecto contra mutágenos 

indirectos que con los de acción directa. Este mecanismo ya se había propuesto 

anteriormente para compuestos con estructura química semejante, como la 

porfirina, la hemina y sus metabolitos la biliverdina y la bilirrubina (Arimoto el al., 

1980a,b). 
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Dashwood (1992) observó que la tasa del metabolismo del 10 se redujo 

notablemente en presencia de clorofilina. Esta interferencia en el metabolismo 

puede deberse a la inhibición de enzimas de activación. 

Romert el al. (1992) encontraron que la clorofilina a bajas concentraciones, 

incrementó la mutagenicidad de diferentes nitrosaminas y a concentraciones 

altas disminuyó el número de mutaciones provocadas por la MNU y EMS en S. 

typhimurium. Estos autores sugirieron que este efecto debió ser causado por la 

interferencia de la clorofilina con la actividad de estos compuestos catalizada por 

el citocromo P450. Dashwood y Guo (1992, 1993) encontraron una inhibición 

similar del metabolismo del lO in vitro que ocurría por la interacción directa entre 

la clorofilina y el la, sugiriendo que se une al citocromo microsómico de hígado 

de rata. 

En otros trabajos realizados in vivo se ha reportado que la clorofilina afecta 

diferentes enzimas intra y extracelulares (Sato el al., 1984). Se ha demostrado 

también que disminuye e inhibe la actividad de las enzimas hepáticas 

microsómicas que forman parte del sistema del metabolismo de drogas o 

genotoxinas. Entre estas enzimas se encuentran la aminopirina N-demetilasa, 

anilina-hidrogenasa y NADPH-citocromo c-reductasa (Imai el al., 1986). 

Asimismo, Kimm el al. (1982) y Terwel y van der Hoeven (1985) mencionan que 

otro de los posibles mecanismos de acción sea a través de la inactivación de 

mutágenos. 

De acuerdo a lo anterior se puede decir que los mecanismos de acción 

antimutagénicos de la cloroftlina son complejos y actúan de diferentes maneras 

dependiendo del compuesto mutagénico del que se trate, del bíoensayo y 

finalmente, de la concentración empleada. 
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1.6. ACIDO RETINÓICO 

1.6.1. GENERALIDADES 

La vitamina A (retinol) y sus derivados (retinoides) son compuestos solubles en 

grasa y son esenciales en el crecimiento, mantenimiento de la función visual. en la 

reproducción y la diferenciación del tejido epitelial (Fig. 1.7). 

La vitamina A (R=CH,OH) cuenta con distintos metabolitos como el retinal 

(R=CHO), ácido retinóico (R=COOH) y sus ésteres, acetato de retinol 

(R=CH,OCOCH,), palmitato de retinol (R=CH,OCOC15H31) y su provitamina A 13-

caroteno. Por su parte, los retinoides son compuestos sintéticos que han sido 

desarrollados para aplicaciones farmacéuticas. 

CH3 CH3 
CH3 CH3 

OH 

CH3 

Fig. 1.7. Estructura qUimica del ácido retin6ico 
(Love y Gudas, 1994) 

Una enzima intestinal es la responsable de convertir al j3-caroteno a retinal (De 

Luca, 1993). El retlOol está esterificado y se encuentra en el higado como 

retinilpalmitato. Una enzima esterasa convierte al retinilpalmitato a retinol, el cual 

origina un complejo con las proteinas de unión al retinol (PUR) y es secretado a la 

sangre. La formación del ácido retinóico (AR) toma lugar en el tejido (Goodman, 

1984) 
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La función de los retinoles está estrechamente regulada por la disponibilidad de 

varias proteínas específicas de uníón a varios retinoides (Blomhoff el al., 1990). 

Bajo condiciones normales, los retinoides se unen a estas proteínas específicas, 

algunas de las cuales tienen una función de transporte (p.e. PUR); otras pueden 

regular la concentración de retinoides libres, por ejemplo, las proteínas de unión al 

AR (PUAR) y otras más pueden funcionar como ac\ivadores transctipcionales (p.e. 

los receptores nucleares del AR (RARa, Il y y) (De Luca, 1993) 

1.6.2. ANTECEDENTES 

Los retinoles están involucrados en muchas funciones fisiológicas de los 

organismos vivos. Una de las más importantes es en el procesamiento fotoquímico 

durante la percepción de la luz, además de participar en el control de la 

proliferación y diferenciación celular de tejidos epiteliales (Hicks, 1983). Desde que 

se descubrió que el cáncer es una enfermedad que involucra el desarrollo anormal 

del crecimiento y diferenciación celular, el AR fue uno de los primeros compuestos 

que se estudiaron con respecto al bloqueo del proceso carcinogénico. 

Es considerado como un agente protector epitelial y puede prevenir la aparición de 

tumores que causan cáncer en diferentes partes del organismo (Moon el al. 1983), 

ya que inhibe el crecimiento de células tumorales (Elias y Williams, 1981). 

La inducción de la diferenciación celular por el AR involucra la habilidad de esta 

molécula para alterar la expresión de una amplia variedad de genes. Por ejemplo, 

el AR afecta los niveles de hormonas peptídicas, factores de creCimiento y sus 

receptores, algunos tipos de enzimas, factores de transcripción y proteínas 

estructurales, los cuales, drásticamente alteran el estado de diferenciación de una 

estirpe celular en particular (Gudas el al., 1994). 

Existen proteínas de unión específicas al AR que se cree son las responsables del 

transporte del retinol y los retinoides dentro de la célula a través de la membrana 
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nuclear, sugiriendo que de esta manera controla la diferenciación celular. Además 

el AR tiene una amplia variedad de efectos en la membrana celular, como la 

síntesis de glicoproteínas, cambios en los receptores de las membranas los cuales 

influyen en la interaoción célula-célula, adhesión celular y permeabilidad de la 

membrana (Lave y Gudas, 1994). 

La vitamina A y sus derivados han sido reportados como protectores contra 

tumores inducidos en animales de laboratorio, disminuyendo el riesgo de aparición 

en distintos órganos como en la piel (Bol!ag, 1974), hígado (Spom, 1977) y mucosa 

oral (Shklar, 1982), entre otros. 

Las propiedades biológicas de este compuesto parecen interferir no sólo con la 

promoción y el avance de un proceso carcinogénico, sino que quizá también 

modula los procesos de mutagénesis y carcinogénesis, inhibiendo ciertas formas 

de oxidasas de función mixta involucradas en el metabolismo de xenobióticos (Oin 

y Huang, 1985), o inhibiendo carcinógenos ligados al ADN (Welsh el al. 1986). 

1.6.3. TOXICIDAD 

En un estudio realizado en células epiteliales pulmonares M3E3/C3 del criceto 

dorado, se demostró que el retinol indujo un incremento significativo de la 

frecuencia de ICH (Mohr y Emura, 1991). Este mismo efecto fue observado en 

cultivo de fibroblastos humanos (Tetzner el al., 1980). 

Varios investigadores han descrito además, un efecto de sinergismo entre el retinol 

y otros compuestos. Por ejemplo, en combinación con el melfalan y la cafeína, 

aumenta la frecuencia de ICH en cultivo de linfocitos humanos (Dozi-Vassiliades el 

al., 1985); en presencia del complejo S9 potencia la mutagenicidad del 2-

aminofluoreno y del 2-acetilaminofluoreno en la prueba de Ames (Balbinder el al., 

1983) y en combinación con los HAPs, acelera la formación de ICHs en células 

V79 (Oin el al., 1985). 
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Algunos de estos autores establecen que la genotoxicidad de los retinoles fue 

mediada por el complejo S9 (Baldinder et al., 1983; Qin et al., 1985; Mohr y Emura, 

1991) Y otros más aseguran que es dependiente de la concentración de proteínas 

en el sistema de prueba (Tetzner el al., 1980). Al parecer, es posible que el retinol 

por sí solo sufra una oxidación no específica (propia de su estructura de dobles 

ligaduras) y los productos de este proceso, tales como los epóxidos y peróxidos, 

entre otros, sean los responsables de los efectos genotóxicos observados. 

1,6,4. ESTUDIOS ANTIMUTAGÉNICOS 

Las propiedades anticarcinogénicas de los retinoles se han evidenciado en la piel. 

el tracto respiratorio, pecho. vejiga y tracto gastrointestinal de animales 

experimentales (Moon e ltri. 1984). 

Los efectos de los retinoles en tumores inducidos experimentalmente en ~I tracto 

respiratorio son inconsistentes. En algunos casos los retinoles redujeron la 

presencia de tumores. mientras que en otros no se observó ningún efecto, sino al 

contrario aumentó el daño (Smíth el al., 1975; Stinson el al., 1981; Beems, 1984). 

Existen varios estudios epidemiológicos que reportan una asociación inversa entre 

la ingestión del AR y el riesgo de cáncer en pulmón, vejiga y tracto gastrointestinal 

(Peto el al .• 1981; Ziegler. 1989) 

Se ha demostrado que la vitamina A reduce las frecuencias de micronúcleos 

inducidos en la mucosa bucal de sujetos masticadores de tabaco (Rosin, 1990). 

También inhibe eficientemente ellCH y aberraciones cromosómicas en células V79 

inducidas por la AFB 1 Y la ciclofosfamida (CFM), pero no fue efectivo en contra del 

benzoantranceno (BA), B(a)P, dimetil benzoantranceno (DMBA) y metilcolantreno 

(MCA); tampoco con los mutágenos directos, EMS y el metil nitro-nitroguanidina 

(MNNG) (Qin et al., 1985). 
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En suma, existen vanos estudios que determinan por un lado, la capacidad 

antimutagénica del AR y por otro, el efecto sinérgico que presenta con otros 

compuestos. Marnett (1987) sugiere que la diferencia entre éstas respuestas quizá 

se deba en parte, a que el AR es capaz de capturar especies de oxígeno reactivas; 

sin embargo, bajo ciertas condiciones, los retinoides pueden elevar la formación de 

radicales libres como el peroxil y el alkoxil. 

Bertram el al. (1987) y Morse y Stoner (1993) han concluido que de todos los 

agentes potenciales quimiopreventivos, la vitamina A y sus análogos parecen ser 

los más prometedores. 

1.6.5. MECANISMOS DE ACCiÓN ANTIMUTAGÉNICA 

Es difícil determinar si existen mecanismos de acción antimutagénica mediante el 

cual el AR actúe solo o si su efecto se debe a la relación con otros compuestos. 

Sin embargo, se han propuesto varios mecanismos, entre los que se encuentran, 

la inhibición enzimática, la captura de radicales libres y la actividad antioxidante, 

entre otros. 

a) Inhibición enzimática. Qin el al. (1985) demostraron la inhibición del daño 

producido por la AFB1 y la CFM a través del AR, sugiriendo que el probable 

mecanismo de acción es a través de la inhibición enzimática del citocromo P-450. 

Ellos se basan en el hecho de que los dos principales componentes del citocromo 

P-450 son el PB-P-450 (que es inducido por el fenobarbital) y el MCA-P-448 (que 

es inducido por el metilcolantreno) y que la AFB1 y la CFM son procarcinógenos 

activados por las isoenzimas del PB-P-450. Por su parte, los mutágenos B(a)P, 

BA, y DMBA, los cuales no fueron inhibidos por el AR, son HAPs activados 

principalmente por el MCA-P-448. 

b) Captura de radicales oxígeno. Weitberg' y Corvese (1997), demostraron el 

rompimiento de la doble hebra del ADN provocado por las radicales oxigenas 
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generados por las NAETs en células de pulmón de feto humano, este efecto fue 

disminuido por el AR, sugiriendo que este compuesto mediaba la cantidad de 

radicales libres que causaban daño, además, esta disminución se hizo más 

evidente confonme se aumenta la dosis del AR. 

e) Agente antioxidante. El AR actúa como agente antioxidante inhibiendo la 

formación de aductos del ADN provocado por la AFB1 (Yu, el al., 1994). Al parecer 

la capacidad que tiene el AR para actuar como antioxidante, es debida a su 

cadena poliena que sofoca los estados excitados de las moléculas, especialmente 

del oxígeno '02, sin embargo se requieren mas investigaciones para pod¿r 

determinar este efeelo (Peto el al., 1981). 

Aunque varios autores mencionan que de los antimutágenos naturales que se han 

estudiado a la fecha, el AR es uno de los más efectivos, se necesitan realizar mas 

investigaciones para poder determinar con claridad sus efeelos protectores. 

1.7. ESTUDIOS ANTIMUTAGÉNICOS FRENTE AL CHC, NNK y 
NNN 

Existen algunos estudios en los que se han evaluado compuestos antimutagénicos 

en contra del daño producido por el CHC y algunos de sus componentes. 

Terwel y van der Hoeven (1985) probaron al ácido ascórbico, ¡3·caroteno. ácido 

clorogéncio, ácido elágico, butil hidroxianisol (BHA), clorofila a. clorofila b, 

clorofilina. riboflavina y tocoferol frente al CHC y el B(a)P en S. Iyphimurium mas 

complejo S9. La clorofilina, el ácido elágico y la riboflavina mostraron una 

considerable actividad antimutagénica hacia el CHC y B[a]P. De igual manera lo 

reportaron Ong el al. (1986 y 1989) Y Nagabhushan y Bhide (1988). Por su parte 

el ácido ascórbico, BHA, el ¡3-caroteno, el ácido clorogéncio y el tocoferol tuvieron 
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muy poco o casi nula actividad moduladora. Estos resultados concuerdan con los 

realizados por Wilmer y Spit (1986). 

Se ha demostrado también que el isocianato y algunos de sus análogos, 

disminuyen en un 50% la incidencia de tumores provocados por el NNK en ratas 

F344. Al parecer esta reducción se debe a la estructura similar que tienen el NNK y 

estos isocianatos (Chung el al., 1992). 

Por otra parte, también el té verde y dos de sus principales componentes, el galato 

de (-)-epigalocatequina (EGCG) y la cafeína mostraron ser efectivos en contra de 

la tumorogénesis de pulmón provocada por el NNK. Según los autores, la 

inhibición de estos compuestos se debe, al menos en parte, a las propiedades 

antioxidantes de los mismos (Xu el al., 1992). 

Espinosa-Aguirre el al. (1993) demostraron la habilidad que tiene el ciclohexanol 

de inhibir la mutagenicidad del NNK y de la N-nitrosodietilamina (NOEA) en 

Salmonella Iyphimurium TAl 00, encontrando una respuesta de disminución 

dependiente de la dosis en el número de revertantes inducidos por dosis, 

sugiriendo que el posible mecanismo antimutagénico del ciclohexanol es interferir 

con el metabolismo del NNK y NOEA tal como lo hacen algunos alcoholes como el 

etanol en contra de la mutagenicidad de la nitrosodimetilamina (NOMA). Esta 

suposición está basada en el hecho de que el ciclohexanol sólo disminuye la 

mutagenicidad de estas nitrosaminas de acción indirecta, pero no de compuestos 

de acción directa como el metil metano sulfonato (MMS) y el EMS. 

Por otro lado, Romert el al. (1994) realizaron un estudio en el que probaron la 

capacídad antimutagénica de dos compuestos del selenio, el selenita de sodio y 

ebseleno; los flavonoides y polifenoles, ácido elágico, catequina, ácido clorogénico, 

escopoletina y el rutin trihidratado; algunos derivados de porfirinas como la hemina 

bovina, biliverdina dihidroclorada, clorofilina y extractos de plantas con un alto 
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contenido de clorofilina. Probaron también tres terpenoides, el ¡)-caroteno, el 

retinol, y una mezcla de dos epímeros (4R) y (4S) del (1S,2E,6R,7E,11E)-cembra-

2,7,1 Hrien0-4,6-dioles (CSD) y finalmente al ciclohexanol y ubiquinona en el 

ensayo de Ames en Salmonella con la adición de S9 en las cepas TA98 y TA 100, 

además complementaron la infonmación utilizando células de mamíferos V79. 

Estos autores encontraron que los oompuestos del selenio, los terpenoides, el 

ciclohexanol y la coenzima Q10, no mostraron claros efectos antimutagénioos. Por 

otro lado, los flavonoides y polifenoles (excepto el rutin trihidratado) manifestaron 

una clara actividad antimutagénica. La hemina bovina, clorofilina, los extractos de 

piantas, así oomo la esoopoletina fueron los oompuestos que inhibieron en un 

100% los efectos mutagénicos del CHC en las dos cepas de Salmonella, siendo la 

escopoletina la que presentó resultados reproducibles en células V79. 

1.8 SISTEMAS DE PRUEBA 

Para realizar los estudios anteriores se cuenta oon modelos animales o vegetales 

que implican el uso de un organismo que exhiba una respuesta genotóxica similar 

a la de humanos bajo oondiciones de exposición comparables (Clements el al. 

1990). 

Los mamíferos han sido uno de los grupos más empleados para este tipo de 

pruebas, posteriormente perdieron popularidad con el descubrimiento del complejo 

S9 microsómico, el empleo de cultivo de células y el uso de animales pequeños de 

laboratorio, teniendo así nuevas alternativas para la realización de ensayos tanto in 

vitre como in vivo (Frolich y Würgler 1991). 

Los mamíferos están más relacionados fisiológicamente con el hombre, las 

pruebas in vivo pueden detectar rompimientos cromosómioos, mutaciones génicas 
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y no disyunción. Sin embargo, el tiempo requerido así como el costo de este tipo 

de estudios dificultan su realizació!1 (Victorin el al., 1990). 

Los microorganismos ofrecen la ventaja de poder detectar mutaciones génicas con 

rapidez, ser económicos y tener alta sensibilidad. Los sistemas huésped­

intermediario permiten además que se realice la activación metabólica in vivo de 

algunos mutágenos, sin embargo, las conclusiones obtenidas con este sistema 

deben ser confirmadas en organismos pluricelulares, con metabolismo similar al del 

humano y en este sentido Drosophila melanogaster presenta algunas ventajas 

(Zordan el al., 1991). 

1.9 Drosophíla melanogaster COMO BIOENSA YO 

Entre las utilidades de este organismo como sistema de prueba está la posibilidad 

de mantener gran cantidad de individuos en espacios reducidos y el hecho de ser 

un sistema eucarionte, permite verificar la presencia de daño genético in vivo en un 

período de tiempo corto, ya que su ciclo de vida es aproximadamente de 10 días a 

25±1°C (Ramos el al.,1993). El espectro de valoración de riesgo genético que es 

detectado con el uso de este insecto es muy amplio (Katz y Foley, 1993). 

Otra ventaja, es que Drosophila puede realizar la mayoría de las funciones 

enzimaticas que se efectúan en los microsomas del hígado humano, en donde se 

activan gran cantidad de los carcinógenos y mutágenos indirectos. El retículo 

endoplásmico es considerado el responsable del metabolismo de drogas y 

pesticidas en insectos; las enzimas involucradas tienen acción de oxidasas y se 

caracterizan por carecer de especificidad al substrato, tal como ocurre en el higado 

de mamíferos (Frtilich y Würgler, 1989; Guzmán-Rincón y Graf, 1995). 
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La importancia de la activación metabólica en la carcinogénesis radica en el hecho 

de que el órgano blanco es específico y cada especie susceptible puede estar 

determinada a través de la presencia o ausencia de vías de activación metabólica. 

El metabolismo de carcinógenos químicos frecuentemente involucra una oxidación 

inicial de dos electrones a un producto hidroxilado o epoxidado y es típicamente 

catalizado por el sistema del citocromo P-450. Colectivamente, las enzimas que 

catalizan la formación de estos reactivos intermedios son llamadas enzimas de la 

fase 1. 

El empleo de una cruza de bioactivación elevada en estos ensayos es importante 

por el hecho de que un componente clave para entender los eventos iniciales de la 

carcinogénesis fue el reconocer que muchos carcinógenos químicos per se no son 

reactivos químicamente, sino que deben experimentar activación metabólica para 

transformarse en sus formas electrofílicas reactivas (Miller y Miller, 1985). Estas 

especies reactivas pueden interactuar con grupos nucleofílicos en el ADN para 

inducir mutaciones puntuales y otras lesiones genéticas, guiando a la activación de 

proto-oncogenes e inactivación de genes supresores de tumor. 

Con el objeto de resaltar la actividad de los promutágenos, Frólich y Würgler (1989 

Y 1991) construyeron dos nuevas lineas que incluyen genes que confieren la 

resistencia al DDT y que están en los cromosomas 1 y 2 de la linea Oregon R(R). 

Estos genes incrementan los niveles de citocromo P-450' lo que permite 

metabolizar mas eficientemente a los promutágenos, produciendo una mayor 

respuesta genotóxica debido a la actividad de esta monooxidasa (Graf y van 

Schaik, 1992). 
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1.10. LA PRUEBA DE MUTACiÓN Y RECOMBINACIÓN SOMÁTICA 

Las pruebas de genética toxicológica inicialmente se concentraban en la 

observación de mutaciones génicas y aberraciones cromosómicas ya que estos 

cambios genéticos son considerados de gran importancia por la inducción de 

enfermedades heredables así como por la iniciación de algún tipo de cáncer. Fue 

menos conocido el impacto de la recombinación mitótica, conversión génica, 

amplificación génica y no disyunción. 

Por esta razón es esencial contar con un ensayo genotóxico sensible, con un 

amplio espectro, capaz de detectar simultáneamente los cambios mutacionales 

clásicos así como ciertos tipos de rearreglos dentro de los cuales se encuentra la 

recombinación mitótica. Además un aspecto adicional para este tipo de estudios es 

la posibilidad de que el ensayo se realice in vivo. 

Uno de los bioensayos empleados para determinar la genotoxicidad de algunos 

tipos de sustancias, es la prueba de mutación y recombinación somáticas 

(SMART) mediante la cual es posible detectar un amplio espectro de eventos 

genéticos como son las mutaciones, deleciones, ciertos tipos de aberraciones 

cromosómicas así como recombinación mitótica y conversión génica (Graf et al., 

1984; Würgler y Vogel, 1986; Vogel y Zijlstra, 1987). 

SMART permite detectar cambios ocurridos en las cálulas de los discos imagales 

de ojos y alas de los organismos adultos. Si ocurre una alteración heredable 

durante el proceso de diferenciación de las células de los discos, ésta dará origen 

a una estirpe celular con la misma característica alterada originando así un clan 

que podrá ser observado como una mancha en la estructura imagal 

correspondiente (van Schaik y Graf, 1993). 
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Otra de las ventajas de esta prueba es que solamente se necesita una generación 

de D. me/anogaster para la obtención de resultados, permitiendo además, conocer 

si los compuestos evaluados tienen un efecto directo (mutágeno) o indirecto 

(promutágeno). 

Por lo tanto, con base en los antecedentes mencionados se proponen la siguiente 

hipótesis y objetivos. 

1.11. HIPÓTESIS 

El ácido ascórbico, la clorofilina y el ácido retinóico, se han reportado como 

compuestos de origen natural que inhiben el daño genético causado por diversos 

agentes mutagénicos. Esta característica sugiere que estas substancias podrían 

prevenir la mutagenicidad causada por el condensado de humo de cigarro y dos de 

sus componentes. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo General: 

Valorar la capacidad antimutagénica del ácido ascórbico, ácido retinóico y 

clorolilina frente al daño producido por el condensado de humo de cigarro, el 4-

(metilnitrosamino)-1-3-(piridil)-1-(butanona) y la N'-nitrosonornícotina en la!Vas de 

las cruzas estándar y de bioactivación elevada de Drosophila me/anogaster. 

2.2. Objetivos Particulares: 

Detenninar el efecto genotóxico de los antimutágenos ácido ascórbico, clorofilina y 

ácido retinóico en larvas de D. melanogaster en las cruzas estándar y de 

bíoactívación elevada. 

Evaluar la actividad genotóxica del condensado de humo de cigarro y dos de sus 

componentes, 4-(metil nitrosamino)-1-(2-piridil)-1-butanona y la N'­

nitrosonomicotina en las larvas de D. melanogaster de ambas cruzas. 

Valorar la capacidad antigenotóxica del ácido ascórbico, clorofilina y ácido retinóico 

frente al condensado de humo de cigarro, del 4-(metil nitrosamino)-1-(2-piridil)-1-

butanona y de la N' -nitrosonornicotina en las dos cruzas de D. melanogaster. 



3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. COMPUESTOS 

El 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (CSL-92-359-5-25) y la N'­

nitrosonomicotina (CSL-90-289-72-20) fueron adquiridos de Chemsyn Science 

Lab. E.U. El condensado de humo de cigarro fue obsequiado por la Cigarrera 

Monterrey y se obtuvo a través de una máquina fumadora estándar calibrada para 

una inhalación durante dos segundos cada minuto, en un volumen de 35 ce de 

etanol en condiciones ambientales de 22 ± 2°C. 

El ácido ascórbico (CsH,Os) (4026300127) fue adquirido de los laboratorios Merck 

de México; el ácido retinóico (C2oH,.O,) (1167687) de Rache, México y la 

clorofilina (C34H31 N.Na,MgOs) (74H006) de Sigma, E.U. 

3.2. BIOLÓGICOS 

3.2.1. LiNEAS EMPLEADAS 

En la prueba SMART-ala se usaran las siguientes líneas: 

a) flr ITM3, Brf 

b) OR(R)1/0R(R)1;OR(R)2IOR(R)2; flrlTM3, Brf 

c) mwh/mwh 

La línea "a" es portadora del marcador flrcuya descripción es la siguiente: 

flr. "fiare" (pelos en forma de flama). Se reconoce por la presencia de tricomas en 

forma irregular en tórax, abdomen y alas (Fig. 3.1). Se ubica a 38.8 unidades del 

mapa sobre el cromosoma 3 y en condición homocigota es letal, por lo tanto, para 
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mantener esta línea se necesita la presencia de un cromosoma balanceador cen 

inversiones múltiples (TM3), que además porta el marcador dominante "Beaded 

serratia" (Bcf), el cual permite el reconocimiento fenotípice de la línea tlríTM3, 

Bds por la expresión de "serratia" (alas con bordes discontinuos). Siendo letal en 

condición homocigota, la línea está formada por individuos heterócigos para los 

marcadores tlr y Bcf (Tabla 3.1) es decir, indilliduos fli'íTM3, Bcf (Lindsley y 

Zimm, 1992). 

TIPOS DE flr TM3,Bds 

GAMETOS 

fli' flr/flr * flríTM3,Bd' 

TM3,Bcf tlr ITM3,ad' TM3,Bcf / TM3, scf • 

* letal 

Tabla 3.1. Esquema de letales balanceados en la cruza. 

la línea "b" además de los marcadores descritos anteriormente, porta los 

cromosomas 1 y 2 de la línea Oregon R(R) resistente al DDT (Dapkus y Merrell, 

1977) y se caracteriza por tener niveles elevados del citocromo P-450 (Hallstróm y 

Blanck, 1985). Su capacidad metabólica se debe al gen IR, ubicado en el 

cromosoma 2, a 65.0 unidades de mapa (Fr6lich y Würgler, 1989). 

la línea "c" presenta el siguiente marcador: 

mwh: "multiple wing ha ir" (pelos múltiples en el ala). la línea portadora de este 

genotipo, se reconoce fenotípicamente porque expresa una alteración en el 

número de tricemas por célula en el ala, llegando a presentar de 2 a 7 en lugar de 

1, cerno sería en el fenotipo silvestre (Fig. 3.2). El incremento la cantidad de 

tricomas se relaciona con la reducción de la longitud y orientación normales. Este 

locus se localiza en el cromosoma 3 a 0.3 unidades de mapa (lindsley y Zimm, 

1990). 



A ,.. 

Fotografia cortesía del Dr. U. Oraf Institute ofToxicology, ETH & University ofZurich 

Fig. 3.1 Fenotipo del marcador flr3 
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Fotografia cortesía del Dr. U. Graflnstitute ofToxicology, ETH & University ofZurich 

Fig.3.2 Fenotipo del marcador mwh 



3.2.2. CRUZAS REALIZADAS 

1) Q<? tlr' ITM3, ad" x <f<f mwhlmwh [cruza estándar (E)] 

2) 'l9 OR(R)I/0R(R)I;OR(R)2IOR(R)2; tlr'ITM3, ad" x <f" mwh/mwh [cruza de 

bioaclivación elevada (BE)] 

la cruza de bioaclivación elevada fue diseñada y construida por Frólich y Würgler 

(1989) para mejorar la capacidad de la prueba SMART en el caso de 

promutágenos que se activan metabólicamente a través del citocromo P-450. Un 

amplio número de promutágenos han incrementado su capacidad genotóxica 

cuando se ha empleado esta cruza (Grafy Singer, 1992; Graf y van Schaik, 1992) 

3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL 

Es importante señalar que previamente al ensayo de valoración genotóxica a 

través de SMART, se debe seleccionó el protocolo adecuado, tanto para la ruta de 

administración como para la edad de la larva al momento de realizar el 

experimento de acuerdo al criterio establecido por Graf el al. (1992). 

Realizadas las cruzas, se colectaron los huevos en frascos de cultivo de 250 mi 

con agar y levadura durante 8 h Y se incubaron a temperatura y humedad 

constantes hasta completar las 48 o 72 h de edad dependiendo del protocolo. 

3.3.1. CONCENTRACIONES 

En ensayos preliminares se realizaron pruebas para determinar la toxicidad de 

todos los compuestos, estableciéndose las siguientes dosis: 285 mM para el AA, 

182 mM para la Cl y 175 mM para el AR. Para los mutágenos las dosis 

seleccionadas fueron de 0.6, 1.2 Y 2.4 mM para el NNK, de 7.2, 14.4 Y 28.8 mM 

para el NNN y del 6% para el CHe. 



3.3.2. TRATAMIENTOS 

1. Evaluación genotóxica de los antimutágenos: se administraron pre-tratamlentos 

a individuos de 48 h de ambas cruzas durante 24 h después de las cuales, se 

removieron las larvas y se colocaron en tubos homeopáticos conteniendo 0.7 9 de 

puré de papa (pp) hidratados con S mi de agua destilada. 

2. Evaluación genotóxica del NNK, NNN Y CHC: se suministraron diferentes 

tratamientos crónicos a individuos de 72 h de edad de ambas cruzas, dando una 

dosis de nitrosamina o una dosis del CHC. El tratamiento se aplicó en tubos 

homeopáticos con 0.7 9 de pp hidratados con S mi de las soluciones a probar; 

durante 48 h, hasta la pupación. 

3. Evaluación del efecto antimutagénico del AA, Cl y AR frente a la genotoxicidad 

del NNK, NNN Y CHC (pre-tratamiento): se aplicaron a larvas de 48 h de edad de 

ambas cruzas, pre-tratamientos con alguno de los antimutágenos durante 24 h, 

posteriormente se removieron las larvas y se colocaron en tubos homeopáticos 

conteniendo 0.7 9 de pp hidratados con 5 mi de las soluciones de los mutágenos a 

probar durante 48 h, hasta la pupación. 

4. Evaluación antimutagénica del AA,Cl y AR frente a la genotoxicidad del NNK, 

NNN Y CHC (co-tratamiento): se administraron simultáneamente, a larvas de 72 h 

de edad de la cruza de bioactivación elevada, los antimutágenos y los mutágenos 

correspondiente durante 48 h, hasta la pupación. 

En todos los casos los tratamientos fueron por via oral; los testigos negativos se 

realizaron en tubos homeopáticos conteniendo 0.7 9 de pp hidratados con 5 mi de 

agua y para el caso de los testigos positivos fueron 5ml de solución con uretano a 

las dosis de 5, 10 Y 20 mM. Los experimentos se mantuvieron a temperatura 

constante de 25°C y humedad relativa de 65%. 

El diseño experimental está representado en la Fig. 3.3. 
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Fig.3.3. Protocolos seleccionados para la prueba SMART 



3.4. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL 

Las moscas adultas que emergieron después de los tratamientos fueron 

colectadas y almacenadas en etanol al 70%. 

Ambas cruzas, E y BE, producen dos tipos de progenie las cuales pueden 

distinguirse fenotípicamente por el marcador aeF: (1) mascas trans-heterocigatas 

(mwh fll/mwh+ftr, con un fenotipo de ala de tipo silvestre) y (2) mascas 

heterocigotas portadoras del cromosoma balanceador (mwh ftr+/TM3, aeF, con 

fenotipo de alas serratia) 

Se disectaron las alas de las organismos transheterócigos y se realizaran 

preparaciones fijas con 40 alas (20 hembras y 20 machas) por laminilla, de 

acuerdo con Graf el al. (1984). 

Se revisaran las alas a 40X y se cuantificó el número y tipo de mancha, que de 

acuerda con los eventos indicados en la figura 3.4, san: simples chicas (1 a 2 

células), simples grandes (> 2 células), o gemelas (si presentan los das 

marcadores mutantes formando parte de la mancha mosaico). Las manchas se 

analizan por separado, sin embargo, se debe considerar que aunque la mayoría 

de los clones grandes san continuos, algunos pueden presentar interrupciones 

debida a la separación parcial de las células del clan durante el desarrollo, 

causadas por presiones tisulares o movimientos independientes. Por lo tanto, solo 

se contabilizan como clones independientes aquellos que se encuentren 

separados por tres hileras a más de tricomas normales (Würgler y Graf, 1990). 

3.5. ANÁLISIS EST ADisTICO 

Para la evaluación de los efectos genotóxicos se compararon las frecuencias 

obtenidas de los grupos tratados con los testigos negativos. Para decidir si el 
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resultado es positivo, débil positivo, no concluyente o negativo, se utilizó un 

análisis de decisión múltiple (Frei y Würgler, 1988). 

El procedimiento está basado en dos hipótesis: (1) la frecuencia de mutación 

(inducida mas espontánea) en grupos tratados no es más grande que la 

frecuencia de mutación en un grupo testigo y (2) La frecuencia de mutación 

inducida en las series tratadas no es menor que 'm' veces la observada en grupos 

testigos. Ambas hipótesis son probadas a un nivel de significancia del 5%. El valor 

de 'm' para las manchas chicas y manchas totales, que presentan una frecuencia 

de mutación espontánea relativamente alta, es de 2. Para las manchas grandes 

simples y para manchas gemelas, las cuales tienen una baja frecuencia 

espontánea, el valor'es de 5 (Frei y Würgler, 1988). 

Para evitar los resultados no concluyentes, en un diseño de prueba óptimo, 

deberán ser analizadas igual número de alas con un mínimo de 110 en todos los 

grupos experimentales (Frei y Würgler, 1994). 

Para todos los tratamientos se realizaron al menos tres experimentos y se 

compararon los resultados obtenidos en las distintas series así como en los 

testigos concurrentes. En los casos en los que no existieron diferencias 

significativas (p>O.5) se sumaron los resultados para incrementar los tamaños de 

muestra. 
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4. RESULTADOS 

Para los pre·tratamientos se realizaron al menos 3 experimentos y se compararon 

los resultados obtenidos en las distintas series así como en los testigos 

concurrentes. Como no existían diferencias significativas (p>0.05) se sumaron los 

resultados para incrementar los tamaños de muestras que fueron 280 y 318 alas 

para los testigos negativos de las cruzas E y BE respectivamente. Para los grupos 

tratados el tamaño de muestra fue de 120 alas. 

En los tratamientos simultáneos el tamaño de muestra fue de 120 para todos los 

grupos, tanto testigos como experimentales y solo se llevaron al cabo en la cruza 

BE. Esto debido a que el efecto modulador de los antimutágenos fue similar en 

ambas cruzas por lo que se decidió utilizar solo la de bioactivación elevada en la 

cual, el efecto mutagénico de las NAETS fue más evidente. 

4.1. EVALUACiÓN GENOTÓXICA DE LOS ANTIMUTÁGENOS 

4.1.1. PRE-TRATAMIENTO 

La evaluación del efecto genotóxico del AA, CL y AR en larvas de D. me/anogaster 

se observa en la figura 4.1, en donde los valores de las firecuencias de manchas 

totales por ala fueron 0.39 para el testigo negativo; 0.38 para el AA; 0.37 para la 

CL y 0.37 para el AR en la cruza E y 0.46, 0.45, 0.44 Y 0.45 para la de BE 

respectivamente. 

Los antimutágenos administrados a las dosis mencionadas no ocasionaron daño 

tóxico o genotóxico a las larvas de ambas cruzas por lo que se procedió a 

utilizarlas para la evaluación del efecto antimutagénico de estos compuestos frente 

al CHe, NNK y NNN. 



Fig.4.1 Frecuencias totales obtenidas con los antimutágenos 
durante el pre·tratamiento. 

4.1.2. CO-TRATAMIENTO 

Cuando se realizaron los experimentos de co-tratamiento se observó que los 

grupos que únicamente habían sido tratados con los antimutágenos, mostraron 

frecuencias de manchas muy semejantes a las encontradas para los grupos 

equivalentes de los experimentos de pre-tratamiento, las frecuencias de manchas 

totales por ala fueron de 0.51, 0.45, 0.44 Y 0.45 para el agua, AA, Cl y AR 

respectivamente. 

No se observaron diferencias significativas (p>O.05) entre los resultados obtenidos 

para los grupos tratados con los antimutágenos y los grupos testigo. 



4.2. EVALUACiÓN DE LA ACTIVIDAD GENOTÓXICA DEL CHC 

Puesto que el CHC se administró disuelto en etanol, para la valoración del daño 

provocado por el mismo, se empleó comO testigo negativo etanol al 6%, que fue la 

concentración final a la que se administró en la mezcla con el humo de cigarro. 

Se compararon las frecuencias de manchas obtenidas con este testigo y las de los 

testigos que habían sido tratados únicamente con agua, los valores resultantes de 

los experimentos realizados en la cruza E fueron los siguientes: 0.39 para el agua, 

0.40 para el etanol y 0.53 para el CHC. Para la cruza BE fueron de 0.46, 0.40 Y 

0.68 respectivamente (Fig. 4.2). De acuerdo al programa estadístico de Frei y 

Würgler (1988), los valores obtenidos para el CHC fueron débil positivos (w). 

CHC 

Fig. 4.2. Frecuencias de manchas totales obtenidas 
con el CHC en las cruzas E y BE 



4.3. EVALUACiÓN DE LA ACTIVIDAD GENOTÓXICA DEL NNK Y 

NNN 

4.3.1. PRE-TRATAMIENTO 

Al analizar los grupos tratados con NNK y NNN, se observó una clara relación 

dosis-respuesta de la actividad genotóxica del NNK y NNN en las larvas de ambas 

cruzas de D. melanogaster, siendo más evidente en la cruza BE. En todas las 

dosis el resultado fue positivo (Tabla 4.1; Fig. 4.3 Y 4.4). 

Las frecuencias totales en la cruza E fueron de 0.39 para el testigo negativo; 0.96 

para el NNKl (0.6 mM); 1.27 para el NNK2 (1.2mM) y 2.36 para el NNK3 (2.4mM). 

Para la cruza BE los totales fueron: 0.46; 1.72,2.90 Y 4.51 respectivamente 

Los valores pára la NNN fueron de 0.39 para el agua; 0.86 para la NNNl (7.2mM); 

1.02 para la NNN2 (14.4mM) y 1.33 para la NNN3 (28.8mM). Por su parte, la cruza 

BE obtuvo los siguientes resultados, 0.46, 1.42, 2.43 Y 3.20 respectivamente. 

4.3.2. CO-TRATAMIENTO 

Resultados muy semejantes se observaron cuando se analizaron las alas de los 

organismos que fueron tratados con estas nitrosaminas. 

Los valores de las frecuencias totales fueron de 0.49 para el testigo negativo; 1.73 

para el NNK1; 2.95 para el NNK2 y 4.31 para el NNK3 (Tabla 4.7). 

Los valores para la NNN fueron de 0.49 para el agua; 1.54 para la dosis 1 de la 

NNN; 2.26 para la NNN2 y 3.07 para la dosis 3 (Tabla 4.10). 



Tabla 4.1. Frecuencias de manchas obtenidas con los tratamientos (48h) 
con las tres dosis del NNK y NNN en las cruzas estándar 

y de bioactivación elevada. 

manchas tamaño 
Compuesto alas chicas grandes gemelas totales cien prom. 

m=2 m=5 m=5 m=2 mwh del clan 

Cruza Estándar 
H20 280 0.26 (73) 0.10 (29) 0.02 (6) 0.39 (108) 107 2.04 

NNK 120 0.45+(54) 0.41+(49) 0.10+ (12) 0.96+ (115) 105 2.73 
(O.6mM) 

NNK 120 0.64+ (77) 0.47+ (57) 0.15+ (18) 1.27+ (152) 138 2.55 
(1.2mM) 

NNK 120 1.48+ (178) 0.74+ (89) 0.13+ (16) 2.36+ (283) 265 2.27 
(2.4mM) 

NNN 120 0.43+ (51) 0.34+ (41) 0.09+ (11) 0.86+ (103) 98 2.42 
(7.2mM) 

NNN 120 0.57+ (68) 0.37+ (44) 0.08+ (10) 1.02+ (122) 116 2.41 
(14.4mM) 

NNN 120 0.76+ (91) 0.47+ (57) 0.10+ (12) 1.33+ (160) 150 2.38 
(28.8mM) 

Cruza de Bioactivación Elevada 
H20 318 0.31 (100) 0.13 (40) 0.02 ( 6) 0.46 (146) 144 2.01 

NNK 120 0.94+ (113) 0.66+ (79) 0.13+ (16) 1.72+ (208) 196 2.54 
(0.6mM) 

NNK 120 1.61+ (193) 1.20+ (144) 0.14+ (17) 2.90+ (354) 338 2.71 
(1.2mM) 

NNK 120 2.30+ (276) 1.87+ (225) 0.13+ (16) 4.51+ (517) 492 2.51 
(2.4mM) 

NNN 120 0.82+ (104) 0.48+ (58) 0.07+ (8) 1.42+ (170) 156 2.32 
(7.2mM) 

NNN 120 1.50+ (180) 0.84+ (101) 0.09+ (11) 2.43+ (292) 273 2.38 
(14.4mM) 

NNN 120 1.98+ (238) 1.10+ (132) 0.12+ (14) 3.20+ (364) 382 2.32 
(28.8mM) 

Análisis estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988). 
+ = positivo: - = negatIVo; ¡ = no concluyente; w:: débil positivo; m = factor de multIplicación. 
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4.4 ANÁLISIS DE LOS INDIVIDUOS PORTADORES DE 
INVERSIONES MÚLTIPLES EN EL CROMOSOMA 111. 

Ya que los diferentes tipos de manchas pueden ser originadas por distintos 

eventos genéticos como se mostró en la Fig. 3.4, las manchas resultantes del 

análisis genotóxico del CHC, NNK y NNN pudieron haberse originado por dos 

principales eventos: mutación y/o recombinación. 

Para poder discriminar entre cada uno de estos eventos y determinar que 

porcentaje de mutación y recombinación generaba el daño de estos mutágenos, se 

procedió al análisis de las alas de los individuos portadores de inversiones 

múltiples en el cromosoma 111, para hacer un análisis comparativo entre la 

frecuencia de daño en éstos y los individuos con alas de tipo silvestre (libres de 

inversión) (Tablas 4.2 y 4.3). 

Hubo una disminución de la frecuencia de manchas inducidas que se observaron 

en las alas portadoras del cromosoma balanceador. En este genotipo, no se 

producen eventos recombinacionales debido a que el cromosoma balanceador 

presenta inversiones múltiples. Como el cromosoma balanceador no presenta el 

marcador tlr, solo las frecuencias y tamaños de los clones mwh pueden ser 

utilizados para la comparación cuantitativa de los efectos observados en los dos 

genotipos. Estos datos se muestran también en las tablas 4.2 y 4.3. 

En adición a la reducción en la frecuencia de clones mwh en las alas portadoras 

del balanceador comparados con las alas de los individuos que no lo presentan, se 

observa una disminución del tamaño promedio del clan. 

Por otro lado, se realizó el análiSIS de la regresión lineal para cada uno de los 

compuestos en ambas cruzas y se compararon con las regresiones lineales 

obtenidas de las frecuencias totales de las alas de los individuos libres de inversión 

(Fig. 4.5a y b). La comparación de las pendientes (m) de las curvas nos da una 



proporción estimada del porcentaje de recombinación de la genotoxicidad total 

inducida por los mutágenos. 

Para el NNK en la cruza estándar, los valores fueron m"O.751 para las frecuencias 

de manchas totales en las alas de tipo silvestre y m"O.1886 para las de tipo 

serratia. Por otro lado, la cruza BE presento los siguientes valores, ffi"1.5943 y 

m"O.2819 para las alas de tipo silvestre y serratia respectivamente. Por lo tanto, 

los valores de la tasa de recombinación para el NNK en la éruza estándar fue de 

63% y para la cruza BE de 88%. 

Por lo que respecta a la NNN, en la cruza estándar los valores obtenidos fueron 

m"O.0282 para los individuos que no presentan el cromosoma balanceador y 

m"O.0150 para los que sí lo presentan. Por su parte la cruza de bioactivación 

elevada mostró los siguientes resul!ados, m"O.0889 y m=O.0227 para los mismos 

individuos respectivamente. Tomando en cuenta estos valores, el porcentaje de 

recomblnación en la cruza E fue de 47% y para la BE de 75%. 
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Fig. 4.5a y b. Análisis de la regresión lineal de la 
relación dosis respuesta del NNK y NNN en ambas cruzas 

de Drosophila me/anogaster 

_Cruza de BE: frecuencias de los individuos con marcador heterocigoto; (] frecuencia de los 
Individuos con el cromosoma balanceador. 
+Cruza E, frecuencias de los individuos con marcador heterocigoto; O frecuencias de los 
Individuos con el cromosoma balanceador. 
En todos los casos el valor de R fue mayor de 0.92, 
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Tabla 4.2. Tabla comparativa de los valores obtenidos entre los individuos 
con alas normales y los individuos con alas de tipo serratia durante 

los tratamientos con el NNK y NNN en la cruza estándar. 

ALAS NORMALES ALAS SERRAnA 

Comw alas manchas clones tamaño alas manchas clones tamaño 
Puesto con el clon mwhpor prom. con el clon mwhpor prom. 

mwh ala clan mwh ala clon 

(mM) (N) (n) (n/N) (1) (N) (n) (nIN) (1 ) 

H,O 280 107 0.38 2.04 120 27 0.22 1.96 

NNK1 120 105 0.87 2.73 2.0 50 0.42 2.16 
(0.6) 

NNK2 120 138 1.15 2.55 120 64 0.53 2.11 
(1.2) 

NNK3 120 265 2.21 227 120 109 0.91 1.67 
(2.4) 

NNN1 120 98 0.82 2,42 120 48 040 2.06 
(7.2) 

NNN2 120 116 097 2,41 120 70 0.58 216 
(14.4) 
NNN3 120 150 1.25 2.38 120 80 066 2.06 
(28.8) 

CHC 120 62 052 2.23 120 31 0.26 2.10 
(6%) 



Tabla 4.3. Tabla comparativa de los valores obtenidos entre los individuos 
con alas normales y los individuos con alas de tipo serratia durante los 

tratamientos con el NNK y NNN en la cruza de bioactivación elevada. 

ALAS NORMALES ALAS SERRA TIA 

Com- alas Manchas clones tamaño alas manchas clones tamat\o 
puesto con el clan mwhpor prom. con el clon mwhpor prom. 

mwh ala clon mwh ala clon 

(mM) (N) (n) (n/N) (1 ) (N) (n) (n/N) (1 ) 

H,O 318 144 0.45 2.01 120 37 0.31 2.05 

NNK1 120 194 1.62 2.38 120 71 0.60 2.25 
(0.6) 

NNK2 120 324 2.70 2.61 120 77 0.64 2.45 
(1.2) 

NNK3 120 517 4.31 266 120 98 0.81 240 
(2.4) 

NNN1 120 166 1.3 2.32 120 49 0.41 2.10 
(7.2) 

NNN2 120 273 2.28 2.38 120 100 0.83 23 
(14.4) 
NNN3 120 362 3.02 2.32 120 111 0.92 2.15 
(28.8) 

CHC 120 81 0.66 2.46 120 43 0.36 251 
(6%) 



4.5. EVALUACiÓN ANTIGENOTÓXICA DEL AA, Cl y AR FRENTE 
AlCHC. 

4.5.1. PRE-TRATAMIENTO 

En la Tabla 4.4 se pueden apreciar los valores obtenidos con los antimutágenos 

previos a la adición del CHC. Como se puede obselVar, en ninguno de los casos y 

en ninguna de las cruzas hubo efecto protector de los moduladores. Para la cruza 

estándar las frecuencias fueron de 0.40, 0.53, 0.49, 0.57 Y 0.54 para el OH, CHe, 

AA, el y AR respectivamente, siendo el AA el que reportó un resultado negativo 

con respecto al grupo testigo. 

Tabla 4.4. Frecuencias de manchas obtenidas con los pre-tratamientos (24h) 
con los antimutágenos y tratamiento (48h) con el condensado de humo de 

cigarro (6%) en las cruzas estándar y de bioactivación elevada. 

manchas tamaño 
Compuesto alas chicas grandes gemelas totales clon prom. 

m=2 m=5 m=5 m=2 mwh del clon 

Cruza Estándar 
CHC 120 0.32 (39) 0.15 (18) 0.06 (7) 0.53 (64) 62 223 

AAlCHC 120 0.31- (37) 0.13· (16) 0.05. (6) 0.49· (59) 55 2.07 

CUCHC 120 0.35· (45) 0.17- (20) 0.06- (7) 0.57- (69) 68 2.21 

ARlCHC 120 0.35· (42) 0.14· (17) 0.05- (6) 0.54- (65) 63 1.87 

Cruza de Bioactivaci6n Elevada 
CHC 120 0.37 (45) 0.20 (32) 0.04 (5) 0.68 (82) 81 2.46 

AAlCHC 120 0.42- (50) 0.16- (19) 0.00- (5) 0.62- (74) 74 1.95 

CLJCHC 120 0.38- (46) 0.2· (25) 0.05· (6) 0.64 (77) 77 2.14 

ARlCHC 120 0.33· (40) 0.17- (20) 0.01- (1) 0.51- (61) 61 2.08 

Análisis estadistico de acuerdo con Fre. y Würgler (1988). 
+ = positivo, - = negativo; i = no concluyente; w = débil positivo; m = factor de multiplicación. 
AA (282mM), Cl (182mM), AR (175mM) 

", 



4.6. EVALUACiÓN ANTIGENOTÓXICA DEL AA, Cl y AR FRENTE 
ALNNK 

4.6.1. PRE·TRATAMIENTO 

Después de exponer a las larvas con las vitaminas y la clorofilina previo al 

tratamiento con los mutágenos, se observó que la frecuencia de manchas totales 

inducidas por las nitrosa minas no disminuyó en ninguno de los casos como se 

puede notar en la Tabla 4.5. Tampoco se observaron diferencias significativas 

entre los tamaños promedios de clones inducidos. 

Tabla 4.5. Frecuencias de manchas obtenidas con los pre-tratamientos (24h) 
con los antimutágenos y tratamiento (48h) con las tres dosis del NNK 

en la cruza estándar. 

manchas tamaño 
Compuesto alas chicas grandes gemelas totales Clan prom. 

m=2 m=5 m=5 m=2 mwh del clon 

NNK(0.6mM) 120 0.45 (54) 0.41 (49) 0.10 (12) 0.96 (115) 105 2.73 

AAlNNK 120 0.49· (59) 0.39· (47) 0.12· (14) 1.00· (120) 114 2.57 

CUNNK 120 0.37- (45) 0.35- (42) 0.10- (12) 0.82- (99) 91 2.68 

ARlNNK 120 0.41- (49) 0.36- (43) 0.08- (9) 0.84· (101) 94 2.80 

NNK(1.2mM) 120 0.64 (77) 0.47 (57) 0.15 (18) 1.27 (152) 138 2.55 

AAlNNK 120 0.66- (79) 0.37- (45) 0.14·(17) 1.17- (141) 130 249 

CUNNK 120 0.60- (72) 0.40- (48) 0.08- (10) 1.0B· (130) 118 2.49 

ARlNNK 120 0.66- (79) 0.41- (49) 0.13- (16) 1.20- (144) 134 258 

NNK(2.4mM) 120 1.48 (178) 0.74 (89) 0.13 (16) 2.36 (283) 265 2.27 

AAlNNK 120 1.54- (185) 0.66- (79) 0.12- (15) 2.32· (279) 262 2.20 

CUNNK 120 1.50- (180) 0.72- (86) 0.12- (14) 2.33- (280) 264 2.26 

ARlNNK 120 1.48- (178) 0.64- (77) 0.11-(13) 2.23- (268) 253 2.25 

Análisis estadístico de acuerdo con Frel y Würgler (1988) 
+ = positivo; - ::: negativo; i = no concluyente; w::: débil positivo; m ::: factor de multlphcaClón. 
AA (282mM), el (182mM), AR (175mM) 
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Por su parte, los resultados de la valoración antimutagénica del AA, el y AR en la 

cruza BE se muestran en la Tabla 4.6 en donde se puede observar que no hubo 

efecto protector de los mismos en contra del daño causado por las nitrosa minas 

especificas del tabaco, obteniéndose en todos los casos una respuesta genotóxica 

similar a la de los mutágenos solos. 

Tabla 4.6. Frecuencias de manchas obtenidas con los pre-tratamientos (24h) 
con los antimutágenos y tratamiento (48h) con las tres dosis del NNK 

en la cruza de bioactivaci6n elevada. 

manchas tamaño 
Compuesto alas chicas grandes gemelas totales clan prom. 

m=2 m=5 m=5 m=2 mwh del clon 

NNK 120 0.98 (118) 0.62 (75) 0.11 (13) 1.72 (206) 194 2.38 
¡0.6mMI 
AAlNNK 120 0.98- (118) 0.66- (79) 0.12- (15) 1.77- (212) 200 2.65 

CLlNNK 120 0.97· (116) 0.65· (78) 0.10· (12) 1.72· (206) 193 2.59 

ARlNNK 120 0.95· (114) 0.58· (70) 0.09· (11) 1.62· (195) 183 2.55 

NNK 120 1.65 (198) 1.12 (135) 0.12 (15) 2.90 (348) 324 261 
(1.2mM) 
AAlNNK 120 1.56· (187) 1.10· (132) 0.12· (14) 2.78· (333) 309 2.64 

CLlNNK 120 1.62· (194) 1.07· (128) 0.10· (12) 2.78· (334) 311 2.57 

ARlNNK 120 1.64- (197) 1.01·(121) 0.11- (13) 2.76- (331) 309 2.53 

NNK 120 2.32 (278) 2.05 (246) 0.14 (17) 4.51 (541) 517 2.56 
(2.4mM) 
AAlNNK 120 2.35- (282) 2.01- (241) 0.12- (15) 4.46- (538) 514 2.54 

CUNNK 120 2.30- (276) 1.90· (228) 0.12- (14) 4.32· (518) 496 253 

ARlNNK 120 2.27- (272) 1.98· (237) 0.12- (15) 4.37· (524) 500 2.54 

Análisis estadístIco de acuerdo con Frei y Würgler (1988). 
+ = positivo; - = negativo; i = no concluyente; w = débil positivo; m = factor de multiplicación 
AA (282mM), el (182mM), AR (175mM) 



4.6.2. CO-TRATAMIENTO 

Estos resultados mostraron una respuesta similar a los obtenidos en el pre­

tratatamiento, es decir, las frecuencias de manchas obtenidas en los grupos en los 

que se administraron los ce-tratamientos cen AR, el y AR no fueron 

significativamente diferentes de aquellos en los que se habían aplicado únicamente 

los mutágenos, sin embargo, las frecuencias de manchas siempre fueron mayores 

en los grupos tratados exclusivamente cen los mutágenos que en los grupos que 

habían recibido tratamiento cen los antimutágenos (Tabla 4.7). 

Tabla 4.7. Frecuencias de manchas obtenidas en el tratamientos simultáneo 
con los antimutágenos y las tres dosis del NNK en la cruza 

de bioactivación elevada. 

Compuesto alas chicas grandes gemelas totales 
m=2 rrr-5 rrr-=5 1'TF=2 

manchas 
clon 
rnwh 

tamaño 
prom. 

del clon 

NNK 120 0.94 (113) 0.66 (79) 0.13 (16) 1.73 (208) 196 2.54 
(0.6mM) 
AAlNNK 120 0.82· (99) 0.50· (60) 0.08· (10) 1.41· (169) 163 2.50 

CLJNNK 120 0.76· (91) 0.41·(49) 0.08· (9) 1.24·(149) 144 2.40 

AR/NNK 120 0.76· (91) 0.45· (54) 0.07- (8) 1.27- (153) 148 2.44 

NNK 120 1.61 (193) 1.20 (144) 0.14 (17) 2.95 (354) 338 2.71 
(1.2mM) 
AAlNNK 120 1.44- (173) 0.98- (117) 0.11- (13) 2.53- (303) 293 2.55 

CLJNNK 120 1.36- (163) 0.94- (113) 0.10- (12) 2.40- (288) 277 2.58 

AR/NNK 120 1.33- (160) 0.86- (103) 0.07- (8) 2.26- (271) 259 2.53 

NNK 120 2.30 (276) 1.87 (225) 0.13 (16) 4.31 (517) 492 251 
(2.4mM) 
AAlNNK 120 2.17-(260) 1.58-(140) 0.09-(11) 3.84-(461) 441 2.45 

CLJNNK 120 2.00- (240) 1.62- (195) 0.10- (12) 3.72- (447) 428 2.51 

AR/NNK 120 1.99-(239) 1.68-(202) 0.12-(14) 3.79-(455) 438 2.53 

Análisis estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988). 
+ :;: positivo; -:: negativo, i:;: no concluyente; w.:. débil positivo; m:;: factor de multiplicación. 
AA (282mM). eL (182mM), AR (175mM) 



4.7 EVALUACiÓN ANTIGENOTÓXICA DEL AA, CL y AR FRENTE 
ALNNN 

4.7.1. PRE-TRATAMIENTO 
Las frecuencias de manchas producidas por la NNN en la cruza E fueron 

estadísticamente positivas con respecto al grupo testigo. Las frecuencias 

encontradas en los grupos pretratados con AA, eL y AR Y tratadas con la 

nitrosamina fueron muy similares a las anteriores. No se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos tratados solo con la NNN y los tratados previamente 

con los antimutágenos (Tabla 4.8). 

Tabla 4.8. Frecuencias de manchas obtenidas con los pre-tratamientos (24h) 
COn los antimutágenos y tratamiento (48h) con las tres dosis de NNN 

en la cruza estándar. 

manchas tamaño 
Compuesto alas chicas grandes gemelas totales clon prom. 

m=2 m=5 m=5 m=2 mwh del clon 

NNN 120 0.43 (51) 0.34 (41) 0.09 (11) 0.86 (103) 98 2.42 
(7.2mM) 
AAlNNN 120 0.39- (47) 0.27- (32) 0.08· (9) 0.73- (88) 84 2.27 

CUNNN 120 0.43- (51) 0.22· (26) 0.08· (9) 0.72· (86) 81 2.42 

ARlNNN 120 0.39- (47) 0.34- (41) 0.08· (9) 0.82- (98) 93 2.42 

NNN 120 0.57 (68) 0.37 (44) 0.08 (10) 1.02 (122) 116 2.41 
(14.4mM) 
AAlNNN 120 0.45· (54) 0.37· (44) 0.10· (12) 0.92· (110) 106 2.42 

CUNNN 120 0.57- (69) 0.40· (48) 0.08· (9) 1.05· (126) 114 2.55 

ARlNNN 120 0.49· (59) 0.34· (41) 0.08· (10) 0.92· (110) 101 2.62 

NNN 120 0.76 (91) 0.47 (57) 0.10 (12) 1.33 (160) 150 2.38 
(28.8mM) 
AAlNNN 120 0.61· (73) 0.42· (50) 0.11· (13) 1.13· (136) 129 2.66 

CUNNN 120 0.69· (83) 0.47· (57) 0.09· (11) 1.26· (151) 141 2.50 

ARlNNN 120 0.65· (78) 0.44· (53) 0.08· (9) 1.17· (140) 130 2.49 

Análisis estadistico de acuerdo con Frei y Würgler (1988). 
+ = positivo; M ::: negativo; i ::: no concluyente; w;. débil positivo; m = factor de multiplicación. 
AA (282mM), el (182mM), AR (175mM) 
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Los experimentos con la cruza BE mostraron un incremento significativo en la 

frecuencia de todos los tipos de manchas, sin embargo, los antimutágenos 

presentaron un comportamiento semejante al observado en la cruza estándar, es 

decir, no hubo diferencias significativas entre el grupo tratado oon la NNN y los 

tratados previamente oon los antimutágenos_ Al igual que en todos los casos 

anteriores el tamaño promedio del clan así como las machas con los clones mwh, 

no mostraron diferencias entre los diferentes grupos (Tabla 4_9) 

Tabla 4.9. Frecuencias de manchas obtenidas con los pre-tratamientos (24h) 
con los antimutágenos y tratamiento (48h) con las tres dosis de NNN 

en la cruza de bioactivación elevada. 

manchas tamaño 
Compuesto alas chicas grandes gemelas totales clon prom. 

m=2 m=5 m=5 m=2 mwh del clon 

NNN 120 0.82 (104) 0.48 (58) 0.07 (8) 1.42 (170) 156 2.32 
(7.2mM) 
AAlNNN 120 0.83- (lOO) 0.50- (60) 0.08- (10) 1.42- (170) 162 2_56 

CLJNNN 120 0.8S- (103) 0.50- (60) O.OS- ( 7) 1.42- (170) 163 2.44 

ARlNNN 120 0.83- (100) 0.44- (53) 0.06- (7) 1.33- (160) 153 2_39 

NNN 120 1.50 (180) 0.84 (101) 0.09 (11) 2.43 (292) 273 2.38 
(14.4mM) 
AAlNNN 120 1.51- (181) 0.82- (98) 0.08- (9) 2.40- (288) 271 2.34 

CLJNNN 120 1.52- (182) 0.83- (100) 0.08- (9) 2.42- (291) 274 2.32 

ARlNNN 120 1.44- (173) 0.77- (93) 0.07- (8) 2.28- (274) 259 2.36 

NNN 120 1.98 (238) 1.10 (132) 0.12 (14) 3.20 (384) 362 2.32 
(28.8mM) 
AAlNNN 120 1.93- (232) 1.07- (128) 0.11- (13) 3.11- (373) 351 2.32 

CLJNNN 120 1.95- (234) 1.08- (129) 0.10- (12) 3.12- (375) 353 2.33 

ARlNNN 120 1.92- (230) 1.03- (124) 0.08- (10) 3.03- (364) 343 2.30 

Análisis estadlstico de acuerdo con Frei y Würgler (1988). 
+ ~ positivo; - =: negativo; i = no concluyente; w = débil positivo; m;: factor de multiplicación. 
AA (282mM). el (182mM), AR (175mM) 
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4.7.2. CO-TRATAMIENTO 

Al comparar los datos de las frecuencias para todos los tipos de manchas, se 

observó, al igual que en los casos anteriores, que no existe una diferencia 

significativa entre los grupos experimentales. La frecuencia de manchas totales por 

ala obtenidas en los grupos tratados únicamente con la NNN son prácticamente las 

mismas que las encontradas en los grupos en los que se había aplicado el co­

tratamiento con los antimutágenos (Tabla 4.10). 

Tabla 4.10. Frecuencias de manchas obtenidas en el tratamiento simultáneo 
con los antimutágenos y tratamiento con las tres dosis de NNN 

en la cruza de bioactivación elevada. 

manchas tamaño 
Compuesto alas chicas grandes gemelas totales 

m=¡ m=5 m'S5 m=2 
clon 
mwh 

prom. 
delclon 

NNN (7.2mM) 120 0.92 (110) 0.55 (66) 0.08 (9) 1.54 (185) 171 245 

AAlNNN 1200.74·(89) 0.46·(55) 0.10·(12) 1.30·(158) 150 2.45 

CUNNN 120 0.81-(97) 0.54-(65) 0.09·(11) 1.44·(173) 167 2.43 

ARlNNN 1200.73·(88) 0.48-(58) 0.08-(10) 1.30-(158) 150 2.44 

NNN 120 1.39 (167) 0.73 (86) 0.13 (16) 2.26 (271) 253 242 
(14.4mM) 
AAlNNN 120 1.30- (158) 0.88- (72) 0.07- (8) 2.05- (246) 230 2.36 

CUNNN 120 1.30· (158) 0.67- (80) 0.08- (9) 2.04- (245) 229 2.35 

ARlNNN 120 1.20- (144) 0.65. (78) 0.08- (9) 1.92- (231) 215 2.39 

NNN 120 1.86 (223) 1.11 (133) 0.10 (12) 3.07 (368) 348 2.37 
(28.8mM) 
AAlNNN 120 1.88- (226) 0.98· (117) 0.10- (12) 2.96- (355) 336 224 

Cl.INNN 120 1.84-(221) 0.95-(114) 0.12-(15) 2.92-(350) 332 2.24 

ARlNNN 120 1.73·(207) 0.94-(113) 0.12·(15) 2.79-(335) 316 2.29 

Análisis estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988). 
+ :::: positivo; ~:::; negativo; ¡:::: no concluyente; w:::: débil positivo, m:::: factor de multiplicación 
AA (282mM), el (182mM), AR (175mM) 



5. DISCUSIÓN 

5.1. CONDENSADO DE HUMO DE CIGARRO 

Los efectos producidos por agentes xenobióticos en los seres vivos son diversos y 

de complejidad variable, debido a que están involucrados múltiples aspectos como 

las propiedades fisicoquímicas de los compuestos, su solubilidad en agua y su 

estabilidad química en el ambiente, así como las Interacciones con otras 

sustancias existentes. 

La mayoría de los seres humanos estamos expuestos de manera directa o 

indirecta al humo de cigarro y de acuerdo a la susceptibilidad individual esta 

mezcla compleja puede inducir la transformación celular que finalmente conllevaría 

al origen de un cáncer. La carcinogenicidad del humo de cigarro quizá se deba a 

las diferencias en la composición de sus productos, como lo sugirió Jansson el al. 

(1991). Además de que la concentración de compuestos genotóxicos y 

carcinógenos conocidos en el humo de distintos tipos de cigarro puede variar hasta 

por un factor de cien como lo demostraron Hoffmann el al. (1991) y Hoffmann y 

Hecht (1990). 

Estudios realizados en Salmonella, evidenciaron que existen algunos aspectos que 

afectan la mutagenicidad del CHC (Kier el al. 1974); éstos van, desde la especie 

de tabaco del que se obtienen los extractos, hasta el sistema de prueba en el que 

se analicen, incluyendo estudios en los que se demuestra que las porciones 

básicas de los componentes del CHC son más mutagénicas que las neutrales y en 

los que se menciona que el CHC extraído de las hojas jóvenes de la planta son 

más mutagénicas que las obtenidas de las hojas viejas y que los extractos de las 

plantas con una alta concentración de azúcares tiene una mayor actividad 

mutagénica que las de menor concentración (Mizusaki el al. 1977a). Estos 

estudios determinan que la capacidad del CHe para inducir mutaciones depende 



de varios factores en los que se incluye también la temperatura a la que se 

almacena el condensado antes de realizar el experimento (Mizusaki el al., 1977b). 

En el presente trabajo no fue posible observar un claro efecto genotóxico del CHC, 

debido a que sólo se utilizó una dosis (6%), ya que en cantidades menores no se 

detectó efecto y a mayores (7% y 8%) provocó la muerte de más del 90% de las 

moscas. Es muy probable que la poca claridad en la respuesta mutagénica del 

compuesto, se deba a su toxicidad. Cabe mencionar que el humo de cigarro tiene 

como vía principal de acceso al organismo, la inhalación y la vía que se utilizó en 

este trabajo fue la ingestión, lo que pudo ser un factor importante que contribuyó a 

modular la naturaleza de los efectos provocados, ya que de acuerdo con la ruta de 

ingreso del xenobiótico, éste debe atravesar una serie de barreras que en 

combinación con las propiedades particulares del compuesto, restringen o facilitan 

su entrada y así provocar o no efectos adversos. . 

Pero, aunque no se obtuvo un claro efecto genotóxico, se pudieron observar 

algunos daños terarogénicos expresados fenotípicamente como menor talla en los 

organismos adultos, falta de coloración en el cuerpo y malformaciones en las 

venas de las alas. 

Al respecto, numerosos estudios epidemiOlógicos apoyan el hecho de que el humo 

de cigarro produce efectos teratogénicos. Pirani (1978) mostró en un estudio 

realizado en 5200 embarazos, que hubo Un incremento significativo de mortalidad 

peTinatal de los hijos cuyos padres fumaban más de 10 cigarros por día. Por otro 

lado, Kelsey el al. (1978) demostraron que una mujer que fumaba más de 20 

cíganrillos por día durante el embarazo, tenía un mayor riesgo de que el producto 

del embarazo presentara malformaciones congénitas si se comparaba con el de las 

mujeres no fumadoras, además este efecto se incrementaba cuando se trataba de 

anormalidades en el tubo digestivo válvulas cardíacas y piel; incluyendo defectos 

en el tubo neural y anormalidades cromosómícas. 
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5.2. NNK Y NNN 

El interés especial por el estudio de estas nitrosaminas fue el hecho de que éstas 

se forman a partir de la combustión del tabaco y se originan de aminas reactivas 

con el nitrito u óxido de nitrógeno, prevaleciendo en el ambiente, afectando tanto a 

los fumadores activos como a los pasivos. 

En la presente tesis, se pudo evidenciar un claro efecto genotóxico dosis­

respuesta de estos productos. Al parecer, el NNK ejerce sus efectos 

carcinogénicos por la fonmación de aductos en el ADN. La presencia de los cuales 

conduce a errores en la replicación del ADN y a la mutación génica. 

Como sucede con otras nitrosaminas, la hidroxilación del carbón-Cl adyacente al 

grupo funcional de la nitrosa mina guía la fonmación de un diazohidróxido alquilante 

ya un aldehído. Ya que el NNK es una nitrosamina asimétrica, la hidroxilación del 

carbón-a. lleva a la formación de dos agentes altamente alquilantes. La oxidación 

del átomo de carbón metil genera una especie metilante mientras que la 

hidroxilación produce un agente piridiloxobutilante. El agente metilante reacciona 

con el AON para formar dos aductos bien caracterizados como el 7 -metil­

deoxiguanosina yel O'-metildeoxiguanosina (Petersen el al., 1991). 

Aunque algunos de los efectos biológicos de estas bases metiladas han sido 

caracterizadas, la naturaleza química y los efectos biológicos de la 

pridiloxobutilación del AON no están muy bien establecidos. 

Se sabe que la metilación del AON causada por el NNK induce cáncer de pulmón y 

se sugiere que la piridiloxobutilación puede provocar otros tipos de tumores. La 

preferencia entre estas dos vías metabólicas que sigue el NNK, depende de varios 

factores como la especie, órgano blanco y tipo celular, entre otros. El efecto 

genotóxico de la NNN depende de mecanismos similares, sin embargo los 

metabolitos formados no son tan potentes como los del NNK, produciendo un 
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menor daño. Tanto el NNK como la NNN tienen sitios específicos en donde sus 

metabolitos interactúan (Foiles el al., 1992b). 

En este trabajo se observó que la administración de las nitrosaminas a las larvas 

incrementó principalmente la frecuencia de manchas chicas con las tres dosis, este 

hecho podría indicar que los mutágenos tuvieron un efecto tardío al afectar los 

discos imagales, ya que una vez ocurrido el daño, las células de los discos 

imagales solo se dividieron durante uno o dos ciclos celulares, dando como 

resultado este tipo de mancha. Aunque no se descarta la posibilidad de que las 

nitrosaminas provoquen muerte celular o retraso mitótico. Por otro lado, el 

incremento de manchas gemelas ocasionadas por el NNK y NNN indicaron un 

efecto recombinogénico. 

La recombinación mitótica no es un simple mecanismo de ruptura y reunión de 

fragmentos de ADN, sino es un proceso celular esencial catalizado por enzimas 

específicas que' las células codifican y regulan para este propósito. La 

recombinación no solamente provee variación genética, las enzimas que 

intervienen en este proceso permiten a las células restituir las secuencias perdidas 

o modificadas cuando el ADN es dañado por errores en la duplicación o por 

agentes físicos y químícos, reemplazando las secuencias alteradas por las 

correspondientes a la cadena que intervino en la recombinación (Lewin, 1994). 

De esta manera, uno de los significados biológicos de la recombinación es el de 

funcionar como un mecanismo de tolerancia del ADN celular al daño inducido por 

diferentes agentes, sin embargo, actualmente la genética molecular a través de 

técnicas de amplificación de mini y micro satélites del ADN ha asociado algunas 

enfermedades de origen genético entre las que se encuentra el cáncer, con 

algunos eventos de recombinación. 

Dada la posición de los marcadores en el cromosoma 3 utilizado para la prueba de 

mutación y recombinación somáticas en Drosophila, hubo dos posibilidades de que 



se llevara al cabo la recombinación; 1) en la región del cromosoma entre fII" y el 

centrómero y 2) entre los marcadores mwh y fli. La primera dará origen a 

manchas con los dos tipos celulares (manchas gemelas) y la segunda generará 

dos células hijas, una de las cuales es homocigota para el marcador distal mwh y 

producirá una mancha simple mwh, mientras que la otra célula, tendrá un fenotipo 

normal. De esta manera una parte de las manchas mwh son el resultado de 

eventos como la mutación puntual y deleción, mientras que otro grupo será 

resultado de recombinación. 

Con la finalidad de determinar el porcentaje de recombinación inducido por cada 

uno de los mutágenos, se analizaron las alas de los individuos fliITM3,BcI'. Los 

resultados obtenidos mostraron que tanto el NNK como el NNN presentaron una 

mayor tasa de recombinación que de mutación. Al respecto se puede decir que el 

daño provocado por estas nitrosaminas específicas de tabaco se lleva a cabo a 

través de distintos tipOS de mutación como son la mutación puntual, la deleción y la 

no disyunCión. 

El tamaño de mancha, por su parte, proporciona infonmación acerca de la 

orientación del tiempo en el que se indujo la formación del clan mutante. Clones 

inducidos en el desarrollo temprano producen manchas de gran tamaño y aquellos 

que surgen hacia el final del mismo, son de tamaño pequeño y, en general, se han 

asociado con la biotransformación mediante el metabolismo de la larva. En el lote 

testigo, el tamaño promedio de clan se encuentra alrededor de 2 divisiones 

celulares, por lo que es probable que la mayoría de las manchas de origen 

espontáneo se produzcan al final del desarrollo cuando el número de células en los 

discos imagales es mayor, aunque no se descarta también, que éstas manchas 

sean reparadas a lo largo del desarrollo y únicamente se recobren aquellas que 

ocurren hacia el final de éste, o que el daño ocasionado a las células sea tan 

grande que ya no le permita dividirse. Esto se puede comprobar al cuantificar el 

tamaño promedio del clan en los lotes experimentales que fueron muy similares 

(Tablas 4.5-4.10). 



Como ya se mencionó, estas nitrosaminas son mutágenos indirectos por lo que 

necesitan de activación metabólica para poder ejercer sus efectos genotóxicos. Al 

hacer uso de dos distintas cepas de Drosophila melanogaster, una estándar y una 

de bioactivación elevada se pretendió observar el efecto indirecto de estos 

compuestos, además de poder comparar la diferencia cuantitativa del daño que 

producen estos mutágenos en las distintas actividades metabólicas. 

En las dos cruzas se obtuvieron resultados positivos por lo que se puede decir que 

aún la baja actividad metabólica que presenta la cruza estándar es suficiente para 

que se pueda llevar a cabo la transformación metabólica del NNK y NNN y ejercer 

así sus efectos genotóxicos, Al respecto, Frei el al.(1992) demostraron que la 

cruza E es capaz de detectar la genotoxicidad de 15 clases de aminas policiclicas. 

Sin embargo, cabe mencionar que la actividad mutagénica de las nitrosami!,as es 

mucho más evidente en la cruza de bioactivación elevada. 

La eficiencia metabólica de la cruza BE ya se ha puesto de manifiesto evaluando 

compuestos recombinogénicos en Drosophila (Ribeiro el al., 1997), estos autores 

llevaron al cabo la evaluación genotóxica de la integerrimina, una fitotoxina 

detectada en una gran variedad de plantas, en las mismas cruzas de Drosophila y 

encontraron que ambas activan la transfonmación metabólica de esos compuestos, 

siendo más evidente, sin lugar a dudas, en la cruza de bioactivación elevada 

Existen además numerosos trabajos realizados en Drosophila en donde se 

observan estas diferencias en las respuestas genotóxicas de ambas cruzas. 

Pacella el al. (sin publicar), evaluando la genotoxicidad de 5 aflatoxinas, 

encontraron que los efectos de estos compuestos fueron mucho mayor en la cruza 

BE que en la E. Asi mismo, Guzmán-Rincón el al. (1998) encontraron una mayor 

frecuencia de manchas totales por ala provocadas por el nitrito de sodio, metil urea 

y con la mezcla de ambos en la cruza de bioaclivación elevada que en la cruza 

estándar. 



5.3. ANTIMUTAGÉNESIS 

Morse y Stoner (1993) sugirieron que un agente antimutagénico quimiopreventivo 

debe tener 5 cualidades que son: (i) poco o ningún efecto secundario; (ii) alta 

eficacia; (iii) capacidad de administrarse oralmente; (IV) un mecanismo de acción 

conocido y (v) ser accesible al consumo (bajo costo). 

Los antimutágenos probados en este trabajo cumplen con cuatro de estos criterios, 

sin embargo esto no garantizó el efecto protector de los mismos. Como se reportó 

en los resultados, con ningún compuesto y en ninguna de las cruzas se pudo 

observar un efecto protector o de disminución del daño provocada por el CHC, 

NNK y NNN, a pesar de que ya se ha comprobado a través de SMART los efectos 

protectores de la clorofilina (Negishi el al., 1989; Rodríguez-Arnaiz y Zimmering, 

1989 Y Zimmering el al., 1990) Y del ácido ascórbico (Olvera el al., 1995) 

La falta de protección de los compuestos naturales puede deberse a muchos 

aspectos. 1) que las dosis de antimutágenos que se emplearon para evaluar el 

efecto protector no fueron suficientemente altas para evitar el daño ocasionado por 

los mutágenos, sin embargo, dosis mayores a las utilizadas fueron tóxicas al 

organismo, además estas concentraciones son, si no más altas, similares a las 

descritas por otros autores que han encontrado efectos protectores en otros 

ensayos de antimutagenicidad (Hayatsu el al., 1988; Zimmering el al., 1990; Olvera 

et al., 1995 y Guzmán-Rincón el al., 1998); 2) que los compuestos protectores 

hayan sido absorbidos más rápido que los mutágenos y, por ende, 3) que no hayan 

interactuado al mismo tiempo las moléculas protectoras y los melabolitos 

generados por los mutágenos 

Uno de los objetivos de este trabajo de tesis fue evaluar el efecto protector del AA, 

Cl y AR frente al CHC, NNK y NNN, el cual se habia planteado para analizar esos 



efectos siguiendo el protocolo de pre-tratamiento, sin embargo, al observar los 

resultados negativos de la protección de los antimutágenos, se planteó realizar 

expenmentos llevando a cabo un tratamiento simultáneo, ya que se pensó que era 

muy probable que la falta de protección de estos compuestos se debía a que las 

larvas los metabolizaban rápidamente y 24 horas después, al adicionar los 

mutágenos, ya no habían suficiente moléculas para interactuar con las 

nitrosammas y el CHe. 

Al llevar al cabo los tratamientos simultáneos bajo las mismas condiciones que los 

anteriores, se esperaba que al interactuar al mismo tiempo antimutágenos­

mutágenos se llevara al cabo el bloqueo de moléculas que producen el daño, sin 

embargo no fue así, los resultados fueron semejantes a los obtenidos de los pre­

tratamientos, aunque se observó una ligera disminución de la genotoxicidad 

provocada por el NNK y NNN, esta diferencia no fue significativa. Estos resultados 

sugieren lo siguiente: que aunque ya se ha comprobado el efecto antimutagénico 

del ácido ascórbico, de la clorofilina y del ácido retinóico en diferentes sistemas de 

prueba y a distintas dosis, éste efecto protector depende de varios factores entre 

los que se encuentran además de las propiedades fisicoquimlcas de los 

compuestos, características íntrínsecas de los organismos como: edad, sexo, 

estado de salud o enfermedad, sus antecedentes genéticos y la susceptibilidad 

individual entre otros, además de la duración e intensidad de la exposición de los 

compuestos. 

Sin embargo, de acuerdo a los distintos protocolos de evaluación antimutagénica 

en el ensayo SMART, así como del efecto del metabolismo en relación con la ruta 

de administración, los protocolos seleccionados fueron los adecuados para la 

administración y exposición de antimutágenos y mutágenos químicos indirectos 

(Graf et al., 1998). 

Shankel y Clarke (1990), y Waters et al. (1990) han propuesto considerar los 

ensayos de "combinación quimiopreventiva", esto es, que los compuestos 



necesitarían ser complementados por un agente antioxidante. Dicho en otras 

palabras, ellos sugieren un tratamiento con dos o tres antimutágenos en lugar de 

uno solo, y con esto, poder obtener mejores resultados antimutagénicos, Sin 

embargo, se incrementarían las variables y parámetros a considerar además de 

un análisis más completo y complejo para entender el efecto de sinergismo 

causado por estos compuestos. Aún asi, se está considerando para posteriores 

ensayos antimutagénicos de estos compuestos versus las nitrosaminas el poder 

establecer una reladón que permita trabajar en este sentido. 

5.4. EL BIOENSAYO SMART 

Desde que Muller en 1972 desarrolló la prueba de transmutación artificial de un 

gen, se han desarrollado aproximadamente alrededor de 200 tipos de pruebas que 

detectan anormalidades cromosómicas asi como mutaciones génicas y sus efectos 

relacionados (Waters el a/., 1988). El propósito original de estas pruebas era el 

desarrollar ensayos de corta duración que permitieran evaluar el daño genético 

provocado por cierto tipo de mutágenos. Estas pruebas dia a dia se han 

incrementado y han abarcado tamb.én un campo mayor al de sus propósitos 

inidales, es decir, muchas de ellas se están utilizando para evaluar también 

algunos efectos antimutagénicos. 

Con estas pruebas se ha evaluado tanto la capacidad mutagénica del humo de 

cigarro y de sus compuestos asi como la habilidad protectora de ciertas sustancias 

(principalmente de origen natural) en contra de estos mutágenos, obteniendo 

diferentes respuestas. 

El ensayo SMART ha demostrado ser sensible al evaluar la genotoxicidad de mas 

de 300 compuestos (Frei y Graf, sin publicar). Se compararon los resultados 

obtenidos de 122 compuestos en la prueba de letales recesivos ligados al sexo en 

células germinales de Drosophila, y se encontró una correlación del 76% (92/122) 

entre estas dos pruebas. Mas aún, de 143 productos químicos que han mostrados 
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sus efectos carcinogénicos en animales de laboratorio, se obtuvo una correlación 

del 82% (117/143). Estos datos indican que la prueba SMART es un ensayo 

apropiado para evaluar efectos genotóxicos in vivo (Guzmán-Rincón y Graf, 1995). 

Otro aspecto importante del bioensayo SMART es el hecho de que la prueba 

detecta compuestos xenobióticos que requieren activación metabólica a través de 

la cruza desarrollada por Frolich y Würgler (1989) 

Por otro lado, es una prueba validada para evaluar tanto compuestos mutagénicos 

como antimutagénicos. Desde que Negishi el al. (1989) publicaron el primer 

reporte de la antimutagenicidad de la clorofilina a través de la prueba SMART, 

numerosos estudios se han venido desarrollando con el mismo ensayo. 

los resultado genotóxicos obtenidos con el CHC, NNK y NNN en este trabajo de 

tesis, son similares a los reportados en la bibliografía para otros sistemas como 

Sa/monella (Espinosa-Aguirre el a/., 1993), ratas (Zhu el a/., 1991), ratones (Hecht 

el al., 1990), linfocitos humanos y células del cnseto dorado (Zimonjic el al., 1989). 

El hecho de manejar como un grupo total, todos los experimentos independientes y 

de observar que los resultados obtenidos con los diferentes protocolos de pre­

tratamientos y co-tratamientos fueron semejantes, son evidencia de la alta 

reproducibilidad del ensayo y del sistema. 

Con base en todo lo anterior, los objetivos de esta tesis se cumplieron llevando al 

cabo toda la parte experimental propuesta inicialmente, demostrando el efecto 

genotóxico del CHC, NNK y NNN, así como de los efectos inocuos de los 

antimutágenos, aunque nuestra hipótesis con respecto al efecto antimutagénico de 

los compuestos naturales no fue positivo. Sin embargo, las perspectivas de este 

trabajo contemplan el uso de la combinación quimiopreventiva de los 

antimutágenos empleados, sugerida por Shankel y Clarke (1990), estableciendo 

los protocolos adecuados para el manejo de las variables y parámetros, asi como 

del análisis de los efectos sinérgicos causados por los moduladores. 



6. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten concluir los 

siguientes puntos: 

1.- El CHC a la dosis empleada, resultó ser débil positivo de acuerdo al análisIs 

estadístico de Frei y Würgler. 

2.- Se demostraron los efectos mutagénicos del NNK y NNN, en ambas Cruzas de 

Drosophila. 

3. - Se observó una clara relación dosis respuesta del NNK y NNN en ambas 

cruzas, siendo más evidente en la de bioactivación elevada. 

4.- El NNK fue significativamente más mutagénico que el NNN. 

5.- El evento genético observado en las células de las larvas tratadas tanto con el 

NNK como con la NNN, fue principalmente la recombinación. 

6.- Los antimutágenos no produjeron daño genético a las células de las larvas 

tratadas. 

7 - No se pudo demostrar un claro efecto antimutagénico del ácido ascórbico, la 

clorofilina ni del ácido retinóico. 

8.- A través de bioensayo SMART se observó una vez más la capaCidad que 

tienen estas nitrosamlnas especificas del tabaco de provocar daño celular, 

además de evidenciar que estos compuestos necesitan activación metabólica 

para producirlo. 
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