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RESUMEN

£l 4{metilnitrosaminc)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, comprobandose que ambas, necesitan activacion metabdlica
para poder ejercer sus efectos mutagénicos. Por otro lado, existen sustancias de
origen natural como las vitaminas y algunos otros compuestos como la clorofiling,
que han despertado un gran interés, ya que han manifestado ser compuestos con
actividad antimutagénica. Usando la prueba de mutacion y recombinacion
somatica (SMART) en alas de Drosophila melanogaster, se evalud la actividad
genctdxica del NNK, NNN, asi como del condensade de humo de cigarro (CHC).
Se evalud tambien la genotoxicidad del acido ascorbico (AA), 1a clorofilina (CL) y el
acido retindico (AR} y finalmente se determind la actividad antimutagénica del AA,
CL y AR frente al dafio producido por el NNK, NNN y el CHC, en larvas
transheterocigotas de 72 hrs derivadas de las cruzas estandar fir'/TM3,8d° x mwh
(E) y de bioactivacion elevada OR(R)1,0R(R}2:fir'/TM3,Bd® x mwh (BE), en los
protocolos de pre- y co-tratamiento. EI NNK y NNN resultaron ser altamente
genotdxicos en las larvas de ambas cruzas, manteniendo una relacién dosis-
respuesta, por su parte, el CHC fue débil positivo. Se observd que el principail
evento genético que conduce a la genotoxicidad de estos compuestos es la
recombinacion. Por otro lado, los antimutadgenos per se, no fueron téxicos ni
genotéxicos a las larvas. No se observd ningdn efecto protector ni del AA, CL 0 AR
frente ai dafic producido por ias nitrosaminas y el CHC en ninguno de ios
protocolos.



ABSTRACT

4{methylnitrosamine)1-1(3-pyridyl)-1-butancne (NNK) and N"-nitrosonornicotine
{NNN) are two of the main nitrosamines of cigarette smoke which have been
shown to be mutagenic in seéveral organisms and in different test. Both compounds
need metabolic activation in order to exert their genctoxic effects. On the other
hand, natural substances, like vitamins and some other compounds as
chlorophyifin, are of great interest because they show antigenotoxic activity. Using
the Somatic Mutation And Recombination Test (SMART) in wing ceils of
Drosophila melanogaster, the genotoxicity of NNK, NNN and cigarette smcke
condensate (CSC) was evaluated in larvae derived from the standard fir/TM3,Bd®
x mwh (ST) and high bioactivation OR(R)1;0R(R)2:fi/TM3,Bd° x mwh (HB)
crosses. Furthermore, the antigenotoxicity of ascorbic acid, chlorophyllin and
retincic 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 farvae and were not protective effects against NNK, NNN or CHC neither
protocols.



1. INTRODUCCION

3

Un elemento importante en el estilo de vida de los seres humancs desde hace
algunos siglos es el consumo de! tabaco, el cual presumiblemente incrementa el
riesgo de padecer enfermedades cronicas. El habito de fumar cigamro ha sido
relacionado con el cancer de laringe, cavidad oral, eséfago, pancreas y pulmones
{éste Ultimo de gran importancia por el nimero de casos que se ha reportado en
décadas recientes), causando la muerte prematura v en el caso de mujeres
embarazadas, ocasionando efecios toxicos al feto, que incluye un retardo en su
crecimiento, aborto espontanec y muerte neonaial (USDHHS, 1980)

La preccupacion sobre tos efectos nocivos del tabaquismo empez6 a principios del
siglo XIX, peroc no fue sinc hasta mediados de éste, cuando se relacionaron con
enfermedades de tipo cardiaco y se establecio también que existen efectos del
humo de cigarro en los fumadores pasivos, ademas se demostrd la correlacion
existente entre el cancer 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, Educacién y Bienestar Publico y se
publicé el primer informe geﬁeral de los dafios 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 1980
alcanzé 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 dafo significativo a la salud que produce el tabaquismo (Bartecchi ef
al., 1995).



En nuestro pais {a cantidad de fumadores y ex fumadores del sexs masculino
alcanzan el 38 y 37%, mientras que para el sexg femenino representan et 16% y
14% respectivamente (Fig.1.2). Ademas se sabe que el mayor ndmero de
fumadores se encuentra en la edad mas productiva de fa vida, entre los 26 y 44
anos. La suma actual de no fumadores es de 62%, lo cual puede significar que la
mayoria de la poblacion, gracias a acciones realizadas por la Secretaria de Salud
ha cobrado conciencia del dafio gue produce el tabaco (Diaz Oliveros, 1997).

Enf, Sex. Vehiculos

Armas de fuego 2%
4%

Progas 2%

Intoxicaciones
6%

Infecciones
8%

Alcoholismo
10%

Dietas 28%

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 promocién y formacion de algun tipo de cancer, como ya se
menciond en un principio.

Los estudios epidemioldgicos y experimentales apuntan hacia el hecho de que el
humo de cigarro contiene substancias gue hacen a las células susceptibles de
desarroliar un tumor incrementando el riego de cancer a través de su exposicion
crénica (Hoffmann y Harris, 1986).

70 W O Hombres
Mujeres

60+

50

%
40

30+

20

10-

0 ' : ~ ‘
FUMADORES EX FUMADORES  NO FUMADORES

Fig. 1.2 Distribucién del tabaquismo en México
(Diaz Oliveros, 1997)



1.1. CONDENSADO DE HUMO DE CIGARRO

1.1.1. ANTECEDENTES

La combustion de! tabaco tiene dos fases: la de gas ¥ la de humo; en esta dltima
se producen los dos cancerigenos mas activos, que son: el benzo(a)pireno [B{a}P]
{0.018 pglcigarillo) y el dibenzo(a)pireno [D(a)P] (0.002 a 0.01 pgleigarrilio), que
no se encuentran en las hojas del tabaco virgen, pero se forman por pirdlisis
debido a las altas temperaturas que generan los cigarrilios cuando se consumen.,
Por accion similar, {a nicotina y la piridina se convierten en los cancerigencs
mencicnados. Ef analisis de las particulas contenidas en el humo de cigarmo se
puede observar en la Tabla 1.1 (USDHHS, 1980).

Existen varios componentes en el humo del cigarro, que por si solos no son
carcinogénicos; sin embargo, cuando se asocian con otros, pueden inducir el
desarrollo de neoplasias. Entre eifos estan los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) (Ridiger ef al., 1976, Brookes, 1977; Florin ef al,, 1980; La Voie
ef al. 1981; Hoffmann et al., 1983), las nitrosaminas (Hoffrmann ef al., 1981, Hecht
y Hoffmann, 1988), ciertos compuestos N-heterociclicos (Yoshida y Matsumoto,
1980; Curvall ef al, 1982), derivados del fenol (Jansson et al, 1986, 1988;
Hoffmann y Wynder, 1986), aldehidos (Obe y Beek, 1979, Jansson et af., 1988) y
aminas aromaticas {Yoshida y Matsumoto, 1978), los ésteres grasos de cadena
larga y los acidos grasos libres, todos Jos cuales se encuentran en abundantes
cantidades en el humo de cigarro (Diaz Ofiveros, 1997).

Es importante sefalar que todos los componentes cancerigenos se forman-en la
fase del humo de la combustion del tabaco, porque la ofra fase, la de gas, produce
gran cantidad de sustancias irritantes de las vias respiratorias como son los
formaldehidos, acetaldehidos, metanol, acetona, metil-etil-cetona, amoniace,
diéxido de nitrégeno y sulfitc de hidrégeno, entre otros (Diaz Oliveros, 1997).



Tabla 1.1 Componentes def humo de cigarro
{Diaz Oliveros, 1997)

Sustancias % Particulas No. Toxicidad
_ Compuestos
Acidos 7.7-12.8 25 lrritantes
Giicerol, glicol y OH 53-8.3 18 Irritantes
Aidehidos y cetonas 8.5 27 Irritantes
Hidrocarburos alifaticos 4.9 64 Irritantes
Hidrocarburos 0.44 81 Carcinogénicos
aromaticos
Fenoles 1-3.8 45 Irritantes y
cocarcinggenos

1.1.2. ESTUDIOS MUTAGENICOS DEL CONDENSADO DE HUMO DE
CIGARRO .
Existen evidencias tanto epidemiologicas 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 cancer a través
de una exposicidn cronica (Hofimann y Harris, 1986).

El primer reporte de la mutagenicidad del condensade de humo de cigarro (CHC)
fue de Venema (1959), usando una emulsion acucsa del CHC sin los HAPs, ia cual
demostro ser inductora de aberraciones cromosémicas en raices de cebolla (Allium
cepa); se encontrd la presencia de cromosomas rezagados y fragmentos
acéntricos, entre otros. Posteriormente Leuchtenberger v Leuchtenberger (1970)
describieron que la exposicién de células de raton 3T3 a la fase gaseosa del CHC
incrementd el indice mitdtico y causd alteraciones al ADN. Asimismo, 1zard et al.




{(1970) reportaron que una fraccién de CHC rica en compuestos heterociclicos

nitrogenados, inhibid la mitosis en las células de ta raiz del ajo (Alfium sativum).

Kier ef al. (1974) fueron los primeros en demostrar en Salmonefla TA1538, la
capacidad del CHG para inducir mutaciones puntuales. Ellos detectaron. que el
CHC contenfan mutagenos de accién directa, es decir, compuestos que son
mutagénicos en la ausencia de S9, ademas de compuestos de accidén indirecta que
necesitan activacion metabdiica.

El primer reporte de ia mutagenicidad del CHC en un organismo eucarionte fue
realizado por Pescitelli (1979) en Drosophila melanogaster con la prueba de letales
recesivos ligados al sexo. A partir de enfonces, 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 ef af,
1991) y en linfocitos (Hsu ef al., 1991), ya que contienen agentes genotoxicos los
cuales causan dafio en el ADN, ocasionandc mutaciones (Balansky et al., 1987),
incremento en el intercambic de cromatidas hermanas (Benedict et al, 1884),
formacién de células binucleadas (Balansky y Blagoeva, 1989), desarregios
mitdticos y anormalidades cromosomicas (Sabharwal et al., 1985).

Se han estudiado también 10s efectos del CHC en humanos, dentro de los cuales
se encuentran los efectos morfologicos del esperma, los teratogénicos y los de
transformacién cetular.

a} Efectos en la morfologia del esperma: Wyrobek y Bruce en 1675 describieron
gue la morfologia anomal del esperma en ratones puede ser inducida por la
exposicidn a mutdgenos durante la espermatogénesis. Aunque el mecanismo
exacto de este efecto no es conocide. la morfologia anormal puede ser
transmitida por lo menos a dos generaciones (Hugenholtz y Bruce, 1976}, el



incremento en la frecuencia de esperma anormal se cree que es consecuencia

de mutaciones puntuales ¢ pequefias deleciones (Heddle y Bruce, 1977).

Existen varios estudios en los que se ha demostrado en humanos una relacién
dosis-respuesta entre la morfologia ancrmal 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 v no fumadores (Godfrey,
1981)

b) Efectos teratogénicos: Diferentes compuestos presentes en €l humo de
cigarro como el B(a)P, uretano, antrancenos, nitrosaminas e hidrazinas, han
mostrade ser carcindgenos transplacentales en animales de laboratorio
(Tomatis, 1979; Wynder y Hoffmann, 1979). En un estudio realizado en 1978, se
encontrd que una mujer que fumaba 20 o mas cigarros diarios tenia un riesgo
significative de presentar en el feto malformaciones en el sistema digestivo, en
las valvulas cardiacas, en ia piel, defectos en el tubo neural y anormalidades
cromosomicas (Kelsey ef al., 1978).

Ademas 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, reduccion de
la talia, peso y desarrollo normal del nifio, e incremento det riesgo de abortos
espontaneos (DeMarini, 1983)

¢} Transformaciones celulares: La capacidad del CHC para transformar células
in vitro fue estudiada por primera vez por Lasnitzki (1958) quien usé tejido
putmonar de feto probando 4 fracciones neutrales dei CHC, observando que
estas inducen hiperplasia y otros cambios citoldgicos 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



celulares, convirtiendo fibroblastos normales en células fusiformes que formaron

tumores después de ser inocutadas en cricetos jévenes.

También describieron que células L, tratadas con CHC causaron iumores
cuando se inyectaban en ratones C3H recién nacidos (Inui y Takayama, 1971a).
Entre algunas otras transformaciones celulares estan la alteracion en el indice
mitético, contenido de ADN y crecimiento anormmal {DeMarini, 1983). Obe y
Herha (1978) encontraron una alta frecuencia de aberraciones cromosdmicas en
linfocitos humanos de personas fumadoras, comparada con la de no fumadoras.
Entre las anormalidades se observaron ademas intercambio de cromaétidas

hermanas (ICH), cromosomas dicéntricos y en anillos.

1.2 EL 4-(METILNITROSAMINO)-1-(3-PIRIDIL)-1-BUTANONA Y LA
NITROSONORNICOTINA

1.2.1. ANTECEDENTES

Durante el procesamiento del tabaco hay tres tipos de N-nitrosaminas
carcindgenas que se forman, estas son las nitrosaminas volatiles (NAV),
nitrosaminas no volatiles (NANV) y las nitrosaminas especificas del tabaco no
volatiles (NAET) (Fig.1.3) (Brunnemann et al., 1986).

Las NAET se originan a partir de la nitrosacion de los alcaloides de la nicotina
durante la preparacién del tabaco generando los siguientes compuestos. [4-
(metilnitrosaming)-1-(3-piridil)-1-butanona) (NNK); [1-nitroso-2-(3-piridil)-pirrolidina]
o nitrosonornicotina (NNN) y [4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil-butanal] (NNAL) (Fig.
1.4). EI NNKy NNN han sido identificados en el humo de cigarro como dos de los
principales componentes, por sus altas concentraciones de 0.13a0.74y 0.22a 7.0
ppm respectivamente, ademas de que son las nitrosaminas que mas prevalecen



en el ambiente por lo que constituyen un alio riesgo para los humanos (Hoffmann
et al., 1979),

Existe evidencia de que la capacidad enzimatica de algunos organos para
transformar a las nitrosaminas en agentes alquilantes es un factor determinante en
la carcinogénesis y se ha demostrado que estas nitrosaminas especificas del
tabaco necesitan activacidn metabélica para poder expresar sus efectos
carcinogénicos (Zhu et al,, 1991, Foiles et al., 1982a).

1.2.2, ESTUDIOS MUTAGENICOS DEL NNK Y NNN

Estudios comparativos realizados en ratas enire esios dos compuestos han
mostrado que el NNK tiene una mayor actividad carcinogénica que la NNN. Dosis
de 135ppm de NNN y sdio 27.5 ppm del NNK, mostraron que ambos inducen
tumores en la cavidad oral y adenomas en el pulmén, sin embargo, el NNK
provoca mas tumores por animal que la NNN (Hecht ef al., 1978). En ratas de la
cepa F344, ig inyeccion subcuténea del NNK produjo tumores en la cavidad nasal,
el pulmon y el higado, mientrag que la NNN sblo en la cavidad nasal (Hecht ef af.,
1980).

El NNK causa tumores en el higado, mucosa nasal y pancreas teniendo una alta
especificidad por el pulmon (Hecht et al., 1980, 1984; Hoffmann ef af, 1881; Hecht
y Hoffmann, 1988; Riverson ef al., 1988), induciendo mutaciones, aberraciones
cromosémicas, micronucieos (Padma et al, 1988), ICH (Zimonjic et al., 1988),
aductos y sintesis desacopiada del ADN en varios sisiemas de prueba (Alaoui-
Jamali et al., 1988, 1989; Belinsky et al,, 1986, 1988; Hecht ef al., 1933; Rossignol
et af., 1989; Williams y Laspia, 1979)

Se han llevado al cabo numerosos estudios de estas nitrosaminas, entre los que se
tienen los epidemicidgicos (Haley et al., 1986) y farmacocinéticos (Hoffmann et af,
1981), entre otros.




1.2.3. METABOLISMO DEL NNK Y NNN

Estudios realizados en nariz, pulmén e higado fetal del criceto dorado, mostraron
gue el mecanismo por el cuai se activan los metabolitos del NNK y NNN puede ser
la a-hidroxilacién (Chen ef af, 1978; Hecht ef al., 1980, 1984; Hoffmann ef al,
1981). Al hidroxilar al NNK se producen hidroxinitrosaminas inestables (4) y (5)
(Fig. 1.4), las cuales se descomponen a su vez en diazohidréxidos electrofificos (8)
y {10). Estos diazohidroxidos producen finalmente un cetoacido (15). E! origen del
cetoacido (15) e hidroxiacido (18), es a través de la o-hidroxilacion del NNAL {2),
siendo los principales metabolitos del NNK detectade en orina de ratas F344
{Castonguay et al., 1983).

Los mecanismos que activan al NNN son muy similares a los del NNK (Fig. 1.4).
En este caso los rhetabolitos (15) v (16) también son indicadores de una a-
hidroxilacion. £! NNN puede transformarse en N dxido (3) a través de la N-
oxidacion piridina y la reduccién carbonil del NNK, sin embargo, tanto e N-éxido
como el NNAL, son menos tumorigénicos que el NNK en ratones A/J (Hecht ef al.,
1880).

Posteriormente, Peterson et al. {1981) comprobaron que esta misma via
metabdlica seguian estas nifrosaminas en los microsomas hepéatices y pulmonares
de ratones AN y que el principal evento que generaba a los metabolitos
carcinogénicos era ia o-hidroxilacion formando finalmente al 4-oxo-1-(3~piridil)-1-
butanona (OPB) y al 4-hidroxil-1-(3-piridif}-1-butanona (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, Nitrosodimetiiamina; NDEA, Nitrosodietilamina; NPYR, Nitrosopimrolidina ; NPIP,
Nitrosopiperidina, NMOR, Nitrosomorfolina, NDELA, Nitrosodietanolamina; NPRO,
Nitrosoprolina; NPIC, Acido Nitrosopipecolico; NPYRAC, A. Acéfico Nitrosopirrolidin;
NPIPAC, A. Acético Nitrosopiperidino; NMPA, A. Propiénico 3-(N-nitroso-N-metilamino);
NMBA, A. Butirico 4-(N-nitroso-N-metilamino); NNN, Nitrosonornicoting; NNK,  4-
{metilnitroaamino)-1-(3~piridil)-1-butanona; NNAL, 4 (metilnitrosamino)-1-(3-piridif}-butanal;
NAT, Nitrosoanatabina; NAB, Nitrosoanabasina.
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Fig. 1.4. Transformacion metabdlica del NNK y NNN

{Hoffmann et al., 1981)

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

Basandose en el uso de pruebas microbianas para la deteccidn de mutagenos, se
han identificado ademés de un gran nimero de mutdgenos y carcindgenos,
substancias que disminuyen o anulan los efectos genotdxicos de los mutagenos. A
estas molécutas se les conoce como antimutagenocs (Hayatsu et al., 1988).

1.3.1. ANTECEDENTES

La paiabra “antimutagénesis® fue utilizada por primera vez por Novick y Szilard en
1952 para describir una tasa de mutacién mas baja que la esponténea. Desde
entonces, Kada ef al. (1986) han hecho de la antimutagénesis una palabra que
describe, dos tipos de eventos; i} la inactivacion de mutadgenos o carcindgencs
antes de que éstos puedan liegar al ADN, vy ii) eventos en los cuales se restaura el
ADN después de gue han ocurrido las fesiones. Asi mismo, usaron el término de
“bioantimutagénesis” para definir la “inhibicion” de la tasa de mutacion espontanea
a la cual Novick y Szilard se refiferon, sugiriéndola para todos los tipos de
reacciones que actuaban a nivel del ADN incluyendo la inhibicién de los procesos

de reparacion mutagénica.

Se han evaluado aproximadamente 500 compuestos para determinar si tienen
propiedades como agentes quimicpreventivos (Boone ef al., 1990) y se ha probado
que algunos de éstos, pertenecientes a por [0 menos 25 clases quimicas han
mostrado algdn efecto protector (Wattenberg, 1891).

Estos antimutagenos presentan una gran variedad de origenes, mecanismos y
niveles de accion tanto extracelular como intracelular a través de diferentes rutas
de inhibicién interviniendo en los maltiples procesos dentra de la mutagénesis,
principaimente durante la prevencion primaria del dafio causado por algun
mutdgeno por lo que su capacidad protectora es muy amplia. Asimismo act(a
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como una defensa importante en contra del dafio a diversas macromoléculas
celuiares {De Flora y Ramel, 1988; Hayatsu ef al., 1988).

En afios recientes, se ha estudiado una gran variedad de antimutagenos, con el fin
de esclarecer sus mecanismos de accion y la forma en que pueden utilizarse para
la prevencion de enfermedades de origen genético (Abraham et al., 1994).

En ia mayoria de los sistemas experimentales, la proteccion ha sido llevada al
cabo por la administracidn del agente quimiopreventivo previa yfo
concurrentemente a la exposicion al mutageno. Dada esta relacion temporal entre
la administracion del antimutageno y mutageno, parece probable que estos
agentes actien principalmente afectando el metabolismo y la disposicion de
mutagenos, por lo tanto, alterando eventos criticos en la iniciacion de la
mutagénesis.

Entre los antimutagenos probados estan las porfirinas, presentes en animales y
plantas en forma de bilirrubina, hemoglobina, biliverdina; clorofila y feofitina. Los
acidos grasos, las vitaminas (B-carotenos, o-tocoferoles, a. ascorbico), los
polifenoles (taninos y flavoneides), que han llamado la atencion al mostrar frente a
distintos mutagenos, sus propiedades antimutagénicas disminuyendo o anulando el
dafio causado al ADN (Ong ef af., 1989),

Entre los antimutagenos mas estudiados se encuentran el Acido ascorbico
(vitamina C), el acido retindico (vitamina A) (Hayatsu ef af,, 1988) y la clorofilina
(Katoh ef al., 1983). La Tabla 1.2 muestra diferentes mecanismos de inhibicién de
mutagénesis y carcinogénesis de algunos de estos compuestos.
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TABLA 1.2 Mecanismos de inhibicidn de ia mutagénesis y carcinogénesis
{De Flora y Ramel, 1988)

CLASIFICACION INHIBIDORES

]

1. Inhibidores de la mutagénesis que acttian extraceluiarmente

1.1. Inhibiendo la ingestidn de mutagenos o sus precursores.
1.1.1.Enelorganismo.............cooiveiiiiiiee e A través de lavados

1.2. Inhibiendo la formacién de mutégenos endégenos

1.3.Desactivando mutagenos

2. Inhibidores de la mutagénesis que acttan intracelufarmente

2.1. Modulando el metabolismo

2.1.3. Durante los mecanismos de desintoxicacion .... Fenoles y tioles

2.2. Blequeando moléculas reactivas
2.2.1. En reacciones electrofilicas

2.2.1.1, Por reacciones quimicas .................... Sulfuros
2.2.1.2.Por reacciones enzimaticas ................. Tioles
2.2.2. Capturando oXigeno ............ccoevvieeniinin e Antioxidantes
2.2.3. Protegiendo sitios nucleofilicos del ADN ......... Retincles

2.3. Modulando la duplicacién y reparacién del ADN
2.3.1. Incrementando fa fidelidad de la duplicacion del
ADN i e Arsenito de sodio

11.2Enlacélula.......cooeevvieeccie e ceccee e o Acidos grasos, a.aromaticas

1.2.1. En ias reacciones de nitrosacion ................... Acido ascorbico, tocoferoles
1.2.2. Enlafloraintestinal .....cococoeeereiee e, Fermentados

1.3.1. Por reacciones fisicas corporales................... Manteniendo el pH fisioldgico
en los fluidos cofporales

1.3.2. Por reacciones quimicas ........cccoeeiiiinn e Tioles y antioxidantes

1.3.3. Por reacciones enzimaticas .......................... Homogeneizados de vegetales

con actividad de peroxidasas.

2.1.1. Durante ladivision celular ...............ccc.ocooc 0. Acido retindico
2.1.2. Burante la activacion de promutagenos .......... Moduladores de las reacciones
de Ja fase |

ADN s Cinamaldehidos y tioles
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Tabla 3.1 Continuacion

3. Inhibidores que actGan en procesos iniciales (células neoplésicas)

3.1. Nodulando la formacién de tumores

3.2

3.1.1. Inhibiendo efectos genotdxicos......................
3.1.2. Capturando radicales fibres ..........cccovveneeen..
3.1.3. Inhibiendo la proliferacion celular ...................
3.1.4. Induciendo la profiferacién celular ................
3.1.5. Modulando las sefiales de traduccion .............

Modulando ia progresidn de tumores

3.2.1. Inhibiendo efectos genotdxicos ...................

3.2.2. Actuando en hormonas o factores de

(ol =T or (11112 4 (o S

3.2.3. Actuando en el sistema inmune..__....._............

3.2.4. Agentes antineoplasicos fisicos, quimicos o
biologicos ..........

Incisos 1y 2

Antioxidantes

Retincles, glucocorticoides
Calcio, vitamina D
inhibidores de la cinasa C

Incisos ty 2

Tratamientos hormonales,
proteasas inhibidoras
inmunorreguladores,
anticuerpes monoclonales

e aarerieaesaeeneneena ... Radiacion
3.2.5.Modulando la senal de traducciéon ...................

Inhibidores de la cinasa C.

1.4 ACIDO ASCORBICO

1.4.1. GENERALIDADES
El Acido ascorbico (AA) ¢ vitamina C, como también se le conoce, es una o-

cetolactona cuya formula empirica es CgHsOs (Fig. 1.5). Es una substancia soluble

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

vitamina C se oxidan rapidamente al contacto con el aire, mostrando asi su

naturaleza antioxidante.
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OH OH

Fig. 1.5 Estructura molecular detl acido ascorbico
{(Shamberger, 1984)

El AA estd distribuido parcialmente en todos los tejidos del cuerpo. Sus
concentraciones mas altas se encuentran en el tejido glandular y las més bajas en
musculo y grasa. Tiene un papel activo en el metabolismo de tejidos v esta
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 demostré que el jugo de frutas citricas
curaba el escorbuto. El agente activo que proporcionaba esta cura fue la forma
endlica del 3-ceto-L-guiofuranclaciona al que se le denomind acido ascoérbico o
vilamina C que posteriormente fue aislado en 1928 por Alpert Szebnt-Gyorgy
{Shamberger, 1984).

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

tumores causados por algunas nitrosaminas en animales debido a que €l ascorbato
inhibia la formacion de compuestos N-nitroses (NOC).
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Actualmente existen distintos estudios epidemiologicos que han demostrado que el
AA presenta propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas indicando una
correlacion negativa entre el consumo de la vitamina C y el riesgo a presentar
cancer (Chen ef al., 1988; Bartsch ef al, 1988), 1.0 g de AA mas en la dieta,
diminuye la presencia de alteraciones celulares en trabajadores ocupacionaimente
expuestos a los HAPs y al benzeno (Sram ef af, 1983); También inhiben la
formacion endogena de nitrosoprolina (NPRO) en los fumadores {Nair et a/., 19886)

1.4.3. TOXICIDAD

Aunque se han demostrado los efectos preventivos y protectores del AA, se ha
encontrado también que su administracion a altas concentraciones provoeca
genotoxicidad en algunos sistemas bioldgicos.

a) Efecto en acidos nucléicos: Omura ef al. (1978a) compararon el efecto del AA
y dos tipos de reductones, el amino vy #i 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 concentracion de 2.5 y
5 mM (Omura et al, 1978b). Estos resultados concuerdan con los reportados
por Ames ef al. {1973) quienes observaron que el AA resultdé ser debiimentie
postitivo en esta misma cepa.

c) 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 et al.,, 1980). Estas dosis fueron téxicas también y se demostré en ese
mismo experimento que cuando se afadio 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



radicales peroxidos (Stich et af., 1979). También se ha observado que el AA
produjo ICH en células CHO a las dosis de 10710 M (Macrae y Stich, 1979)

Por ofro lado, aunque en muchos estudios in vivo el AA inhibe la formacidn
intragéstrica de los NOC, también se ha visto que incrementa ia produccion
enddégena de NPRQ en Ia cavidad oral de fumadores (Nair ef af,, 1986). A un pH
de 1 a 2 el AA ha mostrado acelerar la nitrosacion de aminas basicas débiles como
la N-metilanilina y difenilamina, a través de la produccidon de acido oxthiponitro, un
poderoso agente nitrosante (Chang ef al., 1979).

1.4.4. EFECTOS ANTIMUTAGENICOS
Las propiedades anticarcinogénicas y antimutagénicas del AA han sido
demostradas en diferentes organismos.

a) En bacterias: Se ha evidenhciado que el AA previene la mutagenicidad del
cromo hexavalente en cepas de Salmonella typhimurium (Shamberger, 1984),
asi como del N-nitredimetitamina, N-nitrodietitamina, N-nitromorfolina y sus
analogos N-nitrosos, N-nitrosodimetilamina y  N-nitrosomorfolina. Ademas,
disminuye alrededor del 80 al 90% ia frecuencia de mutaciones producidas por
el fenacetin y el acetaminofen en cepas TA100 y TA98 (Khudoley et af., 1981).
Se ha encontrade ademas un efecto radioprotector del AA a concentraciones de
0.5 M {Shamberger, 1984).

b} En Drosophila: Olvera et af, (1995) con la prueba SMART determinaron que el
AA a las dosis de 25 50 y 100mM reduce significativamente el efecto
mutagénico ¥ carcinogénico del tridxido de crome VI (CrQOs) v de los rayas v (20
Gy) cuando o aplican en un pretratamiento de 24 h a larvas de estos
organismos.
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¢) En mamiferos: Se ha detectado que la vitamina C puede inhibir en un 70% la
carcinogénesis del B(a)P en células de ratas {Kallistratos ,y Fasske, 1980). Sus
propiedades protectoras se han observado en contra de Ja mutagenicidad del etil
metano sulfonato (EMS) en células V79 (Kuroda, 1986, 1987, 1990a; Kojima ef
al., 1992); en contra del dafio causado por el sistema xantina-xantina oxidasa
(X/X0), el cual produce radicaies superoxidos Oz

También s& han notado efectos anticarcinagénicos por la inhibicion de la mitosis de
celulas negplasicas.

1.4.5. MECANISMOS DE ACCION ANTIMUTAGENICA
Se han propuesto algunos mecanismos por los cuales el AA puéde inhibir los
efectos mutagénicos y carcinogénicos de ciertas substancias, entre estos se

encuentran;

a) Inhibicién de fa formacién de compuestos nitrosos: Los nifratos presentes
en la dieta son convertidos por bacterias que se localizan en el estomago en
nitritos que pueden reaccionar con aminas para formar a las nitrosaminas. El AA
reacciona con el nitrito a un pH 4cido v lo convierte en dxido nitroso blogueando
la formacién de compuestos N-nitrosos tanto in vitro coma in vivo. Experimentos
realizados in vivo en roedores y humanos usando la prueba para deferminar
NPRO en la excrecidn urinaria han confirmado las suposiciones de numerosos
estudios in vifro en donde se ha demostrado que el ascorbato claramente inhibe
la formacion enddgena de compuestos N-nitroso (Bartsch et al,, 1988).

b) Inactivacién de molécuias: Se ha demostrado en bacterias que el AA inhibe la
actividad recombinogénica de ciertos mutdgencs quimicos como el Dexon,
captan, mitomicina C y 4-oxidonitroguinolina (Kuroda, 1987). También se ha
observado que disminuye la mutagenicidad y clastogenicidad del N-metil-N'-
nitra-N-nitrasoguanidina y de algunos otros compuestos N-nitrosocs despues de
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su formacién, Este efecto ha sido atribuido a la produccidén de perbxido de
hidrégeno, conduciendo a la transformacion subsecuente de los mutadgenos por
radicales libres (Norkus y Kuenzig, 1885).

¢) Captura de radicales libres: Se ha considerado a ia vitamina C como una
molécula protectora de biopolimeros celulares, incluyendo al material genético v
podria por lo tanto, proteger a las células durante ias etapas de iniciacion y
promocidn de la carcinogénesis. Este mecanisme ha explicado el efecto
radioprotector en contra de {os rayos vy en semillas de Hordeunm vulgare
{Shamberger, 1984).

d) Agente antioxidante: El AA actia como un poderoso antioxidante biolégico
soluble en agua el cual es capaz de atrapar Oz y OH {Qdin, 1997). Frei et al.
(1988) demostraron que el AA es el antioxidante mas importante entre
numerosos compuestos naturales bien conocidos. En general se espera gue {os
agentes antioxidantes inhiban la mutagenicidad y carcinogenicidad a varios
niveles, desde la captura de radicales libres que estan involucrados en el inicio
de estos procesos, por elemplo, en la desaminacidn oxidante de las bases del
ADN o por reacciones con la ADN-polimerasa hasta la inhibicidn del
metabolismo de tos mutagenos (De Flora y Ramel, 1988).

Algunos autores mencionan que existen otros mecanismos por los cuales el AA
gjerce su efecto protector, uno de ellos es mediado indirectamente a través de la
habilidad que tiene la molécula del ascorbato para generar ofros agentes
reductores importantes tafes como los tocoferoles lipofilicos (Niki, 1987). Ei otro es
a fravés de la interaccion entre agentes alquilantes electrofilicos y el AA,
especiaimente con el anidn ascorbil AH, actuando de la misma manera con

mutagenos tanto de accidn indirecta como directa (Cdin, 1997).
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1.5. CLOROFILINA

1.5.1. GENERALIDADES

La clorofiina (CL) es una sal de sodio y cobre derivada de 1a clorofila, pertenece al
grupo de compuestos denominado porfirinas que contienen un ion metal quelado
en el centro de la molécula {Fig. 1.6).

COOH

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

1.5.2. ANTECEDENTES
A principios de los afios 40's, varios investigadores observaron la capacidad de la
clorofila como agente terapéutico en la restauracion de lesiones ulcerosas,
ayudando a la formacion de tejido epitelial y a su posterior cicatrizacion (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 ef crecimiento celular. Los resultados mostraron
que ia adicidn de clorofilina (0.05 a 0.5%) al medio de cultivo celular, provocs una
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respuesta rapida en el crecimiento, eliminado el pericdo de latencia, manteniendo
esta capacidad de estimuto al continuar afiadiéndola.

Posteriormente Lai ef al (1978) demostraron que un extracto acuoso de las hojas
del tallo de trigo inhibid la actividad metabdlica de algunos carcindgenos,
Subsecuentemente algunos estudios sugirieron que ia clorofila es uno de los
principales componentes en este tipo de plantas.

1.5.3. TOXICIDAD

Desde principios de los afios 50's se han realizado estudios en diferentes
sistemas, para deferminar la toxicidad de la clorofilina no encontrando ningtn
efecto adverso

Se han obtenido evidencias de que fa CL no inhibe el crecimiento celular de S.
typhimurium en diversos medios de cultivo {Lai, 1979; Kimm et af, 1982; Ong ef
al., 1986, 1989), ni de células Balb/3T3 cultivadas in vitro. Tampoco disminuye la
viabilidad de S. cerevisiae (Bronzetti ef al, 1990). No induce citotoxicidad en
celulas V79 (Katoh et al, 1983), tampoco disminuye la viabilidad en Drosophila
(Negishi ef al., 1989); es inocua en células del epitelio coldnico de ratas (Robins vy
Nelscn, 1989), y en cultivos de S. typhimurium (Warner ef al,, 1991) ni en células
hepaticas de trucha arco iris (Dashwood ef al., 1991).

1.5.4, EFECTOS ANTIMUTAGENICOS
Este compuesto ha mostrado reducir o eliminar la mutagenicidad in vitro de
diferentes mutdgenos y mezcias complejas, incluyendo al B(a)P (Katoh et af,
1983), 2-amincantraceno, aflatoxina B1 (AFB1) (Arimoto et al., 1880a,b), productos
de la pirdlisis de aminoacidos (Munzner, 1981), condensado de humo de cigarro
(Terwel y van der Hoeven, 1985), particulas de emision de diesel y aeroparticulas
(Elias et al., 1990), el pimiento negro y el vino tinto (Warner et &, 1991), asi como
rayos y (Zimmering et al., 1990; Olvera ef al., 1993).

23



ta clorofilina ha mostrado una mayor eficiencia como agente antioxidante que el
retinol, B-caroteno, acido ascorbico y a-tocoferol {(Ong ef al., 1989). La capacidad
antimutagénica de Ia clorofilina in vitro ha sido comprobada en varios sistemas in
vivo, incluyendo la reduccidn de eniaces covalentes del 2-aming-3-metilimidazol-
4,5-quinolina en el ADN en higado de ratén (Dashwood, 1992), la inhibicion del
efecto clastogénico del cesio vy del metil mercurio en ratones (Ghosh et al.,
1991a,b) y la disminucién de enlaces de la AFB1 en el higado de trucha
(Dashwood et al., 1991).

1.5.5. MECANISMOS DE ACCION ANTIMUTAGENICA

Se ha demostrado que la clorofilina es un compuesto antioxidante, pero se
desconoce el mecanismo exacto por el cual inhibe la mutagenicidad de un
compuesic. Se han propuesto varios mecanismos gue explican e efecto
antimutagénico de la clorofitina, entre los que se encuentran la captura de radicales
libres, Ia formacién de complejos y el efecto sobre 1a actividad enzimatica. (Shankel
ef af., 1993).

a) Captura de radicales libres. En experimentos realizados por Hadnagy y
Seemayer (1988) se observé la reduccién de ICH en fagocitos
polimorfonucleares causada por la clorofilina a fravés de la inactivacion de
radicales oxigeno como el Oy, H;Oz y OH' involucrados en la formacion de iCH y
rupturas en las cadenas de ADN. Este mismo mecanismo ha sido apoyado por
otros autores como Bronzetti ef al. (1990) y Morales-Ramirez y Garcia-
Rodriguez (1994).

b) Formacion de complejos. La clorofilina forma complejos moleculares cara a
cara con compuestos planares actuando como capturadora de moléculas.
Dashwood y Guo (1923) probaron la antimuiagénesis de la clorofilina hacia
diferentes aminas aromaticas heterociclicas en S. typhimurium, demostrando
que su efectividad depende de la dosis administrada.
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Dashwood et al. (1991) utilizaron la union de la AFB1 con el ADN hepatico en
trucha arco ifis in vivo, y observaron que este enlace disminuyd en ia dieta.
Estos resuitados apoyaron la idea de que Ia clorofiling interactud directamente
con el mutdgeno reduciendo su distribucién al drgano blanco. Posteriormente
observaron que la co-incubacion in vifro de clorofiina con el 2-amino-3-metil
imidazol [4,5-f]-quinolina (1Q) aten(a significativamente fa unién del mutageno al
ADN. Con la adicidn de clororfilina al medio, la absorbancia de! 1Q decae en el
pico de 264 nm de manera dependiente de la dosis, lo cual dio evidencia de ia
formacion de un complejo estable no covalente entre la clorofilina v et 1Q
{Daswood, 1892; Dashwood y Guo, 1992).

En estudios in vifro usando 8. fyphimurnium, ta clorofilina tuvo poco o ningun
efecto en contra de carcindgenos de molécula no planar como ios agenies
alquilantes monofuncionales como la metil nitrosourea (MNU) o el EMS (Romert
et al, 1992).

Los trabajos de Anmoto ef al. (1980a,by), Arimoto y Hayatsu (1989) y Negishi et
al. (1989), también muestran que ia clorofilina y ciertas porfirinas inactivan a los
mutagenos por la formacion de complejos, pere todavia no se conace bien este
mecanismo, por lo que &s importante realizar investigaciones con olros tipos de
mutagenos como los agentes alquilantes y las nitrosaminas.

¢} inhibicion enzimatica. Utilizando la prueba de Ames complementada con
activacion metabolica mediante la adicion del complejo S9, Kimm ef al. {1982) y
Terwel y van der Hoeven (1985) sugirieron que la clorofilina actta inhibiendo
enzimas del citocromo P450, va que tuvo un mayor efecto contra mutégenos
indirectos que con los de accidn directa. Este mecanismo ya se habia propuesto
anteriormente para compuestos con estructura quimica semejante, como la
porfirina, la hemina y sus metabolitos Ia biliverdina y la bilirrubina (Arimoto et al.,
1980a,b).
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Dashwood {1992 observd que ia tasa del melabolismo del IQ se redujo
notablemente en presencia de clorofitina. Esta interferencia en el metabolismo
puede deberse a la inhibicién de enzimas de activacién.

Romert ef al. (1992) encontraron que ia clorofifing a bajas concentraciones,
incrementd la muiagenicidad de diferentes nitrosaminas y a concentraciones
altas disminuyo el nimero de mutaciones provocadas por la MNU y EMS en S.
typhimurium. Estos aufores sugitieron que este efecto debid ser causado por la
interferencia de la clorofilina con la actividad de estos compuestos catalizada por
el citocromo P450. Dashweod y Guo (1992, 1993) encontraron una inhibicién
similar del metabolismo del IQ in vitro que ocurria por la interaccién directa entre
fa clorofifina y el 1Q, sugifiendo que se une al citocrome microsdémico de higado
de rata,

En ofros trabajos reafizados in vivo se ha reportads que la clorofilina afecta
diferentes enzimas intra y exiracelulares {Sato ef al,, 1984). Se ha demostrado
también que disminuye e inhibe la aclividad de las enzimas hepaticas
microsdmicas que forman parte del sistema del mefabolismo de drogas o
genotoxinas. Entre estas enzimas se encuentran la aminopirina N-demetilasa,
anilina-hidrogenasa y NADPH-citocromo c-reductasa (imai ef af,, 1986).

Asimismo, Kimm et af. (1982) y Terwel y van der Hoeven {1985) mencionan que
ofro de los posibles mecanismos de accién sea z través de la inactivacidon de

mutagenos.

De acuerdo a lo anterior se puede decir que los mecanismos de accion
antimutagénicos dé la clorofilina son complejos vy actGan de diferentes maneras
dependiendo del compuesto mutagénico del que se {rate, del bicensayo y
finalmente, de la concentracion empleada.
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1.6. ACIDO RETINOICO

1.6.1. GENERALIDADES
ia vitamina A {retinol) y sus derivados (retinoides) son compuestos solubles en
grasa y son esenciales en el crecimiente, mantenimiento de la funcidn visual, en la

reproduccion v la diferenciacion del tejido epitelial {Fig. 1.7).

La vitamina A (R=CH;OH) cuenta con distintos metabolitos como el retfinal
{(R=CHO), =acido retindico (R=COOH} y sus ¢ésteres, acetato de retinol
{R=CH,OCOCH,), palmitato de retinol (R=CHOCOC,5Hz1) vy su provitamina A B-
caroteno. Por su parte, los retinoides son compuestos sintéticos que han sido

desarrollados para aplicacicnes farmacéuticas.

cH, CH, s CH,
X A N
CH,

Fig. 1.7. Estructura guimica del acido retindico
{Love y Gudas, 1994)

Una enzima intestinal es la responsable de convertir al B-caroteno a retinal (De
Luca, 1993). El retinol estad esterificado vy se encuentra en el higado como
retinilpalmitato. Una enzima esterasa convierte al retinilpalmitato a retinol, el cual
origina un complejo con las proteinas de unidn al retino! {(PUR) y es secretado a la
sangre. La formacion del acido retindico {AR) toma lugar en el tejido (Goodman,
1984)
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{a funcidn de los retinoles esta estrechamente regulada por la disponibilidad de
varias proteinas especificas de union a varios refinoides (Blomhoff ef al., 1990).
Bajo condiciones normales, los retinoides se unen a estas proteinas especificas,
algunas de las cuales tienen una funcién de transporte (p.e. PUR); otras pueden
reguiar la concentracion de retinoides libres, por ejemplo, las proteinas de unién al
AR (PUAR) y otras mas pueden funcionar como activadores transcripcionaies (p.e.
los receptores nucleares del AR (RARa, B y v} (De Luca, 1993)

1.6.2. ANTECEDENTES

Los retinoles estédn involucrados en muchas funciones fisiologicas de los
organismos vivos. Una de las mas importantes es en el procesamiento fotoquimico
durante la percepcidn de la luz, ademas de participar en el control de ia
proliferacién y diferenciacion celular de tejidos epiteliales {Hicks, 1983). Desde que
se descubrié que el cancer es una enfermedad que involucra el desarrollo anormal
del crecimiento y diferenciacion celular, el AR fue uno de los primeros compuestos
gue se estudiaron con respecio al blogueo del proceso carcinoganico.

Es considerado como un agente protector epitelial y puede prevenir la aparicidn de
tumores que causan cancer en diferentes partes del organismo (Moon ef al. 1983),
ya que inhibe &l crecimiento de células tumorales {Ehas y Wiliams, 1881).

L.a induccidn de la diferenciacion celular por el AR involucra la habilidad de esta
molécula para alferar la expresion de una amplia variedad de genes. Por gjemplo,
el AR afecta los niveles de hormonas peptidicas, factores de crecimienic y sus
receptores, alguncs tipos de enzimas, factores de transcripcidon y proteinas
estructurales, los cuales, drdsticamente alteran el estado de diferenciacion de una
estirpe celuiar en particular (Gudas ef al,, 1994).

Existen proteinas de unién especificas 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, sugirtendo que de esta manera controla la difsrenciacion celular. Ademas
el AR tiene una amplia variedad de efeclos en la membrana celular, como la
sintesis de glicoproteinas, cambios en los receptores de las membranas los cuales
influyen en la interaccion célula-célula, adhesion celular y permeabilidad de la
membrana (Love y Gudas, 1994).

La vitamina A y sus derivados han sido reportados como protectores contra
turmnores inducidos en animales de laboratorio, disminuyendo el riesgo de aparicién
en distintos drganos como en la piel (Bollag, 1974), higado (Spom, 1977) y mucosa
oral {(Shklar, 1982), entre otros.

Las propiedades biologicas de este compuesto parecen interferir no sélo con ia
promocion v el avance de un procesc carcinogenico, sino que quizd también
moduta los procesos de mutagénesis y carcinogénesis, inhihiendo ciertas formas
de oxidasas de funcién mixta involucradas en el metabolismo de xenobidticos (Qin
y Huang, 1985), o inhibiendo carcinégenos ligados al ADN (Weish et al. 1986).

1.6.3. TOXICIDAD

En un estudio realizado en células epiteliales pulmonares M3E3/C3 del cricete
dorado, se demostrd que el retinol indujo un incremento significativo de la
frecuencia de ICH {Mcohr y Emura, 1691). Este mismo efecto fue observado en
cultivo de fibroblastos humanos (Tetzner ef al., 1980).

Varios investigadores han descrito ademas, un efecto de sinergismo entre el retinol
y cotros compuestos. Por gjemplo, en combinacidn con el meifalan y la cafeina,
aumenta la frecuencia de ICH en cultivo de linfocitos humanos (Dozi-Vassiliades ef
al., 1985);, en presencia del compilejo 39 potencia la mutagenicidad del 2-
aminofluorenc y del 2-acetilaminofluorenc en la prueba de Ames (Balbinder et &,
1983) y en combinacion con los HAPs, acelera la formacién de ICHs en células
V79 (Qin et al., 1985).
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Algunos de estos autgres establecen que la genotoxicidad de los retinoles fue
mediada por el complejo S9 (Baldinder et al., 1983; Qin ef al., 1885; Mohr y Emura,
1991) y otros méas aseguran que es dependiente de la concentracion de proteinas
en el sistema de prueba (Tetzner ef af., 1980). Al parecer, es posible que el retinol
por si solo sufra una oxidacion no especifica (propia de su estructura de dobles
ligaduras) vy los productos de este proceso, tales coma los epdxidos y peroxides,
entre otros, sean los responsables de los efectos genoidxicos observados.

1.6.4. ESTUDIOS ANTIMUTAGENICOS

Las propiedades anticarcinogénicas de ios retinoles se han evidenciado en la piel,
el tractc respiratorio, pecho, vejiga y tracto gastrointestinal de animales
experimertates (Moon e itr, 1984).

Los efectos de los retinoles en tumores inducidos experimentalmente en el tracto
respiratorio son inconsistentes. En algunos casos los retinoles redujeron la
presencia de tumoeres, mientras que en otros no se observd ningun efecto, sino al
contrario aumentd el dafio (Smith et af., 1975; Stinson ef al., 1981, Beems, 1984).
Existen varios estudios epidemioidgicos que reportan una asociacion inversa entre
fa ingestion de! AR y el riesgo de cancer en pulmdn, vejiga v tracto gastrointestinal
{Peto et al,, 1981; Ziegler, 1989)

Se ha demostrado que la vitamina A reduce las frecuencias de micronucleos
inducitdos en la mucosa bucal de sujetos masticadores de tabaco (Rosin, 1990).
También inhibe eficientemente el ICH y aberraciones cromosémicas en células V79
inducidas por la AFB1 y la ciclofosfamida (CFM), pero no fue efectivo en contra dei
benzoantranceno {BA), B(a)P, dimetil benzoantranceno (DMBA) y metilcolantreno
{MCA); tampoco con los mutdgenos directos, EMS y el metil nitre-nitroguanidina
(MNNG) (Qin et al., 1985),
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En suma, existen varios estudios que determinan por un lado, la capacidad
antimutagénica del AR y por otro, el efecio sinérgicc que presenia con ctros
compuestos. Marnett (1987} sugiere que la diferencia entre ésfas respuestas quiza
se deba en parte, a que el AR es capaz de capturar especies de oxigeno reactivas;
sin embargo, baio ciertas condiciones, los retinoides pueden elevar la formacién de
radicales libres como ¢l peroxil y ef alkoxil.

Bertram ef al. (1987) y Morse y Stoner (1993) han concluido que de todos los
agentes potenciales quimiopreventivos, la vitamina A y sus andlogos parecen ser
los mas prometedores.

1.6.5. MECANISMOS DE ACCION ANTIMUTAGENICA

Es dificil deferminar si existen mecanismos de accién antimutagénica mediante ef
cual el AR actie solo o si su efecto se debe a la relacion con otros compuestos.
Sin embargo, se han propuesto varios mecanismos, entre 10S que se encuentran,
la inhibicidn enzimatica, la captura de radicales libres vy 1a actividad antioxidante,
entre otros.

a) Inhibicién enzimética. Qin ef al (1985) demostraron la inhibicion del dafio
producido por la AFB1 vy la CFM a través del AR, sugiriendo que el probable
mecanismo de accion s a traves de la inhibicion enzimética del citocromo P-450.
Elios se basan en el hecho de que los dos principales componentes del citocromo
P-450 son el PB-P-450 (que es inducido por ef fenobarbital) y el MCA-P-448 (que
es inducido por el metilcolantreno) y que ta AFB1 y la CFM son procarcindgencs
activados por las isoenzimas del PB-P-450. Por su parte, los mutagenos B(a)P,
BA, y DMBA, los cuales no fueron inhibidos por el AR, son HAPs activados

I

principalmente por el MCA-P-448,

b) Captura de radicales oxigeno. Weitberg y Corvese (1997), demostraron el
rompimiento de la doble hebra del ADN provocade por los radicaies oxigenos
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generados por las NAETs en bélulas de pulmdn de feto humano, este efecto fue
disminuido por el AR, sugiriendo que este compuesto mediaba la cantidad de
radicales libres que causaban dafio, ademas, asta disminucidon se hizo mas
evidente conforme se aumenta fa dosis del AR.

c) Agente antioxidante. El AR actlia como agente antioxidante inhibiendo la
farmacién de aductos del ADN provocado por la AFB1 (Yu, ef al, 1994). Al parecer
la capacidad que tiene el AR para actuar como antioxidante, es debida a su
cadena poliena que sofoca l0s estados excitados de las moléculas, especialmentfa
del oxigeno 'O, sin embargo se requieren mas investigaciones para podeir
determinar este efecto (Peto ef al.,, 1981).

Aungue varios autores mencionan que de los antimutagenos naturales que se han
estudiado a la fecha, el AR es uno de los mas efectivos, se necesitan realizar mas

investigaciones para poder determinar con claridad sus efectos protectores.

1.7. ESTUDIOS ANTIMUTAGENICOS FRENTE AL CHC, NNK Y
NNN :

Existen algunos estudios en los que se han evaluado compuestos antimutagénicos
en contra del dafio producide por el CHC y algunos de sus componentes.

Terwel y van der Hoeven (1985) probaron al acido ascorbico, fi-caroteno, cido
clorogéncio, acido elagico, butil hidroxianisol (BHA), clorofila a, clorofila b,
clorofilina, riboflavina y tocoferol frente al CHC v el B(a)P en S. fyphimurium mas
complejo S9. La clorofilina, el acido elagico y la riboflavina mostraron una
considerable actividad antimutageénica hacia ef CHC y B{a]P. De igual manera lo
reportaron Ong ef al. (1986 y 1989) y Nagabhushan y Bhide (1988). Por su parte

el acido ascorbico, BHA, et B-caroteno, el acido 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 analogos,
disminuyen en un 50% la incidencia de tumores provocados por el NNK en ratas
F344. Al parecer esta reduccion se debe a la estructura similar que tienen el NNK y
estos isocianatos {(Chung et af., 1892).

Por ofra parte, también el té verde y dos de sus principales componentes, el gatato
de (-}-epigalocatequina (EGCG) vy la cafeina mostraron ser efectivos en contra de
fa fumorcgénesis de pulmén provocada por e NNK. Segin los aufores, la
inhibicion de estos compuestos se debe, al menos en parie, a ias propiedades
antioxidantes de los mismos (Xu ef al, 1992).

Espinosa-Aguirre ef al. {1993) demostraron la hahilidad que tiene el ciclohexanol
de inhibir la mutagenicidad del NNK y de la N-nitrosodietilamina (NDEA) en
Salmonella typhimurium TA100, encontrando una respuesta de disminucion
dependiente de la dosis en el nimero de revertantes inducidos por dosis,
sugiriendo que el posible mecanismo antimutagénico del ciclohexanol es interferir
con el metabolismo del NNK y NDEA tal como lo hacen algunos alcoholes como el
etanol en contra de fa mutagenicidad de ia nitrosodimetilamina (NDMA). Esta
suposicion estd basada en el hecho de que el ciclchexanol sdlo disminuye la
mutagenicidad de estas nitrosaminas de accion indirecta, pero no de compuestos
de accidn directa como el metil metano sulfonato {(MMS) y el EMS.

Por otro lado, Romert ef al. (1994) reahzaron un estudio en el que probaron la
capacidad antimutagénica de dos compuestos del selenio, e selenito de sodio vy
ebseleno; log flavonoides y polifenoles, acido eldgico, catequina, acido cloragénico,
escopoletina y el rutin trinidratado; algunos derivados de porfirinas como la hemina
bovina, biliverdina dihidroclorada, clorofilina y extractos de plantas con un alto
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contenido de clorofiina. Probaron también tres terpencides, el B-caroteno, el
retinol, y una mezcia de dos epimeros (4R) y (48) del (15,2E,6R,7E, 11E}-cembra-
2,7, 11-trieng-4,6-dioles (CBD} y finalmente al ciclohexanol y ubiquinona en el
ensayo de Ames en Safmonelfz con la adicion de S9 en las cepas TAS8 v TA100,

ademas complementaron la informacion utilizando células de mamiferos V79.

Estos autores encontraron que los compuestos del selenio, los terpenoides, el
ciclohexand! ¥ la coenzima Q10, no mosiraron claros efectos antimutagénicos. Por
otro lado, los flavonoides y polifencles {excepto el rutin trihidratado) manifestaron
una clara actividad antimutagénica. La hemina bovina, clorofilina, los extractos de
plantas, asi como la escopoletina fueron los compuestos que inhibieron en un
100% los efectos mutagénicos det CHC en las dos cepas de Salmonella, siendo la
escopoletina la que presentd resuitados reproducibles en células V79.

1.8 SISTEMAS DE PRUEBA

Para realizar los estudios anteriores s& cuenta con modelos animales ¢ vegetales
que implican el uso de un organismo que exhiba una respuesta genotdxica similar
a la de humanos bajo condiciones de exposicion comparables (Clements ef al.
19903,

Los mamiferos han sido uno de los grupos méas empleados para este tipo de
pruebas, posteriormente perdieron popularidad con e! descubrimiento del complejo
59 microsomico, el empleo de cultivo de céluias y ei uso de animales pequenos de
laboratorio, teniendo asi nuevas alternativas para la realizacion de ensayos tanto in
vifro como in vivo (Frélich y Wirgler 1991).

Los mamiferos estan mas relacionados fisioldgicamente con &l hombre, las
pruebas in vivo pueden detectar rompimientos cromosoémicos, mutaciones geénicas
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y no disyuncion. Sin embargo, el tiempo requerido asi como el costo de este tipo
de estudios dificultan su realizacidn (Victorin ef al., 1990).

Los microorganismos ofrecen la ventaja de poder defectar mutaciones génicas con
rapidez, ser econdmicos y tener alta sensibilidad. Los sistemas huésped-
intermediario permiten ademas que se realice la activacion metabdlica in vivo de
algunos mutagencs, sin embargo, las conclusiones obtenidas con este sistema
deben ser confirmadas en organismos pluricelulares, con metabolismo similar ai del
humano y en este sentide Drosophila melanogaster presenta algunas ventajas
(Zordan ef af., 1991).

1.9 Drosophifa melanogaster COMO BIOENSAYO

Entre las utilidades de este organismo como sistema de prueba esta la posibilidad
de mantener gran cantidad de individuos en espacios reducidos y el hecho de ser
un sistema eucarionte, permite verificar la presencia de dafio genético in vivo en un
periodo de tiempo corto, ya que su ciclo de vida es aproximadamente de 10 dias a
25+1°C (Ramos et al.,1993). El espectro de valoracion de riesgo genetico que es
detectado con el uso de este insecto es muy amplio (Katz y Foley, 1993},

Otra ventaja, es que Drosophila puede realizar la mayoria de las funciones
enzimaticas que se efectiian en los microsomas del higado humano, en donde se
activan gran cantidad de los carcinégenos y mutédgenos indirectos. Ei reticulo
endoplasmico es considerado el responsable del metabolismo de drogas y
pesticidas en insectos; las enzimas involugradas lienen accién de oxidasas y se
caracterizan por carecer de especificidad al substrato, tal como ocurre en el higado
de mamiferos {Frolich y Wiirgler, 1989; Guzman-Rincon y Graf, 1995).
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La importancia de la activacion metabolica en la carcinogénesis radica en el hecho
de que el organo blanco es especifico y cada especie susceptible puede estar
determinada a través de la presencia o ausencia de vias de activacion metabdlica.
El metabolismo de carcindgenos quimicos frecuentemente involucra una oxidacion
inicial de dos electrones a un preducto hidroxilado 0 epoxidado y es tipicamente
catalizado por el sistema del citocromo P-450. Colectivamente, las enzimas que
catalizan la formacidn de estos reactives infermedios son llamadas enzimas de la
fase |

El empleo de una cruza de bioactivacion 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 carcindgenos guimicos per 5 no son
reactivos quimicamente, sino que deben experimentar activacién metabdlica para
transformarse en sus formas electrofilicas reactivas (Miller y Mifler, 1985). Estas
especies reactivas pueden interactuar con grupos nucleofilicos en el ADN para
inducir mutaciones puntuales y otras lesiones genéticas, guiando a la activacion de
proto-oncogenes e inactivacién de genes suprescores de tumor,

Con el objeto de resaltar la actividad de los promutagenos, Frolich y Wirgler (18889
y 1991) construyeron dos nuevas lineas que incluyen genes que confieren la
resistencia al DDT y que estan 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 promutagenos, produciendo una mayor
respuesta genotdoxica debido a la actividad de esta monooxidasa (Graf y van
Schaik, 1992).
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1.10. LA PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICA

Las pruebas de genética toxicoldgica iniciaimente se concentraban en Ia
observacién de mutaciones génicas y aberraciones cromosgmicas ya que estos
cambios genéticos son considerados de gran importancia por la induccion de
enfermedades heredables asf como por la iniciacion de algin tipo de cancer. Fue
menos conocido el impacto de fa recombinacién mitdtica, conversidn génica,
ampilificacion génica y no disyuncion.

Por esta razén es esencial contar con un ensayo genotdxico sensible, con un
amplio espectro, capaz de detectar simultaneamente ios cambios mutacionales
clasicos asi como clertos tipos de rearreglos denfro de los cuales se encuentra la
recombinacién mitética. Ademas un aspecto adicional para este tipo de estudios es
ia posibilidad de que el ensayo se realice in vivo.

Uno de los bioensayos empleados para determinar la genctoxicidad de algunos
tipos de sustancias, es la prueba de mutacidn y recombinacidn somaticas
{(SMART) mediante la cual es posible detectar un amplio espectro de eventos
genéticos como son las mutaciones, deleciones, ciertos tipos de aberraciones
cromosomicas asi como recombinacion mitdtica v conversion génica (Graf ef al.,
1984, Wirgler y Vogel, 1986, Vogel y Zijistra, 1987).

SMART permite detectar cambios ocurridos en las céliias de tos discos imagales
de ojos y alas de los organismos adultos. Si ocurre una alteracion heredabie
durante el proceso de diferenciacion de las células de los discos, ésta dara origen
a una estirpe celular con ia misma caracteristica alterada originando asi un clon
que podra 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 generacion
de D. melanogaster para la obtencidn de resultados, permitiendo ademas, conocer
si los compuestos evaluados tienen un efecto directo (mutdgeno) o indirecto

{promutageno).

Por lo tanto, con base en los antecedentes mencionados se proponen fa siguiente
hipétesis y objetivos.

1.11. HIPOTESIS

El acido ascorbico, la clorofilina y el acido retindico, se han reportade como
compuestos de origen natural que inhiben el dafo genético causado por diversos
agentes mutagénicos. Esta caracteristica sugiere que estas substancias podrian
prevenir la muiagenicidad causada por el condensado de humo de cigarro y dos de
sSus componentes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General:

Valorar la capacidad antimutagénica del acido ascérbico, &cido retinbico vy
clorofilina frente al dafio producido por el condensado de humo de cigarro, e 4-
(metilnitrosamino)-1-3-(piridil}- 1-(butanona) y la N-nifrosonornicotina en farvas de
las cruzas estandar y de bicactivacion elevada de Drosophila melanogaster.

2.2. Objetivos Particulares:

Determinar el efecto genotdxico de los antimutdgenos dcido ascorbica, clorofilina y
acido retindico en larvas de D. melanogaster en las cruzas estandar y de
bioactivacion elevada.

Evaluar [a actividad genotdxica del condensado de humo de cigarro v dos de sus
componentes,  4-(metil  nitrosamino)-1-(2-piidif-1-butanona vy la  N-
nitrosonomicotina en las larvas de D. melanogaster de ambas cruzas.

Valorar la capacidad antigenotéxica del acido ascdrbico, clorofilina y Acido retindico
frente al condensado de humo de cigarro, del 4-{metil nitrosamino)-1-(2-piridif)-1-
butanona y de la N’-nitrosonornicotina en las dos cruzas de D. melanogaster.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. COMPUESTOS

El  4-(mefilnitrosamino)-1-(3-piridif}-1-butanona (CSL-92-359-5-25) y la N
nitrosonornicotina {CSL-90-289-72-20) fueron adquiridos de Chemsyn Science
tab. EU. El condensado de humo de cigarro fue obsequiado por la Cigarrera
Monterrey y se obtuvo a través de una maquina fumadora estandar calibrada para
una inhalacion durante dos segundos cada minuto, en un volumen de 35 cc de

etanol en condiciones ambientales de 22 £ 2°C.

El &cido ascorbico {CsHeOs) (4026300127) fue adquirido de los laboratorios Merck
de México; el acido retindico (CopHzs0z) (1167687} de Roche, México y la
clorofilina {CasHz1NsNasMgOs) (74H006) de Sigma, E.U.

3.2. BIOLOGICOS

3.2.1. LINEAS EMPLEADAS

En la prueba SMART-ala se usaron las siguientes lineas:
a) irt/TM3, Bd®

b) OR(R)1/OR(R}1;OR(R)2/OR(R)2; fir /TM3, Bd®

¢} mwh/mwh

La linea “a" es portadora del marcador fir cuya descripcion es ia siguiente:
fir. “flare” {pelos en forma de flama). Se reconoce por la presencia de tricomas en

forma irreguiar en térax, abdomen y atas (Fig. 3.1). Se ubica a 38.8 unidades del
mapa sobre el cromosoma 3 y en condicién homocigota es letal, por lo tanto, para

40



mantener esta linea se necesita la presencia de un cromosoma balanceador con
inversiones myltiples (TM3), que ademas porta el marcador dominante “Beaded
serratia” (Bd®), el cual permite el reconocimiento fenotipico de la linea fr’/TM3,
Bd® por la expresion de “serratia” (alas con bordes discontinuos). Siendo fetal en
condicién homocigota, fa Iinea esta formada por individuos heterécigos para los
marcadores fi y Bd® (Tabla 3.1) es decir, individuos fir/TM3, Bd® (Lindstey y
Zimm, 1992),

TIPOS DE fir’ TM3,Bd®
GAMETOS
fir firs A * fir/TM3,Bd°
TM3,BdS firTM3,Bd® TM3,BdS/ TM3,Bd° *

* | gtal

Tabla 3.1. Esquema de letales balanceados en la cruza.

La linea “b" ademéas de los marcadores descritos anteriormente, porta los
cromosomas 1 y 2 de la linea Oregon R(R) resistente al DDT (Dapkus y Merrell,
1977) y se caracteriza por tener niveles elevados del citocromo P-450 (Hallstrém vy
Blanck, 1985). Su capacidad metabdlica se debe al gen IR, ubicado en el
cromosoma 2, a 65.0 unidades de mapa {Frélich y Wirgler, 1989).

La linea “¢” presenta el siguiente marcador:

mwh: “multiple wing hair” (pelos miiltiples en el ala). La linea portadora de este
genotipo, se reconoce fenctipicamente porque expresa una alteracién en el
ndmero de tricomas por célula en el ala, llegando a presentar de 2 a 7 en lugar de
1, como seria en el fenotipo silvestre (Fig. 3.2). El incremento la cantidad de
tricomas se relaciona con la reduccidn de la longitud y orientacidn normales. Este
locus se localiza en el cromosoma 3 a 0.3 unidades de mapa (Lindsley y Zimm,
1990},




Fid

Fotografia

rtesia del Dr. U. Graf Institute of Toxicology, ETH & University of Zurich

Fig. 3.1 Fenotipo del marcador fIrd
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Fotografia cortesia del Dr. U. Graf Instituie of Toxicology, ETH & University of Zurich

Fig.3.2 Fenotipo del marcador mwh



3.2.2. CRUZAS REALIZADAS

Do fIF/TMS B x oo mwh/mwh [cruza estandar (E)]

2) 00 OR(R)1/OR(R)1;OR(R)Z/IOR(R)2; fIt/TM3, Bd® x oo mwh/mwh (cruza de
bioactivacion elevada (BE}]

La cruza de bioactivacion elevada fue disefiada y construida por Frélich y Wiargler
(1989) para mejorar la capacidad de la prueba SMART en el caso de
promutagencs gue se activan metabdlicamente a través del citocromo P-450. Un
amplio nimero de promutagenos han incrementade su capacidad genotdxica
cuando se ha empleado esta cruza (Graf y Singer, 1992, Graf y van Schaik, 1992)

o

3.3. DISENO EXPERIMENTAL

Es importante sefialar que previamente al ensayo de valoracion genotéxica a
través de SMART, se debe selecciond el protocolo adecuado, tanto para |a ruta de
administracion como para la edad de la larva al momento de realizar el
experimento de acuerdo al criterio establecido por Graf ef al. (1992).

Realizadas las cruzas, se colectaron los huevos en frascos de cultivo de 250 m|
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 ios compuestos, estableciéndose las siguientes dosis: 285 mM para el AA,
182 mM para la CL y 175 mM para el AR. Para los mutagenos jas dosis
seleccionadas fueron de 0.6, 1.2 y 2.4 mM para el NNK, de 7.2, 144 y 26.8 mM
para el NNN y det 6% para el CHC.
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3.3.2. TRATAMIENTOS

1. Evaluacion genotdxica de los antimutagenos: se administraron pre-tratarientos
a individuos de 48 h de ambas cruzas duranie 24 h después de las cuales, se
removigron 1as larvas y se colocaron en tubos homeopaticos conteniende 0.7 g de
puré de papa (pp} hidratados con 5 ml de agua destilada.

2. Evaluacion genotoxica del NNK, NNN y CHC: se suministraron diferentes
tratamientcs crénicos a individuos de 72 h de edad de ambas cruzas, dando una
dosis de nitrosamina o una dosis del CHC. £l {ratamiento se aplicd en tubos
homeopéaticos con 0.7 g de pp hidratados con 5 mi de las soluciones & probar;
durante 48 h, hasta la pupacion.

3. Evaluacion del efecto antimutagénico del AA, CL y AR frente a [a 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 antimutdgenos durante 24 h,
u posteriormente se removieron las larvas y se colocaron en tubos homeopaticos
conteniendo 0.7 g de pp hidratades con 5 ml de las soluciones de los mutagenos a
probar durante 48 h, hasfa la pupacién.

4, Evaluacion antimutagénica del AACL v AR frente a la genotoxicidad del NNK,
NNN y CHC (co-tratamiento): se administraron simultaneamente, a larvas de 72 h
de edad de la cruza de bioactivacion elevada, los antimutadgenos y los mutédgenos
correspondiente durante 48 h, hasta la pupacion.

En todos los casos los tratamientos fueron por via oral; los testigos negativos se
reaiizaron en tubos homeopaticos conteniendo 0.7 g de pp hidratados con 5 m! de
agua y para el caso de los testigos positivos fueron 5ml de solucion 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%.

£l disefio experimental esta 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 fenotipicamente por el marcadar Bd®: (1) moscas trans-heterocigotas
(mwh fir'/mwh™fr®,  con un fenctipo de ala de tipo silvestre) y (2) moscas
heterocigotas portadoras del cromosoma balanceador (mwh fir'/TM3, Bd®, con
fenotipo de alas serratia)

Se disectaron las alas de los organismos transheterdcigos y se realizaron
preparaciones fijas con 40 alas (20 hembras y 20 machos) por laminilta, de
acuerdo con Graf ef al. (1984).

Se revisaron las alas a 40X y se cuantificd el nimero y tipo de mancha, que de
acuerdo con los eventos indicados en la figura 3.4, son: simples chicas (1 a 2
células), simples grandes (> 2 células), o gemelas (si presentan los dos
marcadaores mutantes formando parte de la mancha mosaico). Las manchas se
analizan por separado, sin embargo, se debe considerar que aunque la mayoria
de los clones grandes son continuos, algunos pueden presentar interrupciones
debido a la separacion parcial de las células del clon durante el desarrollo,
causadas por presiones tisulares o movimientos independientes. Por o tanto, solo
se contabilizan como clonés independientes aquelios que se encuentren
separados por tres hileras 0 més de tricomas normales (Wargler y Graf, 1930).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para la evaluacién de los efectos genotdxicos 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 positive, no concluyente o negativo, se utifizé un
analisis de decision multiple (Frel y Wilrgler, 19838).

El procedimiento estd basado en dos hipbtesis; {1) la frecuencia de muiacién
(inducida mas espontanea) en grupos tratados no es mas grande que la
frecuencia de mutacidn en un grupo testigo y {2) La frecuencia de mutacién
inducida en las series tratadas no es menor que ‘m’ veces la observada en grupos
testiges. Ambas hipdtesis son probadas a un nivel de significancia del 5%. E! valor
de ‘m’ para las manchas chicas y manchas totales, que presentan una frecuencia
de mutacion espontanea relativamente alta, es de 2. Para las manchas grandes
simples y para manchas gemelas, las cuales fienen una baja frecuencia
espontanea , el valor-es de 5 (Frei y Wirgler, 1988},

Para evitar los resultados no concluyentes, en un disefio de prueba dptima,
deberan ser analizadas igual nimero de alas con un minimo de 110 en fodos los
grupos experimentales (Fref y Wiirgler, 1994).

Para todos los tratamientos se realizaron al menos tres experimentos y se
compararon los resultados obtenidos en las distintas series asi como en los
testigos concurrentes. En los casos en los que no existieron diferencias
significativas (p>0.5) se sumaron los resultados para incrementar 10s tamanos de
muestra.
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1 CELULA MITOSIS 2 CELULAS CLON RESULTANTE
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Fig. 3.4 Esquema genético ilustrando varias vias de la
formacién de manchas en la prueba SMART
(modificado de Graf et al., 1984)
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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 asi como en ios testigos
concurrentes. Como no existian diferencias significativas (p>0.05) se sumaron los
resuttados para incrementar los tamafios de muestras que fuercon 280 y 318 alas
para los testigos negativos de las cruzas E vy BE respectivamente. Para los grupos
tratados el tamafio de muestra fue de 120 alas.

En los tratamientos simultaneos el {amafio de muestra fue de 120 para todos los
grupos, tanto testigos como experimentales y solo se lievaron al cabo en la cruza
BE. Esto debido a que el efecto modulador de los antimutagenos fue similar en
ambas cruzas por Io que se decidio utilizar solo la de bioactivacion elevada en fa
cual, el efecto mutagénico de las NAETS fue mas evidente.

4.1. EVALUACION GENOTOXICA DE LOS ANTIMUTAGENOS

4.1.1. PRE-TRATAMIENTO

La evaluacion del efecto genotdxico del AA, CL y AR en larvas de D. melanogaster
se observa en la figura 4.1, en donde los valores de las frecuencias 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 antimutagenos administrados a las dosis mencionadas no ocasionaron dafio
toxico o genctdxico a las larvas de ambas cruzas por lo que se procedid a
utilizarlas para la evaluacion del efecto antimutagénico de estos compuestos frente
al CHC, NNK y NNN.,
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Fig. 4.1 Frecuencias totales obtenidas con los antimutigenos
durante el pre-tratamiento.

4.1.2. CO-TRATAMIENTO

Cuando se realizaron los experimentos de co-tratamiento se observd que los
grupos que UOnicamente habian sido tratados con los antimutagenos, 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=0.05) entre los resuitados obtenidos
para los grupos tratados con ios antimutagenos y los grupos testigo.
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4.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD GENOTOXICA DEL CHC

Puesto que el CHC se administrd disuelto en etanol, para la valoracion del dafio
provocado por el mismo, se empled como testigo negativo etanol al 6%, que fue la

concentracion final a la que se administré en la mezcla con &l humo de cigarro.

Se compararon las frecuencias de manchas obtenidas con este testigo y fas de los
testigos que habian sido tratados Unicamente con agua, los valores resultantes de
los experimentos realizados en {a cruza E fueron los siguientes: 0.39 para el agua,
(.40 para el etanol y (.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 estadistico de Frei y
Wiirgler (1988), los valores obtenidos para el CHC fueron débil positivos (w).

Fig. 4.2. Frecuencias de manchas totales obtenidas
con el CHC en las cruzas E y BE
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4.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD GENOTOXICA DEL NNK Y
NNN

4.3.1. PRE-TRATAMIENTO

Al analizar los grupos tratados con NNK y NNN, se observéd una clara relacion
dosis-respuesta de la actividad genotdxica del NNK y NNN en las larvas de ambas
cruzas de D. melanogaster, siendo mas evidente en la cruza BE. En todas las
dosis el resultado fue positivo (Tabla 4.1; Fig. 4.3y 4.4).

Las frecuencias totales en la cruza E fueron de 0.39 para el testigo negativo, 0.96
para el NNK1 (0.6 mM); 1.27 para el NNK2 (1.2mM)} y 2.36 para el NNK3 {Z.4mM).
Para la cruza BE los totales fueron: 0.46; 1.72, 2.90 y 4.51 respectivamente

Los valores para ia NNN fueron de 0.39 para el agua; 0.86 para la NNN1 (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 anatizaron las alas de los

organismos que fueron tratados con estas nitrosaminas.

Los valores de las frecuencias totales fueren de 0.49 para el testige 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 |a dosis 3 (Tabla 4.10).
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Tabia 4.1. Frecuencias de manchas obtenidas con los tratamientos (48h)
con las tres dosis del NNK y NNN en fas cruzas estandar
y de bioactivacion elevada.

Compuesto  alas

Cruza Estandar

Cruza de Bicactivacion Elevada

Hz0 280

NNK 120
{0.6mM)

NNK 120
{1.2mM}

NNK 120
(2.4mNt)

NNN 120
{7-2mM)

NNN 120
{14.4mM})

NNN 120
(28.8mM)

H,0 318

NNK 120
(0.6mM)

NNK 120
(1.2mM)

NNK 120
(2.4mM)

NNN 120
{7.2mM)

NNN 120
{14.4mM)

NNN 120
(28.8mM)

chicas
m=2
0.26 (73)
0.45+ (54)
0.64+ (77)

1.48+ (178)

0.43+ (51)
0.57+ (68)

0.76+ (91)

0.31 (100}
0.84+ (113)
1.61+ (193)

2.30+ (276)

0.82+ (104)
1.50+ (180)

1.98+ (238)

grandes

m=5

0.10 (29}
0.41+(49)
0.47+ (57)

0.74+ (89)

0.34+ (41)
0.37+ (44)

0.47+ (57)

0.13  (40)
0.66+ (79)
1.20+ (144)

1.87+ (225)

0.48+ (58)
0.84+ (101)

1.10+ (132)

gemelas
m=5
0.02 (6)
0.10+ (12}
0.15+ (18)

0.13+ (16)

0.09+ (11)
0.08+ (10)

0.10+ (12)

0.02 ()
0.13+ (16)
0.14+ (17)

0.13+ (16)

0.07+ (8)
0.09+ (11)

0.12+ (14)

Analisis estadistico de acuerdo con Frei y Wargler (1988).
+ = positivo; - = negativo; i = no concluyente; w = débil positivo; m = factor de multiplicacion.

marntchas

totales clon

m=2 mwh
0.39 (108) 107
0.96+ (115) 105
1.27+ (152) 138
2.36+ (283) 265
0.86+ (103} 98
1.02+ (122) 1186
1.33+ (160) 150
0.46 (146) 144
1.72+ (208) 196
2.90+ (354) 338
4.51+ (517) 492
1.42+ {170) 156
2.483+ (292) 273
3.20+ (384) .2

tamano
prom.
del clon

204
273
255

2.27

2.42
241

238

20
2.54
271

251

232
238

232

<
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Fig. 4.4. Curva dosis-respuesta y comparacion de la
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44 ANALISIS DE LOS |INDIVIDUOS PORTADORES ODE
INVERSIONES MULTIPLES EN EL CROMOSOMA iil.

e

Ya que los diferentes fipos de manchas pueden ser originadas por distintos
eventos genéticos como se mostrd en iz Fig. 3.4, las manchas resultantes del
analisis genotdxico del CHC, NNK y NNN pudieron haberse originado por dos
principales eventos: mutacién yfo recombinacion.

Para poder discriminar entre cada uno de estos eventos y determinar gque
porcentaje de mutacion y recombinacion generaba el dafio de estos mutédgenos, se
procedid al analisis de las alas de los individuos portadores de inversiones
mdltiples en el cromosoma i, para hacer un andlisis comparativo entre la
frecuencia de dafio en éstos y los individuos con alas de tipo silvestre (libres de
inversion) {Tablas 4.2 y 4.3).

Hubo una disminucién de la frecuencia de manchas inducidas que se observaron
en las alas poriadoras del cromosoma balanceador. En este genotipo, no se
producen eventos recombinacionales debido a que el cromosoma balanceador
presenta inversiones mdltiples. Como el cromosoma balanceador no presenta el
marcador fir, solo las frecuencias y tamafios de los clones mwh pueden ser
utilizados para la comparacion cuartitativa de los efectos observados en los dos
genotipos, Estos datos se muestran también en las tablas 4.2 y 4.3.

En adicién a la reduccion 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 disminucion del tamafo promedio del clon.

Por otro lado, se realizé el andlisis de la regresion fineal 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 inversidn
(Fig. 4.5a y b). La comparacion de las pendientes (m) de las curvas nos da una

&7



proporcion estimada del porcentaje de recombinacion de la genctoxicidad total
inducida por los mutagenos.

Para el NNK en la cruza estandar, los valores fueron m=0.751 para las frecuencias
de manchas fotales en las alas de tipo silvestre y m=0.1886 para las de tipo
serratia. Por otro lado, la cruza BE presento los siguientes valores, m=1.5943 y

=0.2819 para las alas de tipo silvestre y serratia respectivamente. Por lo tanto,
los valores de la tasa de recombinacion para el NNK en la cruza estandar fue de
63% y para la cruza BE de 88%.

Por lo que respecta a ia NNN, en |a cruza estandar los valores obtenidos fueron
m=0.0282 para ios individuos que no presentan el cromosoma balanceador y
m=0.0150 para los que si lo presentan. Por su parte la cruza de bioactivacién
elevada mostro los siguientes resultados, m=0.0888 y m=0.0227 para los mismos
individuos respectivamente. Tomando en cuenta estos valores, el porcentaje de
recombinacion en la cruza E fue de 47% y para la BE de 75%.
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Fig. 4.5a y b. Andlisis de la regresion lineal de la
relacién dosis respuesta del NNK y NNN en ambas cruzas
de Drosophila melanogaster

mCruza de BE: frecuencias de los individuos con marcador heterocigoto; [J frecuencia de los
individuos con el cromosoma balanceador,

#Cruza E, frecuencias de los individuos con marcador heterocigoto;, ¢ frecuencias de los
individues con el cromosoma balanceador.

En todos jos 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
ios tratamientos con el NNK y NNN en la cruza estandar.

Com-
Puesto

(mM)
H,0

NNK1
{0.6)
NNK2
(1.2)
NNK3
(2.4)

NNN1
(7.2)
NNN2
(14.4)
NNN3
(28.8)

CHC
(6%)

alas

(N)
280
120
120

120

120
120

120

120

ALAS NORMALES

manchas
con el clon
mwh

(m
107
105
138

265

a8
116

150

62

clones
mwf por
ala
{n/N)
0.38
0.87
1.15

221

082
097

1.25

052

tamaidio
prom.
clon

(1
2.04
2.73
255

227

242
2.41

2,38

223

alas

(N
120
2.0
120

120

120
120

i20

120

ALAS SERRATIA

manchas clones
coneic¢lon mwhpor

mwh ala
{n {n/N)
27 0.22
50 0.42
64 0.53
109 0.91
48 040
70 0.58
80 066
31 0,26

tamafio
prom.
clon
{1)
1.96
2.16
2.1

1.67

2.06
216

2.06

2.10



Tabia 4.3. Tabla comparativa de los valores obtenidos entre los individuos
con alas normales y los individuos con alas de tipo serratia durante fos

Com-
puesto

{mM)
H0

NNKA1
(0.6)
NNK2
(1.2)
NNK3
(2.4)

NNN1
{7.2)

NNN2
(14.4)
NNN3
(28.8)

CHC
(6%)

alas

(N}
318
120
120

120

120
120

120

120

Manchas
con el clon
mwh
(n}
144
194
324

" 517

156
273

362

&1

ALAS NORMALES

clones
mwh por
ala
{n/N)
0.45
1.62
2.70

4.31

1.3
228

3.02

0.66

tamaric
prom.
clon
n
2.01
238
261

256

2.32
2.38

232

2.46

alas

{N}
120
i20
120

120

120
120

120

120

tratamientos con et NNK y NNN en la cruza de bioactivacién elevada.

ALAS SERRATIA

manchas
con el ¢clon
mwir

{n)
37
71

77

98

49
100

11

43

clones
mwh por

ala
(r/N}

- 0.3
0.60
0.64

0.81

0.41
0.83

0.92

.38

tamaiio
prom.
clon

0!
2.05
2.25
2.45

240

2.10
23

215

25

a1



4.5. EVALUACION ANTIGENOTOXICA DELL AA, CL Y AR FRENTE
AL CHC.

4.5.1. PRE-TRATAMIENTO

En la Tabla 4.4 se pueden apreciar los valores obtenidos con los antimutagenocs
previos a la adicion del CHC. Como se puede observar, en ninguns de los casos y
en ninguna de las cruzas hubo efecto protector de los moduladores. Para ia cruza
estandar las frecuencias fueron de 0.40, 0.53, 0.49, 0.57 y 0.54 para el OH, CHC,
AA, CL v AR respectivamente, siendo el AA el gue reportd un resullado negativo
con respecto al grupo testigo.

Tablz 4.4. Frecuencias de manchas obtenidas con los pre-tratamientos {(24h)
con los antimutagenos y tratamiento (48h) con el condensado de humo de
cigarro (6%) en las cruzas estandar y de bioactivacion elevada.

manchas tamajio

Compuesto alas  chicas grandes gemeias totales clon prom.
m=2 m=5 m=5 m=2 mwh del ¢lon
Cruza Estandar . .

CHC 120 0,32 (39} 015 (18) 0.068 (7} 0.53 (84) 62 223
AAICHC 120 0.31-(37) 0.13-(16) 0.05-(6) 0.49- (59) 55 2.07
CL/CHC 120  0.35-(45) 0.17-(20) 0.06-(7) 0.57- (69) 68 221
AR/CHC 120 0.35- {42y 0.14-(17} 0.05-(6) 0.54- (65} 63 1.87

Cruza de Bicactivacién Elevada

CHC 120 037 (45) 0.20(32) 0.04 (5) 0.68 (82) 81 2.46
AA/CHC 120 0.42-(50) 0.16-(18) 0.00- (5) 0.62-(74) 74 1.95
CL/ICHC 120 0.38-(46) 0.2-(25) 0.05-(6) 0.64 (77) 77 2.14
AR/CHC 120 0.33-(40) 0.17-(20) 0.01-(1)  0.51-(61) 61 2.08

Analisis estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988).
+ = positivo, - = negativo; i = no concluyente; w = débil positivo, m = factor de multiplicacion,
AA (282mM), CL (182mM), AR (175mM)
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4.6. EVALUACION ANTIGENOTOXICA DEL AA, CL Y AR FRENTE
AL NNK

4.6.1. PRE-TRATAMIENTO

Después de exponer a las larvas con las vitaminas y la clorofilina previo al
tratamiento con los mutagenos, se observé que la frecuencia de manchas totales
inducidas por las nitrosaminas no disminuyd en ningunc de los casos como se
puede notar en la Tabla 4.5. Tampoco se cobservaron diferencias significativas
entre los tamafios promedios de clones inducidos.

Tabla 4.5. Frecuencias de manchas obtenidas con los pre-tratamientos {24h)
con los antimutagenos y tratamiento (48h) con las tres dosis del NNK
en la cruza estandar.

manchas tamafio

Compuesto  alas chicas grandes gemeias totales Clon 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) 105 273
AANNK 120 0.49-(59) 0.39-(47) 0.12-(14) 1.00-(120) 114 257
CLINNK 120 0.37-(45) 0.35-(42) 0.10-(12) 0.82-(99) 91 268

ARNNK 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) 138 255
AANNK 120 0.66-(79) 0.37-(45) 0.14-(17) 1.47-(141) 130 249
CUNNK 120 0.60-(72) 0.40-(48) 008-(10) 1.08-(130) 118 2.49

ARNNK 120 0.66-(79) 0.41-(49) 0.13-(16) 1.20-(144) 134 258

NNK (2.4mM) 120 1.48 (178) 074 (89) 0.13 (16) 236 (283) 265 227
AAINNK 120 1.54-(1B5) 0.86-(79) 0.12-(15) 2.32-(279) 262 2.20
CL/NNK 120 1.50-(180) 0.72-(86) 0.12-(14) 2.33-(280) 264 226
ARNNK 120 1.48-(178) 0.64-(77) 0.11-{13) 2.23-(268) 253 225

Andlisis estadistico de acuerdo con Frel y Wlrgler {1988}

+ = pasitivo; - = negativo; | = no concluyente, w = débil positivo; m = factor de multiphcacidn,
AA (282mM), CL (182mM), AR (175mM)
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Por su parte, los resultados de Ia valoracion antimutagénica del AA, CLy AR en la
cruza BE se muestran en {a Tabla 4.6 en donde se puede observar que no hubo
efecto protector de los mismos en contra del dafio causado por las nitrosaminas
especificas det tabaco, obteniéndose en todos los casos una respuesta genotdxica
similar a la de fos mutdgenos solos.

Tabla 4.6. Frecuencias de manchas obtenidas con 10s pre-tratamientos {24h)
con los antimutagenos y tratamiento (48h) con las tres dosis del NNK
en ia cruza de bioactivacion elevada.

manchas tamafio
Compuesto alas chicas grandes gemelas totales clon prom.
m=2 m=5 m=5 m=2 mwh dei clon
NNK 120 0.98 (118) 0862 (75) 0.11 (13) 1.72 (206) 194 2.38
{0.6mM)
AA/NNK 120 0.98-(118) 0.86-(79) 0.12-(15) 41.77-(212) 200 265
CL/NNK 120 097-(116) 0.65-(78) 0.10-(12) 1.72-(208) 193 2.59
AR/NNK 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
(1.2miM)
AANNK 120 1.56-(187) 1.10-(132) 0.12-(14) 2.78-(333) 309 264
CL/NNK 120 1.62-(194) 1.07-(128) 0.10-(12) 2.78-(334) 311 2.57
ARMNNK 120 1.84-(187)  1.01-(121) o011 (13) 2.76-(331) 309 2.53
NNK 120 232 (278) 2.05 (246} 0.14 (17} 4.51 (541) 517 2.56
{2.4mM)
AMAMNNK 120 2.35-(282) 2.01-(241) 0.12-{15) 4.48-(538) 514 2.54
CL/NNK 120 2.30-(276) 1.90-(228) 0.12-(14) 4.32-(518) 456 253
ARINNK 120 2.27-(272) 1.98-(237) 0.12-(15) 4.37-(524) 500 254
Andlisis estadistico de acuerdo con Fret y Wiirgler (1988),

+ = positivo, - = negativo; | = no concluyente; w = débil positive; m = factor de multiplicacion
AA (282mM), CL (182mM), AR (175mM)
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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 l0s co-tratamientos con AR, CL y AR no fueron
significativamente diferentes de aquellos en los que se habian aplicado anicamente
los mutagenos, sin embargo, ias frecuencias de manchas siempre fueron mayores
en los grupos tratados exclusivamente con los mutagenos que en los grupos gue
habfan recibido tratamiento con los antimutagenos (Tabla 4.7).

Tabla 4.7. Frecuencias de manchas obtenidas en el tratamientos simultaneo
con los antimutagenos y las fres dosis del NNK en la cruza
de bioactivacién elevada,

manchas tamaiio
Compueste aflas  chicas grandes gemelas  fotales clon prom.
m=2 m=5 m=5 m=2 mwh del clon

NNK 120 094 (113) 066 (79) 0.3 (18) 173 (208) 196 254
(0.6mM)

AANNK 120 0.82- (99) 0.50-(50) 0.08-(10) 1.41-(169) 163 250
CLNNK 120 0.76- (91) 0.41-(49) 0.08- (9) 1.24-(149) 144 2.40

ARNNK 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)}
AANNK 120 1.44-(173) 0.98-(117) 0.11-(13) 2.53-(303) 293 2.55
CLNNK 120 1.36-(163) 0.94-(113) 0.10-(12) 2.40-(288) 277 2,58

ARINNK 120 1.33-(160) 0.86-{103) 0.07-(8) 2.26-(271) 259 253

NNK 120 2.30 (276) 1.87 (225) 0.3 (16) 4.31 (517) 492 251
{Z.4mM}
AA/NNK 120 2.17-(260) 1.53-(140) 0.09-(11) 3.84-(461) 441 2.45
CL/NNK 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
Analisis estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988).

+ = positive;, - = negativo, i = no concluyents; w= débil positivo, m = faclor de multiplicacién.
AA (282mM), CL (182mM), AR (175miM)
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4.7 EVALUACION ANTIGENOTOXICA DEL AA, CL Y AR FRENTE
AL NNN

4.7.1. PRE-TRATAMIENTO
Las frecuencias de manchas producidas por la NNN en la cruza E fueron

estadisticamente positivas con respecto al grupo testige. Las frecuencias
encontradas en los grupos pretratados con AA, CL y AR y tratadas con la
nitrosamina fueron muy similares a las anteriores. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos fratados solo con la NNN y los fratados previamente
con tos antimutagenos (Tabia 4.8).

Tabta 4.8. Frecuencias de manchas obtenidas con los pre-tratamientos {(24h)
con los antimutagenos y tratamiento (48h) con las tres dosis de NNN
en la cruza estandar.

manchas tamaiio

Compuesto alas chicas grandes gemelas totales clon prom.
=2 m=5 m=5 m=2 mwh del clon
NNN 120 0.43 (51) 0.34 (41) 0.09 (11) 0.86 (103) 98 242
{7.2mM)
AAINNN 120 0.39-(47) 0.27-(32) 0.08-(9) 0.73-(88) 84 227
CL/NNN 120 0.43-(51) 0.22-(26) 0.08-(9) 0.72-(86) 81 2.42
AR/NNN 120 0.39-(47) 0.34-(41) 0.08-(9) 0.82-(98) 93 2.42
NNN 120 0.57 (88) 0.37 (44) 0,08 (10) 1.02 (122) 116 241
{14.4mM)
AA/NNN 120 0.45-(54) 0.37-(44) 0.10-(12) 0.92-(110) 106 242
CL/NNN 120 0.57-(69) 0.40-(48) 0.08-(9) 1.05-(128) 114 2.58
ARINNN 120 0.49-(59) 0.34-(41) 0.08-(10) 0.92-(110) 101 262
NNN 120 0.76 (91) 047 (57) 0.0 {12) 1.33 (160) 150 2.38
(28.8mM) .
AAINNN 120 061-(73) 0.42-(50) 0.11-(13) 1.13-(136) 129 2686
CL/NNN 120 0.69-(83) 0.47-(57) 0.09-(11) 1.26-(151) 141 2.50
ARINNN 120 0.65-(78) 0.44-(53) 0.08-(9) 1.17-(140) 130 2.49

Andlisis estadistico de acuerdo con Frei y Wargler (1988).
+ = positivo; - = negative; | = no concluyente, w= débil positive; m = factor de multiplicacion,
AA (282mM), CL (182mM), AR (175mM)



Los experimentos con la cruza BE mostraron un incremento significativo en la

frecuencia de todos los tipos de manchas, sin embargo, los anfimutagenos

presentaron un comportamiento semejante al observado en la cruza estandar, es

decir, no hubo diferencias significativas enire el grupo tratado con la NNN y los

tratados previamente con los antimutdgenos. Al igual que en todos los ¢asos

anteriores ¢l tamafio promedio del clon asi 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 ios pre-tratamientos (24h)
con los antimutagenos y tratamiento (48h) con las tres dosis de NNN
en la cruza de bioactivacién elevada.

Compuesto alas

NNN
{7.2mM)
AAMNNN
CL/NNN
AR/NNN

NNN

(14.4mM)}
AANNN
CL/NNN
AR/NNN

NNN

(28.8mM)
AANNN
CL/NNN

AR/NNN

120
120
120

120

120
120
120

120

120
120
120
120

chicas
m=2

0.82 (104)
0.83- (100)
0.86- (103)

0.83- (100)

1.50 (180)
1.51- (181)
1.52- (182)

1.44- (173}

1.98 (238)
1.83- (232
1.95- (234)

1.92- (230)

grandes
m=5

0.48 (58)
0.50- (60)
0.50- (50}

0.44- (53)

0.84 (101)
0.82- ( 98)
0.83- (100)

0.77- ( 83)

1.10 (132)
1.07- (125)
1.08- (129)

1.03- (124)

gemelas
m=5

007 (8)
0.08- (10)
0.06- ( 7)

0.06-(7)

0.09 (11)
0.08- (9)
0.08- ( 9)

0.07- ( 8)

012 (14)
0.11-(13)
0.10- (12)

0.08- (10)

Analisis estadistico de acuerdo con Frei y Wargier (1988),
+ = positivo; - = negativo; i = no concluyenta; w = débil pasitivo; m = factor de multiplicacion.
AA (282mM), CL {182mM), AR (175mM}

manchas
totales clon
m=2 mwh

142 (170) 156
1.42-(170) 162
1.42-(170) 163
1.33-(180) 153
243 (292) 273
2.40- (288) 271
2.42- (291) 274
2.28- (274) 259
3.20 (384) 362
3.11-(373) 351
3.12-(375) 353
3.03-(364) 343

tamano
prom.

del clon

232

2.56

2.44

239

2.38

2.34

2.32

2.36

232

232

233

2.30
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4.7.2. CO-TRATAMIENTO

Al comparar los datos de las frecuencias para fodos los tipos de manchas, se
observd, al igual que en los casos anteriores, que no existe una diferencia
significativa entre os grupos experimentales. La frecuencia de manchas totales por
ala obtenidas en ios grupes tratados dnicamente con la NNN son practicamente las
mismas tue las encontradas en los grupos en 105 que se habia aplicado el co-
tratamiento con los antimutagencs (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Frecuencias de manchas obtenidas en el tratamiento simultianeo
con los antimutagenos y tratamiento con las {res dosis de NNN
en la cruza de bicactivacion elevada.

manchas tamafio
Compuesto alas chicas grandes gemelas  totales clon prom,
m=2 m=5 m=5 m=2z mwh del ¢lon
NNN (7.2m0) 120 092 (110) 0.55 (66) 008 (9) 1.54 (185) 171 245
AANNN 120 0.74-(89) 046-(55) 0.10-({12) 1.30-(156) 150 2.45
CL/NNN 120 0.81-(97) 0.54-(65) 0.09-(11) 1.44-(173) 167 243
AR/NNN 120 0.73-(88) 0.48-(58) 0.08-(10) 1.30-(158) 150 2.44
NNN 120 1.39 (187} 073 (88) Q.13 (16) 2.26 (271) 253 242
{14.4mM)
AANNN 120 1.30-(156) 068-{72) 0.07-(8) 2.05-(246) 230 2.36
CL/NNN 120 1.30-(156) 0.87-(80) 0.08-(9) 2.04-(245) 229 235
AR/NNN 120 1.20-(144) 0.65-(78) 0.08-(9) 1.92-(231) 215 2.39
NNN 120 1.86 (223) 1.11 {133) 0.0 (12) 3.07 {368) 348 237
{28.8mM)
AANNN 120 1.88-{226) 0.98-(117) 0.10-(12) 2.96-(355) 336 2724
CLINNN 120 1.84-4{221)  0.95-(114} 0.12-(15) 2.92-(350) 332 2.24
ARINNN 120 1L73-(207) 0.34-(113) 0.12-(15) 2.79-(335) 316 229
Andlisis estadistico de acuerdo con Frai y Wirgler (1988).

+ = positivo; - =negativo, | = noconcluyente; w = débil positive, m = factor de multiplicacién
AA (282mM), CL (182mM), AR (175mM)
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5. DISCUSION

5.1. CONDENSADO DE HUMO DE CIGARRO

i.os efectos producidos por agentes xenobidticos en los seres vivos son diversos y
de complejidad variable, debido a gue estan involucrados muitiples aspectos como
las propiedades fisicoquimicas de los compuestos, su solubilidad en agua y su
estabiidad quimica en el ambiente, asi como las interacciones con atras
sustancias existentes.

La mayoria de los seres humanos estamos expuestos de manera directa o
indirecta al humo de cigarro y de acuerdo a la susceptibilldad individual esta
mezcla compleja puede inducir la transformacion celular que finaimente conllevaria
al origen de un céncer. La carcincgenicidad det humo de cigarré quiza se deba a
las diferencias en la composicion de sus productos, como jo sugind Jansson ef 2l.
{1991). Ademas de que la conceniracion de compuestos genotdxicos vy
carcindgenos conocidos en el humo de distintos tipos de cigarro puede variar hasta
por un factor de cien como lo demostraron Hoffmann ef af. (1981) y Hoffmann v
Hecht (1990).

Estudios realizados en Salmonelia, evidenciaron que existen algunos aspectos que
afectan la mutagenicidad del CHC (Kier et al. 1974); éstos van, desde |2 especie
de tabaco del que se obtienen los extractos, hasta €l sistema de prueba en el que
se analicen, incluyendo estudios en los gque se demuestra que las porciones
béasicas de los componenies det CHC son mas mutagénicas que 1as neulrales y en
los que se menciona que el CHC extraido de las hojas jévenes de la planta son
mas mutagénicas que las obtenidas de las hojas viejas y que los extractos de las
plantas con una alta concentracidn de azlcares tiene una mayor actividad
mutagénica que las de menor concentracidn {Mizusaki ef sl 1977a). Estos
estudios determinan gue la capacidad del CHC para inducir mutaciones depende
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de varios factores en los que se incluye también la temperatura a la que se
aimacena el condensado antes de realizar el experimento (Mizusaki ef al., 1977b).

En el presente trabajo no fue posible observar un claro efecto genotdxico del CHC,
debido a que solo se utilizé una dosis (6%), ya que en cantidades menores no se
detectS efecto y a mayores (7% y 8%) provocd la muerte de mas del 80% 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 Vvia principal de acceso al organismo, 1a inhalacion v la via que se utilizd en
este trabajo fue la ingestién, lo que pudo ser un factor importante que contribuyd a
modular fa naturaleza de los efectos provocados, ya que de acuerdo con la ruta de
ingreso del xenobidtico, éste debe afravesar una serie de barreras que en
combinacidn con las propiedades particulares del compuesto, restringen o facilitan
su entrada y asi provocar o no efectos adversos.

Pero, aunque no se obtuvo un clare efecto genotéxico, se pudiercn observar
algunos dafios terarogénicos expresados fenctipicamente como menor talla en los
organismos adultos, Talta de coioracion en el cuerpo y malformaciones en las
venas de las alas.

Al respecto, numerosos estudios epidemiologicos apoyan el hecho de que el humo
de cigarro produce efectos teratogénicos. Pirani (1978) mostré en un estudio
realizado en 5200 embarazos, que hubo un incremento significative de mortalidad
perinatal de los hijos cuyos padres fumaban mas de 10 cigarros por dia. Por otro
lado, Kelsey ef al. (1978) demostraron que una mujer que fumaba mas de 20
cigarriflos por dia durante el embarazo, tenia un mayor riesgo de que el producto
del embarazo presentara malformaciones congénitas si se comparaba con e de las
mujeres no fumadoras, ademas este efecto se incrementaba cuando se trataba de
anormalidades en el tubo digestivo valvulas cardiacas y piel; incluyendo defectos
en el tubo neural y anormalidades cromosOmicas.
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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 combustion del tabaco vy se originan de aminas reactivas
con €l nitrito u &xido de nitrégeno, prevaleciendo en el ambiente, afectando tanto a
los fumaderes actives como a los pasivos.

En la presente tesis, se pudo evidenciar un claro efecio genotdxico dosis—
respuesta de estos productos. Al parecer, el NNK ejerce sus efectos
carcinogénicos por la formacion de aductos en el ADN. La presencia de los cuales
conduce a errores en la replicacion del ADN y a la mutacion génica.

Como sucede con ofras nitrosaminas, la hidroxilacion del carbén-a adyacente al
grupe funcional de la nitrosamina guia la formacion de un diazohidréxido alquitante
y a un aldehido. Ya que el NNK es una nitrosamina asimétrica, ia hidroxilacidn del
carbon-u lleva a la formacién de dos agentes altamente alquilanies. La oxidacion
del atomo de carbon metil genera una especie metilante mientras que la
hidroxilacion produce un agente piridiloxobutilante. Bl agente metilante reacciona
con el ADN para formar dos aductos bien caracterizados como el 7-metil-
deoxiguanosina y el OF-metildeoxiguanosina (Peterson et al., 1991).

Aungue algunos de los efectos biolégicos de estas bases metiladas han sido
caracterizadas, !a naturaleza quimica vy los efectos hicldgicos de la
pridiloxobutilacion del ADN no estan muy bien establecidos.

Se sabe que la metilacion del ADN causada por el NNK induce cancer de pulmoén y
se sugiere que la piridiloxobutilacion puede provocar ofros tipos de tumores. La
preferencia entre estas dos vias metabdlicas que sigue el NNK, depende de varios
factores como la especie, drgano blanco y tipo celular, entre otros. El efecto
genotdxico de ia 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 dafic. Tanto el NNK como la NNN tienen sitios especificos en donde sus
metabolitos interactian (Foiles ef al., 1992b).

En este trabajo se observd que la administracion de las nitrosaminas a las larvas
incrementd principatmente la frecuencia de manchas chicas con las tres dosis, este
hecho podria indicar que los mutagenos tuvieron un efecto tardio al afectar los
discos irmagales, ya que una vez ocurrido el dafio, las células de los discos
imagales solo se dividieron durante uno ¢ dos ciclos celulares, dando como
resuitado este tipc de mancha. Aunque no se descarta la posibilidad de que las
nitrosaminas provoquen muerte celular o retraso mitdtico. Por otro lado, el
incremento de manchas gemelas ocasionadas por el NNK y NNN indicaron un

efecto recombinogénico.

La recombinacidn mitGtica no es un simple mecanismo de ruptura y reunion de
fragmentos de ADN, sino es un proceso celular esencial catalizado por enzimas
especificas que las células codifican y regulan para este propdsitc. La
recombinacidn no solamente provee varacion genética, las enzimas que
intervienen en esle proceso permiten a las células restituir las secuencias perdidas
o modificadas cuando el ADN es dafiado por errores en la duplicacidon o por
agentes fisicos y quimicos, reemplazando las secuencias alteradas por las
correspondientes a la cadena que interving en la recombinacién (Lewin, 1994).

De esta manera, uno de los significados bicldgicos de la recombinacion es el de
funcionar como un mecanismo de tolerancia del ADN celular al dafio inducido por
diferentes agentes, sin embargo, actuaimente la genética molecular a través de
técnicas de amplificacion de mint y micro satélites del ADN ha asociado algunas
enfermedades de origen genético entre las que se encuentra el cancer, con

algunos eventos de recombinacion,

Dada ia posicion de los marcadores en el cromosoma 3 utilizado para la prueba de
mytacion y recombinacion somaticas en Drosophifa, hubo dos posibilidades de que
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se llevara al cabo la recombinacion; 1) en la regidn del cromosoma entre fir* y el
centromero y 2) entre los marcadores mwh y fir’. La primera dara origen a
manchas con los dos tipos celulares (manchas gemelas) y la segunda generard
dos células hijas, una de las cuales es homocigota para el marcador distal mwh y
producira una mancha simple mwh, mientras que la otra célula, tendra un fenotipo
normal. De esta manera una parte de las manchas mwh son el resultado de
eventos como la mufacidn puntual y delecién, mienfras que otro grupo sera
resuttado de recombinacién.

Con Ia finalidad de determinar el porcentaje de recombinacién inducido por cada
uno de los mutagenos, se analizaron las alas de los individuos >/ TM3,Bd° . Los
restiltados obtenidos mostraron que tanto el NNK como el NNN presentaron una
mayor tasa de recombinacién que de mutacion. Al respecto se puede decir que el
dafio provocado por estas nitrosaminas especificas de tabaco se lleva a cabo a
través de distintos tipos de mutacién como son la mutacién puniual, la delecion y ia
no disyuncion.

El tamafic de mancha, por su parte, proporciona informacion acerca de Ia
orientacion del tiempo en el que se indujo la formacién del clon mutante. Clones
inducidos en el desarrollo temprano producen manchas de gran {tamafio y aquellos
que surgen hacia el final del mismo, son de tamaric pequefic y, en general, se han
asociado cen la biotransformacion mediante ei metabolismo de la larva. En el lote
testigo, el tamafio promedio de clon se encuentra alrededor de 2 divisiones
celulares, por lo que es probable que la mayoria de las manchas de origen
espontaneo se produzcan al final del desarrollo cuando el nimerc de células en los
discos imagales es mayor, aungue no sé descarta también, que éstas manchas
sean reparadas a o largo del desarrollo y Gnicamente se recobren aquellas que
ocurren hacia el final de ésite, o que el dafio ocasionado a las células sea tan
grande que ya no le permita dividirse. Esto se puede comprobar al cuantificar el
tamafio promedio def clon en los lotes experimentales que fueron muy similares
(Tablas 4.5-4.10).
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Comeo ya se menciond, estas nitrosaminas son mutagenos incfirectos por lo que
necesitan de activacion metabdlica para poder ejercer sus efectos genotdxicos. Al
hacer uso de dos distinias cepas de Drosophila melanogaster, una estandar y una
de bioactivacion elevada se pretendic observar el efecto indirecto de estos
compuestos, ademas de poder comparar la diferencia cuantitativa del dafio que
producen estos mutagenos en las distintas actividades metabdlicas.

En las dos cruzas se obtuvieron resultados positivos por lo que se puede decir que
adin la baja actividad metabdlica que presenta la cruza estandar es suficiente para
que se pueda llevar a cabo la transformacion metabélica del NNK y NNN y gjercer
asi sus efectos genotdxicos, Al respecto, Frei ef al(1992) demostraron que la
cruza E &s capaz de detectar la genotoxicidad de 15 clases de aminas policiclicas.
Sin embargo, cabe mencionar que la actividad mutagénica de las nitrosaminas es
mucho mas evidente en la cruza de bicactivacion elevada.

La eficiencia metabdlica de la cruza BE ya se ha puesto de manifiesto evaluando
compuestos recombinogénicos en Drosophifa (Ribeiro ef al,, 1897), estos autores
llevaron al cabo la evaluacidn genotdxica de la integerrimina, una fitotoxina
detectada en una gran variedad de plantas, en las mismas cruzas de Drosophila y
enconiraron que ambas activan 2 transformacion metabdiica de esos compuestes,

siendc mas evidente, sin lugar a dudas, en la cruza de bicactivacion elevada

Existen ademas numerosos trabajos realizados en Drosophils en donde se
observan estas diferencias en las respuestas genotdxicas de ambas cruzas.
Pacelia et al (sin publicar), evalvando 'a genctoxicidad de & aflatoxinas,
encontraron gue los efectos de estos compuestos fueron mucho mayor en la cruza
BE que en la E. Asi mismo, Guzman-Rincon ef 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 bicactivacion elevada que en la cruza
estandar,
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5.3. ANTIMUTAGENESIS

Morse vy Stoner (1993) sugirieron gue un agente antimutagénico quimicpreventivo
debe tener 5 cualidades que son: (i) poco o ningdn efecto secundario; (i) aita
eficacia; (iii} capacidad de administrarse oralmente; (iv) un mecanismo de accién
conocido y {v) ser accesible al consumo (bajo costo).

Los antimutagenos probados en este irabajo cumplen con cuatro de estos criterios,
sin embargo esto no garantizo &! efecto protector de los mismos. Como se reportd
en los resultados, con ninglin compuesto y en ninguna de las cruzas se pudo
observar un efecto protecior o de disminucion del dafic provocado 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 et al., 1989; Rodriguez-Arnaiz y Zimmering,
1989 y Zimmering ef al., 1990) y del acido ascorbico (Olvera ef af., 1995)

La falta de proteccion de los compuestos naturales puede deberse a muchos
aspectos. 1) que las dosis de antimutdgenos que se emplearon para evaluar el
efecto protector no fueron suficientemente altas para evitar el dafio ocasionado por
los mutdgencs, sin embargo, dosis mayores a las ufifizadas fueron toxicas al
organismo, ademas estas concentraciones son, si no mas altas, similares a las
descritas por ofros autores que han encontrado efectos protectores en otres
ensayos de antimutagenicidad (Hayatsu et al., 1988, Zimmering ef al., 1990; Qivera
et al., 1995 y Guzman-Rincon ef af., 1998); 2) que los compuesios proteciores
hayan sido absorbidos mas rapido que los mutagenos y, por ende, 3) que no hayan
interactuado al mismo fiempo las moléculas protecioras y los metabotitos

generados por los mutagenos

Uno de los objetivos de este trabajo de tesis fue evaluar el efecto protector del AA,
CL vy AR frente al CHC, NNK y NNN, e! cual se habia planteado para analizar esos
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efectos siguiendo el protocolo de pre-fratamiento, sin embargo, al observar los
resultados negativos de la proteccion de los antimutagencs, se planted realizar
expenmenios llevando a cabo un tratamiento simultaneo, ya que se pensé gue era
muy probabie que fa falta de proteccion de estos compuestos se debia a que las
larvas los metabolizaban rapidamente y 24 horas después, al adicionar los
mutagenos, ya no hablan suficiente moléculas para interactusr _con las
nitrosarminas y ef CHC.

Al llevar al cabo los tratamientos simultaneos bajo las mismas condiciones que los
anteriores, se esperaba gque al interactuar al mismo tiempo antimuiadgenos-
mutdgenos se llevara al cabo el bloquec de molécuias que producen el dafio, sin
embargo no fue asi, los resultados fueron semejantes a los obtenidos de los pre-
tratamientos, aunque se observd una ligera disminucion de la genotoxicidad
provocada por el NNK v NNN, esta diferencia no fue significativa. Estos resultados
sugieren lo siguiente: que aungue ya se ha comprebade ef efecto antimutagenico
del acido ascorbico, de la clorofilina y del dcido retindico en diferentes sistemas de
prueba y a distintas dosis, éste efecto protector depende de varios factores entre
los que se encuentran ademas de las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos, caracteristicas intrinsecas de los organismos como: edad, sexo,
estado de salud o enfermedad, sus anfecedentes genélicos y la susceptibilidad
individual entre otros, ademas de ia duracién e intensidad de la exposicién de los
compuestos.

Sin embargo, de acuerdo a los distintos protocolos de evaluacién antimutagénica
en el ensayc SMART, asi como del efecto del metabolismo en relacidn con la ruta
de administracidon, los protocolos seleccionados fueron los adecuados para la
administracion y exposicidn de antimutagenos vy mutégenos'quimicos indirectos
(Graf et al., 1998). .

Shankel y Clarke (1990}, v Waters ef af. (1990) han propuesto considerar los

ensayos de “"combinacién quimiopreventiva”, esto es, que los compuestos
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necesitarian ser complementados por un agente anfioxidante. Dicho en otras
palabras, ellos sugieren un tratamiento con dos o tres antimuta’éériés en lugar de
uno solo, y con esto, poder obtener mejores resutfados antimutagénicos, sin
embargo, se incrementarian las variables y pardmetros a considerar ademas de
un analisis mas completo y complejo para entender el efecto de sinergismo
causado por estos compuestos. Aln asi, se estd considerando para posteriores
ensayos antimutagénicos de estos compuestos versus las nitrosaminas el poder
establecer una relacion que permita trabajar en este sentido,

5.4, EL. BIOENSAYO SMART

Desde que Muller en 1972 desarrolld la prueba de transmutacidn artificial de un
gen, se han desarroliado aproximadamente airededor de 200 tipos de pruebas que
detectan anormalidades cromosémicas asi como mutaciones génicas y sus efectos
relacionados (Waters ef al,, 1988). El propdsito original de estas pruebas era el
desarroliar ensayos de corta duracién que permitieran evaluar el dafio genético
provocado por cierto tipo de mutadgencs. Estas pruebas dia a dia se han
incrementado y han abarcado también un campo mayor al de sus propdsitos
iniciales, es decir, muchas de ellas se estédn utilizando para evaluar también
algunos efectos antimutagénicos.

Con estas pruebas se ha evaluado tanto la capacidad mutagénica del humo de
cigarro y dé sus compuestos asi como la habilidad protectora de ciertas sustancias
(principalmente de origen natural} en confra de estos mutagenos, 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, v se encontrd una comrelacion del 76% (92/122)
entre estas dos prusbas. Mas adin, de 143 productos quimicos que han mostrados
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sus efectos carcinogénicos en animales de laboratorio, se obtuve una correlacion
del 82% (117/143). Estos datos indican que la prueba SMART es un ensayo
apropiado para evaluar efectos genotdxicos in vivo (Guzméan-Rincon y Graf, 1995).
Otro aspecto importante del bicensayo SMART es & hecho de que la prueba
detecta compuestos xenobidticos que requieren activacion metabdlica a través de
ta cruza desarrollada por Frélich y Wirgler (1989)

Por otro lado, es una prueba validada para evaluar tanto compuestos mutagénicos
como antimutagénicos. Desde que Negishi ef al. (1989) publicaron el primer
reporte de la antimutagenicidad de la clorofifina a fravés de la prueba SMART,
numerosos estudios se han venido desarrollando con el mismo ensayo.

Los resuftado genotoxicos obtenidos con el CHC, NNK y NNN en este trabajo de
fesis, son similares a los reportados en la bibliografia para otros sistemas coma
Salmonella (Espinosa-Aguirre ef al., 1993), ratas (Zhu et al., 1991), ratones (Hecht
et al., 1990), infocitos humanaes v célufas del criseto dorado (Zimonjic et 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 semejanies, son evidencia de la alta
reproducibilidad del ensayo y del sistema.

Con base en todo lo anterior, 10s objetivos de esta tesis se cumplieron llevando al
cabo toda la parte experimental propuesta inicialmente, demostrando el efecto
genotoxico del CHC, NNK y NNN, asi como de los efectos inocucs de los
antimutagenos, aunque nuestra hipotesis con respecto al efecto antimutagénico de
los compuestos naturales no fue positivo. Sin embargo, las perspectivas de este
trabajo contemplan el uso de la combinacién quimiopreventiva de los
antimutagenos empleados, sugerida por Shankel y Clarke (1990}, estableciendo
los protocolos adecuados para el manegjo de las variables y parametros, asi como
del analisis de los efectos sinérgicos causados por los moduladores.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio nos permiten concluir los
siguientes puntos:

1.- Ei CHC a la dosis empleada, resultd ser débil positivo de acuerdo al analisis
estadistico de Frei y Wirgler,

2.- Se demostraron los efectos mutagénicos del NNK y NNN, en ambas cruzas de
Drosophila.

3.- Se observd una clara relacidn dosis respuesta de! NNK y NNN en ambas
cruzas, siendo mas evidente en la de bioactivacion elevada.

4.- Ef NNK fue significativamente mas mutagénico que ef NNN.

5.- El evento genético observado en las células de las larvas tratadas tanto con el

NNK como con la NNN, fue principalmente la recombinacion.

6.- Los antimutdgenos no produjeron dafio genético a las células de las larvas
tratadas.

7 - No se pudo demostrar un claro efecto antimutagénico del acido ascérbico, 1a
clorofilina ni del acido retinoico.

B.- A través de bioensayo SMART se observé una vez mas la capacidad que
tienen estas nitrosaminas especificas del tabaco de provocar dafo celular,
ademas de evidenciar que estos compuestos necesitan activacion metabolica
para producirio,
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