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RESUMEN

El efecto antimutagénico y el posible mecanismo de accion de algunos
‘componentes de ‘la dieta” mexicana fueron estudiados empleando -técnicas.
genéticas y quimicas

A través de la prueba de mutacion y recombinacion somaticas -(SMART) en
Drosophila melanogaster y por estudios espectrofotométricos “se evaludé la
capacidad inhibidora de extractos de tres tipos de chile (Capsicum spp.): chilaca
(CHI), manzano (MZN) y poblano (POB) sobre la reaccion' de- nitrosacién
producida por la metil urea (MU) y el nitrito de sodio (NS). -~ -

Se administraron a larvas de-48 h. de edad de las cruzas estandar (ES) y de
bioactivacién elevada (BE) un tratamiento créonico simultaneo con los extractos
de los chiles (12.5, 25 y 50 % v/v) en combinacién con la mezcla de MU y NS (20
mM). Los resultados mostraron que las frecuencias de mutacion basal fueron de
0.36 y 0.48 para las cruzas ES y BE, respectivamente. Las frecuencias de
mutacion producida por la reaccion (MU+NS) fue de 1.73 (ES) y 26.46 (BE), esto
es, 12 y 55 veces mayor a las tasas de mutacion basales registradas para los
grupos testigo. Sin embargo la presencia de los extractos de chile disminuyeron
estas frecuencias entre un 50 %y 99 % El extracto de MZN fue el mas efectivo y
el de la CHI el de menor efecto, lo que concuerda con el contenido de acido
ascorbico en los extractos siendo el MZN el que presento los niveles mas altos
(104 mg/100 g), el POB el intermedio (85 mg/100 g) vy la CHI el menor (47
mg/100 g). Estos resultados sugirieron que uno de los principales antimutagenos
en los extractos de chile es el acido ascorbico.

En la cruza BE, que tiene niveles elevados de enzimas del citocromo P450, ocurre
la mayor respuesta genotoxica y antimutagénica, indicando que este sistema esta
involucrado en la producciéon y en la inhibicién del producto final de la mezcla
MU+NS.

Los estudios in vitro mostraron que el producto final de la mezcla MU y NS es la
N-nitrosometilurea y que el probable mecanismo antimutagénico del acido
ascorbico sobre la reaccion de nitrosacion es reduciendo el NO, a NO o
compitiendo por el nitrito, 6 ambos. Por su parte, la clorofilina pudo actuar
capturando radicales libres e interceptando moléculas.

TESIS CON
| FALLA 17 7N ] )




ABSTRACT

“The antimmagenic effect and the possible mechanism of action of: certain foods
common ‘to the Mexican diet were studied employing genetic and chemical
techniques.

Using the somatic mutation and recombination test (SMART) in Drosophila
melanogaster and spectrophotometry antimutagenic effects of three chili pepper
extracts (Capsicum spp.), chilaca (CHI), manzano (MZN), and poblano (POB)
against the nitrosation reaction produced by methyl urea (MU) and sodium
nitrite (SN) were investigated.

Larvae, 48 h old, from standard (ST) and high bioactivation (HB) crosses were fed
in a chronic, simultaneous treatment with the chili extracts (12.5, 25 and 50 %
v/v) in combination with the mixture of MU and SN (20 mM). The results showed
a background mutation rate given as spots per wing of 0.36 and 0.48 for ST and
HB, respectively. Mutation frequencies produced by the MU and SN mixture were
1.73 (ST) and 26.46 (HB) mutations per wing; that is, 12 and 55 times more than
the background rate, respectively. However, the chili extracts decreased the
above frequencies between 50 % and 99 % The MZN chili extract was the most
effective, the CHI extract was the least effective. Furthermore the MNZ extract
had the highest level of ascorbic acid (104 mg/100 g), the poblano the
intermediate (85 mg/100 g) and the CHI had the least (47 mg/100 g). These
results suggest that one of the most active antimutagens in the chili extract is
ascorbic acid.

The HB strain, that has elevated levels of cytochrome P450 enzymes, has the
stronger genotoxic and antimutagenic response suggesting that the cytochrome
P450 system is involved in the production and inhibition of the final product of
the MU+NS mixture.

In vitro studies using spectrophotometry suggest that N-nitrosomethylurea is the
final product of the MU and SN mixture, and that chlorophyllin (CLO) and
ascorbic acid (ASC) interfere with the formation of this compound either by
reducing NO, to NO or competing for nitrite or both. Also the antimutagenic
effect of CLO can be by scavenging free radicals, and intercepting genotoxic
metabolites from the nitrosation reaction.
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1. INTRODUCCION

Los habitos alimenticios son esenciales para el desarrollo de un organismo, pero
tamblen mfluyen en su deterioro. Esta particularidad dual se debe a que entre los
componentes de la dieta, _especxflcamente la de. humanos, . se. encuentranw
' inc enefxcas ,como”

mnumerables ‘cantldades 'de_ ,elementos 'y sustanc1as tanto

perjudlmales_que confleren esta caracteristica (Sherman'y: Flaxman 001):

Algunos de 1os agentes perJud1c1ales son conoc1dos como: mutagenos k‘y ‘son”
compuestos (flSlcos o qulrnlcos) de ongen natural o produc1dos por el hombre que

alteran la estructura o la secuencxa del DNA Los mutagenos qmmlcos se pueden 3
d1v1d1r segun su modo- de accxon, en agentes - alqullantes, analogos de bases y
agentes intercalantes- que actuan duecta o indirectamente a traves de sus
metabohtos, causando lesxonesial DNA debldo a la alteracmn, perdlda o ad1c1on de

hanfmos’ttado que el cancer de estomago (causado aparentemente por la ingesta
de alimentos) es el segundo en ocurrencia a nivel mundial, superado solo por el
cancer de pulmoén (Parkin et al. 1999). Algunas investigaciones han demostrado
que esta relacion se debe a la presencia de nitritos y de oxidos de nitrogeno
utilizados principalmente para preservar los alimentos. Estos compuestos
reaccionan de acuerdo con las condiciones fisiologicas del organismo y se
transforman en sus formas nitrosadas, conocidas como compuestos N-nitroso, los
cuales son en su mayoria metabolitos carcinogénicos (Hirohata y Kono 1997, Palli
et al. 2001). ‘



1.1. COMPUESTOS N-NITROSO

El interés en el estudio de los compuestos N-nitroso (CNO) surgi6 en 1973, como

resultado de la observacion del dafio en el h1gado de personas ocupacmnalmente :
expuestas a la N-n1trosod1met11am1na (NDMA). Desde entonces, se han reahzado <

ensayos . para conocer tox1c1dad teratogen1c1dad carcmogemmd"d ‘ ‘,y:

. metabollsmo (Mlmsh 1995) Los CNO se caracterizan por la presenc1a el :rupo s

'mtrosd un atomo de nitrégeno secundario (N=0) y se",,d1' d
mtrosamlnas (R NNOR) y nitrosamidas (R NNO.COR,). La Flgura '

algunas mtrosammas presentes en los alimentos.

CH CH, CH
CH3>N—N=O 3z >N-N='o
3 CH,CH,
NDMA NDEA
crz cIH2 CIHZ T
CH CH, CH, -CH
K 2 K / 2
N N
N=0O N=0
NPYR " NTHZ
R ‘
Sporh o
CH CH - COOH cH H - COOH |
X/ L S
) 1
N=O N=O
NPRO NTHZCA

Figura 1.1. Estructura de algunas N-nitrosaminas presentes en alimentos
(Tomado de Archer 1989)
NDMA=N-nitrosodimetilamina; NDEA=N-nitrosodietilamina; NPYR=N-nitrosopirrolidina;
NTHZ=N-nitrosotiazolidina; NPRO=N-nitrosoprolina, NTHZCA=4acido carboxilico N-
nitrosotiazolidino.
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1.1.1. Precursores de los CNO
Los agentes precursores de los compuestos N-rutroso son de dos tlpOS‘ mtrosantes

y mtrosables En el primero se encuentran el mmto y ‘los 6xidos de nitrégeno
(dJmtrogeno, tri- o tetradxido) (Zolflgol et a‘ '2001) Sus principales funciones

como admvo en comldas y bebldas son.

a) Inh1b1r la formac1on/éllé"t‘i6x‘irias‘ ‘generadas por Clostridium botulinum, que son

extremadam nte toxicas y responsables de muertes por el consumo de

ahmentos xminados por ellas.

b) Dar. e,"ly)jlck:ybrlo rosado caracteristico de las carnes, que es el resultado de la

Q)

almacenadas por semanas o 'm se

desagradables provocados por la’ ox1dac1\ gr; os. N ‘sé sabe con

certeza el mecanismo por el cual el ni rlto nhl e\es a O\Qdacmn,'ipero es claro

que estabiliza el sabor de las carnes almacenadas (Baxley et al. 1991).

El segundo grupo de precursores son las aminas y las amidas secundarias,
terciarias y aromaticas que son los compuestos que sufren la nitrosaciéon. La
mayoria de los alimentos derivados de animales y vegetales contienen gran
cantidad de aminas y amidas, las cuales son inocuas por si solas. Sin embargo,
algunos de los métodos utilizados para preservar los alimentos pueden ayudar al
incremento de sus niveles. Por ejemplo, los alimentos con alto contenido de
proteinas como el pescado, al ser deshidratados y almacenados por periodos
extensos, incrementan el contenido de aminas y amidas, que aunado a la coccion,
favorecen la produccion de compuestos nitroso (Layton et al 1995). Los
medicamentos, los alimentos e inclusive el agua contribuyen fundamentalmente a
la presencia de estos precursores (Mirvish 1997).




1.1.2. Incidencia y exposicion ; 7
Las vias comunes para el contacto con los CNO preformados en el medxo son la
inhalacion y la ingestion, La. exposnmon ocupa(:lonal partlcularmente en “las
r ‘o 1 h'bv‘to de fumar son

industrias de metales, del caucho y farmaceutlca, as
los principales contrlbuyentes a la exposicion exoge
_otra parte, la exposmlon endbgena se deriva de l b10s1

ompuestos Por
d,los compuestos
nitroso a partlr de sus. 996) ‘La Flgura 1.2
muestra las: prmc1pales fuentes de exposmlon a estos compuestos

precursores (Bartsch

- . EXPOSiCIION TOTAL ‘
EXPOSICION EXOGENA : ~ - EXPOSICION ENDOGENA
l O b i ‘ | |
ESTILO DE OCUPACIONAL INGESTA DE FORMACION
VIDA - PRECURSORES PRECURSORES

Tabaco Industria del plastico Nitritos Nitrito derivado
Humo de Curtido de pieles Nitratos del nitrato
tabaco Industria del metal Aminas (saliva, jugo
Cosméticos Industria quimica nitrosables gastrico)
Productos para Mineria
el aseo del Produccion de
hogar pesticidas
Medicamentos Produccién de
Drogas detergentes

Industria pesquera

Figura 1.2 Principales fuentes de exposicién a compuestos nitroso




Se.. conocen al menos dos vlas por las cuales los CNO se producen ,durante el

procesam1ento‘o cocc1on de los ahmentos La prlmera es. cuandojlos x1dos de

_cuando se utilizan temperaturas elevadas durante el procesamnento de ahmentos
en donde el nitrégeno molecular se oxida a sus formas NOx generandof os CNO
Por ejemplo, durante el secado de la cebada de malta para la elaboracmn de
cervezas y de whisky, la NDMA (y posiblemente otros compuestos S-, C-, O- 6 N-
hyitfro:s'g) se crea cuando los compuestos NOx derivados de la combustioén directa
en’tr‘arjl_; en ééﬁiaétbj»cbnz,a'r,rfifih’a}é;presentes en la malta: Es durante el proceso de
ferméntaéién que la NDMA aparece en el producto final. Un proceso similar opera
cuando los alimentos son cocinados directamente en la flama, especialmente los

que se asan (Bailey et al. 1991).

1.1.3. Metabolismo de los CNO

La principal via de absorcion de las nitrosaminas es a través del tracto
gastrointestinal, seguido por el estbmago y la vejiga; aunque existen evidencias de
que también se absorben a través de la piel, pero con menor rapidez y en
porcentaje bajo. Tras su absorcion, las nitrosaminas se distribuyen por el torrente
circulatorio y posteriormente sufren biotransformacion (Mirvish et al. 1993).

Las nitrosaminas, como la NDMA y la N-nitrosodietilamina (NDEA), son
compuestos estables que sélo se descomponen lentamente por accion de la luz o
en soluciones acuosas acidas. Necesitan de la activacién metaboélica para ejercer
sus efectos genotoxicos y su metabolismo ocurre predominantemente en el
higado, pero puede llevarse a cabo en otros 6rganos como el rifién y el pulmén
(Carmella et al. 1997). Las enzimas responsables de la activacién de este tipo de
carcinogenos son las oxidasas microsémicas de funcion mixta del citocromo P450.
El metabolismo se inicia con la hidroxilacion del carbon a (puede ocurrir



adicionalmente ‘iina B--06- una“—m-hidroxilaci()n).

7 descomponen

alqulldJazohldromdos y: pares de 1ones de mtrogeno sucesivamente. A estos dos

prlmeros pasos se-l

espontaneamente

para generar,

Estas - hidroxinitrosaminas se
monoalqullmtrosammas,

“conoce. como desalquﬂacwn (Hovmen y Flshbem 1992) Los
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Figura 1.3. Bioactivaciéon de los compuestos N-nitroso
(Tomado de Archer 1989)

a) El primer paso dentro del metabolismo de las nitrosaminas es la hidroxilacion del
carbén a a través de las enzimas microsomicas del citocromo P450. Durante este proceso
se forma una a-hidroxinitrosamina, que a su vez se descompone para producir un
alquildiazohidroxido que genera finalmente al ion diazonio (estructura en corchetes), que
son los metabolitos alquilantes intermedios responsables de los efectos biologicos
inducidos a las macromoléculas. b) Por su parte, la descomposicion de las nitrosamidas a
alquilantes intermedios ocurre por hidroélisis catalizada por bases y varia de acuerdo con el
pH.
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Por su lado, las nltrosamldas, como la N—mtrosomenlurea (MNU) son termolablles

y menos estables. E.Jercen su. accion mutagenica d simanera dlrecta Su
mo: 1 ' | ‘ enzimaticas  sino por su

descomposmlon espec1es alqullantes a traves'ide—la hxdrohslk : :Jatahzada por
bases y varl “de acuerdo con el pH ‘(Yang .:Smithi 1996) Sus- ‘metabolitos
'sonv,muy 1nestables Se ha determmado n nyamblente fisiologico
ble) ‘tiene vida media

que la a-h droxmltrosamma (el metabolito V est;
promedlo de 1 a 10 segundos (Mochizuki et al 1980) La Figura 1.3 muestra el
metabolismo de los compuestos nitroso.

1.1.4. Formacion endoégena de los CNO y la prueba de la nitrosoprolina

La nitrosacion endogena puede ocurrir a través de los siguientes mecanismos: (i)
reacciones mediadas por bacterias, macréfagos y posiblemente células
endoteliales y (ii) reacciones quimicas, generadas particularmente por las
condiciones acidas del estbmago. La primera de ellas puede ocurrir en sitios como
boca, estdbmago, intestinos, vejiga urinaria y vagina. Depende en gran parte de la
concentracién de la flora bacteriana y de condiciones fisioldégicas como la
hipocloridria, anemia, uremias e infecciones prolongadas. La nitrosaciéon a través
de reacciones quimicas ha sido considerada como la ruta mas importante para la
formacion endogena de los compuestos nitroso en el estomago. Ambos
mecanismos presentan factores que controlan la formacién de los CNO como pH,
concentraciéon de  nitrito, concentraciéon de nitr6geno  nitrosable,
catalizadores/inhibidores y tiempo de incubacién (Hill 1996).

La nitrosacién gastrica se inicia a partir de la ingestion de los nitratos usados
como preservadores en carnes, pescados, embutidos, quesos, productos
fermentados y en general en alimentos perecederos. Después de que el nitrato ha
sido absorbido por el tracto digestivo se supone que una cuarta parte del total
ingerido es secretado a la saliva por un mecanismo de transportes de aniones en
donde aparentemente solo el 5 % del nitrato es reducido a nitrito por bacterias
presentes en la cavidad oral. Al tragar la saliva, ésta eleva la concentracion de



nitrito gastrlco presente en cond1c10nes normales de-acidez estomacal (120 ug/L)

favorec1endo la reaccwn de ,mtrosacmn'(Mlmsh et aI 1995)

nmol (23 pg) de prolma mtrosada que se ongmo'baj 1 cond1c10nes acidas

normales del estébmago. Esta fue la primera: dem stracmn clara de que los
humanos pueden generar CNO in vivo. La nitrosacion dela prolina es un indicador
de la formacion gastrica de nitrosaminas y de la capacidad nitrosante del
estomago, pero no de los niveles gastricos de aminas y amidas. La nitrosacion
gastrica puede producir nitrosamidas u otros compuestos inestables que actiian
directamente en el estomago para iniciar un proceso carcinogénico 6 quiza CNO
estables que induzcan cancer en otros sitios del organismo (Ohshima y Bartsch
1981).

A partir de esta prueba se hicieron estudios in vivo de los CNO. En ratas F344 se
evidencio la formacion endogena de nitrosaminas especificas del tabaco al
administrarseles (S)-nicotina y NaNO,. Cuatro dias después, se recobr6 su orina y
se observd la presencia de tres metabolitos carcinogénicos de la nicotina, la N-
nitrosonornicotina (NNN), N-nitrosoanabasina (NAB) y N-nitrosoanatabina (NAT).
Estos metabolitos no se encontraron en las ratas que fueron tratadas con nicotina
sola o con nitrito de sodio solos, indicando que entre la nicotina y NaNO, se
produjo una reaccion de nitrosacion que origino a estos compuestos (Carmella et
al. 1997).

Drosophila melanogaster ha sido otro de los organismos que han evidenciado la
formacién de los CNO in vivo. Utilizando la prueba de mutacion y recombinacion
somaticas se evaluaron los efectos de la mezcla de metil urea (MU) y nitrito de
sodio (NS) para producir la reacciéon de nitrosacion, administrados por via oral a
larvas de 48 h de edad. Después de la emergencia de los organismos adultos se



observo que las frecuencias de mutacioh'es bbf é.lé' fueron 5.veces mas alta que la
del testigo negativo. Los tratamientos con MU y ‘NS por separado no. generaron
ningun dano. De estas observacmnes se concluyo que se llevo al cabo la
nitrosacién endédgena en donde el metabolito resultante de esta reaccion fue la
metilnitrosourea, proceso que se desarrolld principalmente en el tracto c_h'gestivo
de las moscas de manera similar a 1o que ocurre en el estbmago de mamiferos.
Este fue el primer trabajo en el que se evalud esta reaccion en un organismo

diferente a mamiferos (Guzman-Rincon et al. 1998).

1.1.5. Mutagénesis y carcinogénesis de los CNO

La diferencia en la estabilidad entre nitrosaminas vy nitrosamidas esta
correlacionada con la tendencia a generar tumores en smos espec1f1cos Por un
lado, las nitrosamidas producen tumores en el organo que imcxalmente fue
expuesto, - mientras que las nitrosaminas inician tumores en smos distantes
(Bartsch y Spiegelhalder 1996). : :

qu "fl'a'n»t‘es derivadas tarito de las nitrosaminas como
;i macromoléculas celulares, su principal blanco es el
¢ diiil'riitroso tienen sus principales sitios de alquilacién
€ lon: N7 y 0° de la guanina, sin embargo, la posicion N3 puede
ser ataéadé te én. Otros sitios susceptibles son las posiciones N1, 3y 7 de la
adenina (Bochert et al 1991, Kelly et al 1998); el sitio N3 de la citosina y del
uracilo, asi como el N3 y O de la timina (Singer y Essigman 1991). De éstos, la
formacion de aductos Of-alquil-desoxiguanosina (O%alkdGuo), O'-alquiltimidina
(O'-alkThd) y O%alquiltimidina (O*-alkThd) estan involucrados en la mutagénesis y
carcinogenesis de algunos 6rganos en animales de laboratorio (Shuker y Bartsch
1994). En humanos, los aductos OP-metil-desoxiguanosina (Of-MedGuo) y O
etiltimidina (O'-EtdThd) se han relacionado con la incidencia de cancer de es6fago
y pancreas (Li 2001). Los aductos O%-propilguanina y O°-metilguanina son los que
se detectan con mayor frecuencia en la mucosa gastrica, por lo que se consideran
responsables de iniciar el proceso carcinogénico en el estbmago (Palli et al. 2001).




Se ha demostrado en glandulas mamanas de ratas, que los pares 06 alqullguamna
(O" alkG) con’ tlmma.producen mutacxones por sustltucxon de bases G Co> AT que

inician - el ’proceso'vcarcmogenlco“ Esta. transxcxon es. resultado de. la replxcacmn
dlspare_]" 'de la guanina‘metilada en:la: pos1c1on O" del codon 12 (GGA) del oncogén
H -ras, mutacion caracteristica:de’ adenocarcmomas 1nduc1dos por la exposxcmn a
,MNU (Allay:e al::1999; Rajewsky. et dl 2000)

e ductosf"'pd;rj la:metilacién y piridiloxobutilacion

mtrosar’fiihas “especificas del tabaco, 4-
-(butanona) (NNK), 4-(nitrosometilamina)-1-(3-
‘ pulmon, esOfago v mucosa nasal de ratas.

K indujo también rompimientos de hebra simple e

1ncremento:l _ mvele d 8‘oxodesox1guan031na en el DNA (Hecht 1999). La Tabla

I.1 muestra algunos sitios de incidencia de los CNO.

Tabla I.1.- Sitios de exposicion mutagénica y carcinogénica de algunos CNO

CNO ORGANISMO SITIO REFERENCIA

NBMA Ratas Esofago Maliakal et al. 2002

MNU Ratas Rifi6n, estobmago Shiraki et al. 2002

MNNG Drosophila Ala, notum Sidorov et al. 2001

NNK Ratas Higado, pulmén, rifién, | von Pressentin et al. 2001

esofago

NNN Ratones Lengua von Pressentin et al. 2001

NDMA Ratas Higado Souliotis et al. 2002
Drosophila Ala Negishi et al. 1991

NMPz Ratas Cavidad nasal Spiegelhalder et al. 1984

NDEA Drosophila Ala Negishi et al. 1991

NMAN Ratas Esofago Tanaka et al. 1997

NBMA, N-nitrosobenzilmetilamina; MNU, N-nitrosometilurea; MNNG, N-nitrosometil-
nitrosoguanidina; NNK, 4-(nitrosometilamina)-1-(3-piridil)-1-butanona; NNN, N-nitrosonornicotina;
NDMA, N-nitrosodimetilamina; NMPz, N-nitrosomonopiperazina;

NDEA, N-nitrosodietalamina; NMAN, N-nitrosometilanilina.
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1.2. ANTIMUTAGENESIS

La antimutagénesis y la antlcarc1nogenes1s son areas que comprenden el estudio
de compuestos quimicos de origen natural o sihfétlco que muestran actlwdades'
moduladoras o inhibidoras ante los efectos causados por mutagenos Yy
carcmogenos conocidos. Con el objeto de detectar su efectividad utilizan sistemas

de prueba tanto n vitro como in vivo (Hayatsu y NegxshJ 1998)

Actualrnente se sabe que algunos componentes de la dieta expresan una variedad
amplla de actividades que pueden modificar la carcinogenesis de mutagenos,
estas sustancias conocidas como antimutagenos presentan gran diversidad de
origénes, mecanismos y niveles de accién, inhibiendo o interviniendo en los
multlples procesos de la mutagénesis. Entre estos compuestos se encuentran los
fenoles (catecoles), los acidos cmamlco, clorogemco, galico, elagico, ascérbico y
ret1n01co, algunos tocoferoles, hidroquinonas, porfmnas y vitaminas. También las
mezclas complejas como extractos de café, té, jugos de frutas, verduras y raices;
asi como leche, productos de soya; caseinas, pectinas y gelatinas han sido
determinados, entre muchos otros, como moduladores de la mutagénesis (De
Flora 1998).

Es de gran interés el estudio de estos compuestos para identificar sus mecanismos
de accién y la forma en que pueden utilizarse para la prevencion de enfermedades
de origen genético. La Tabla I:2 muestra una lista de antimutagenos presentes en
la dieta y sus posibles mecanismos de accion.

1.2.1. Inhibidores de los compuestos nitroso

Los antecedentes de que los CNO inducen diferentes tipos de cancer han generado
el interés por realizar estudios que evalten el efecto de inhibicién de compuestos
quimicos de origen natural o sintético que exhiban propiedades antimutagénicas
sobre mutagenos. Dentro de estos inhibidores se incluyen a las vitaminas, fenoles,
tioles, metales, mezclas complejas y oxidasas de funcion mixta, entre otros.
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Tabla 1,2.--Mecanismos de proteccion de compuestos naturales sobre
mutagenos y carcinogenos.
(Modificado de De Flora 1998)

MECANISMOS

EJEMPLOS

1. Mecanismos extracelulares
1.1. Inhibicién de la absorcion de mutagenos
‘1.2 Inhibicion dela formaci6on endégena de

Mutagenos y carcindgenos.
1.2.1. Inhibicién de la nitrosacién

1.2.2. Modificacién de la microflora intestinal

1.3. Desactivacion de mutagenos

2. Mecanismos intracelulares.

2.1. Modulacién del metabolismo

2.1.1. Inhibicién o activacion de promutagenos

y procarcinégenos

2.1.2. Induccion de las enzimas de la fase I

2.2. Bloqueo o competencia

2.2.1. Captura de moléculas electrofilicas

2.2.2. Accién antioxidante

2.2.3. Proteccic’m de sitios nucleofilicos del DNA

2.3. Inhibicién de la replicacién celular

2.4. Modulacién de la reparacion del DNA

2.5. Control de la expresion génica

3. Inhibicidn de la promocidon de tumores

. Inhibicién de efectos genotoxicos

. Captura de radicales libres.

. Inhibicién de la proliferacion y diferenciacion
celular

.4. Proteccion de la intercomunicacion celular

. Induccién de apoptosis celular
. Modulacién de la transduccion de sefiales

Www www
G Ul W W N e

. inhibicion de la progresion de tumores

4
4.1. Inhibicion de la vascularizacion de tumores
4.2. Efectos en el sistema inmune
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Fibras alimenticias

Vitaminas (acido ascorbico y a-
tocoferoles, catequinas, acido
clorogénico y galico, taninos, extractos
de comida y bebidas.

Productos fermentados

Vegetales con actividad de peroxidasa.
Fibras vegetales

Plantas cruciferas, fenoles, arilaquil
isotiocianatos, retinoides, flavonoides,
clorofilina, B-caroteno.

Fenoles naturales y sintéticos

A. elagico, flavonoides y clorofilina.
Provitaminas y vitaminas, polifenoles,
flavonoides.

A. Elagico, retinoides, poliaminas.

Retinoides
Vainillinas, acidos tanico y félico

Retinoides

Vitaminas, antioxidantes.
Antioxidantes

Retinoides

Retinoides, vitaminas, carotenos
Retinoides, flavonoides.
Flavonoides, retinoides.

Retinoides
Tocoferoles y retinoides



1.2.1.1. Vitaminas

Vitamina C (Vit.C). Fue la primera sustancia de origen natural que demostro
inhibir la nitrosacion de los CNO. Esta inhibicion fue mas efectiva para las aminas
con una tasa de nitrosacién lenta como la NDMA y para las arninas que se nitrosan
a velocidad moderada como la morfolina (MOR) y piperazina (PIP). En aminas de
nitrosacion rapida como la metilanilina (MAN) la inhibicién es incompleta (Stavric
1994).

En cepas TA1530 y TA100 de Salmonella typhimurium, la actividad mutagénica de
la NDMA, NDEA y N-nitrosomorfolina (NMOR) se redujo en presencia de Vit.C,
pero contrariamente a lo que se esperaba, las concentraciones altas de la vitamina

fueron menos efectivas que la concentracién baja (Soden y Lucas 1998).

En células del criceto dorado, la Vit.C redujo la cantidad de intercambio de
cromatidas hermanas (ICH) inducidos por la N-nitrosometilguanidina (MNNG)
cuando ambos compuestos fueron afiadidos simultaneamente a las células. Sin
embargo, el postratamiento 40 min después de la adiciéon del mutageno, mostro
que la Vit.C no interfirié con la actividad de la MNNG, por el contrario, su efecto
fue sinérgico provocando una mayor frecuencia de ICH. Se observé también al ser
incubadas ambas sustancias 30 min previos a su administracion, se obtenia
menor rupturas de DNA comparada con los fragmentos de DNA inducidos por la
MNNG en la ausencia de la Vit.C (Koropatnick y Stich 1980).

El 4cido ascorbico (ASC) como también se le conoce, demostroé inhibir la formacién
de NPRO en individuos de areas con alta incidencia de cancer. Se trataron a los
sujetos simultaneamente con ASC y prolina (PRO). Al cabo de 24 h se observ6 en
la orina recolectada la reducciéon de NPRO del 20% al 30% con respecto a los
sujetos a los que no se les administro el inhibidor. Los pretratamientos con 450
mg de ASC previo a la administracion de la PRO inhibieron 44 % la formacion de
NPRO. La inhibicion mayor (79 %) se obtuvo cuando se pretrataron a los sujetos
simultaneamente con ASC y PRO (Mirvish et al. 1995).
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Estudms en D melanogaster demostraron elkefecto antlmutagemco del ASC sobre;,,

de la mtrosacxon, la- metl "urea y el mtrlto de SOle. El ASC

dos: precursores‘
pI’OdLIJO reduccxon,en ‘a frecuenc1a e: mutacmnes totales por ‘ala mayor ‘al 50 %

Enfré Vl‘eﬂls. , Tgleren los p051bles mecanismos de accidon del acido
"n e 1nh1b1dor de 1a nitrosacion estan: (i) Reducir el nitrito a
rii‘tratd‘( 4 6), el cual no es agente nitrosante, por lo tanto, no puede actuar
dlrectament _para formar los compuestos nitroso, (ii) destrulr los radicales libres
ayudando a inhibir el papel de los mutagenos en la promocxon del- cancer, (m)'

competlr con aminas secundarias capturando la mayo cantldad de mtltof
disponible y (iv) prevenir el metabolismo oxidante via el 51stema del c1tocromo
P450. Actuando como agente antioxidante inhibe la produccmn de' metabohtos‘

electrofilicos (Mirvish 1997, Griffiths y Lunec 2001).

Vitamina E (Vit.E). Es un término colectivo 'éiué’~f'5é6mpretidé 8" difeientes
compuestos sintetizados de las plantas. El mas efectivo es el a-tocoferol (a-TOC)
(Odin 1997).

Se ha observado que la actividad antimutagénica de la Vit.E hacia la mutagénesis
inducida por la MNNG en cepas de Escherichia. coli depende del estado de la célula,
si esta en fase log, el o-TOC reduce el efecto de la MNNG, pero si esta en fase
estacionaria, no tiene ningin efecto en la induccién de la mutagénesis. Su
potencia antimutagénica fue mas marcada en la cepa mutada que en la cepa
silvestre lo que llevé6 a los autores a la conclusion de que los efectos
antimutagénicos de la Vit.E estan conectados con su influencia sobre la funcion de

la polimerasa III (Kalinina et al. 1985).

Por otro lado, la inhibicion de los efectos genotoxicos de la NMOR fue detectada en
ratas de la cepa Wistar que fueron alimentadas con soluciones de la nitrosamina.

Simultaneamente se adicion6 a la dieta o-TOC. Al término del experimento se




detectd: que el lnhlbldOl‘ disminuyé significativamente la. frecuenc1a de
romplmlentos en la cadena de DNA, a51 como. las- aberramones cromosoémicas
ocasxonados por la NMOR El estudlo sugmo que  los mecanismos por los cuales el

‘on del compuesto nitroso son similares a los del acido
et al. 2002). Resultados similares se obtuvieron en ensayos
v V79y Caco-2 (células de carcinoma de colon en humanos)
T itotoxicos de la NMOR y MNNG fueron disminuidos por la
pré::'sefrit:i Vi E,".«éugiriendo que la actividad antioxidante fue uno de los
prihcipalés ﬁiéc’@his‘rﬁidé de accion (Robichova y Slamenova 2002).

Vi't’amivnav" ‘A (Vit.A). Es un término no especifico para referir a dos familias de
diferentes compuestos, uno comprende a varios tipos de vitamina A preformada
(ésteres de retinil, retinol y retinal) y la otra incluye a varios tipos de provitamina
A encabezados por el B-caroteno (Love y Gudas 1994).

En S. typhimurium la sustitucion de pares de bases y rompimientos de cadena
sencilla del DNA asi como el indice de ICH en células cultivadas de mamiferos
fueron disminuidos por la presencia del retinol (De Flora et al. 1999). En estudios
in vivo, la administracion oral de retinil palmitato disminuy6 la induccién de
rompimientos de cadena simple en el DNA provocados por la NDMA (Webster et al.
1996) asi como la produccion de micronicleos generados por la NNK en
hepatocitos de ratas. Por su parte, el B-caroteno ha demostrado que bloquea la
actividad mutagénica de la NDEA disminuyendo el indice de ICH en cultivos de
glandulas mamarias de ratones (Alaoui-Jamali et al. 1991).

Se analiz6 la capacidad de quimioprevencion del acido retinoico-9-cis (93cRA) sobre
la induccién de los tumores generados por la MNU en ratas de la cepa Wistar y se
observdé que el 9cRA no disminuyd la presencia de tumores. Sin embargo, al
alternar el tratamiento con melatonina la reduccion de tumores fue significativa.
No se conoce con exactitud el mecanismo por el cual el 9cRA y la melatonina
actuaron para prevenir el dafio. Sin embargo, los autores sugirieron que ambos
compuestos actuaron de manera sinérgica modulando la actividad oxidante de la
MNU (Teplitzky et al 2001).
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Los mecamsmos antlmutagemcos propuestos para’ los retlnoles son similares a los
de las Vit C y E, que mcluyen la captura de radlcales hbres, la 1nh1b1c1on de las
enzimas del citocromo P450 y la modulacién del proceso ox1dante de los
compuestos (Odin 1997).

- 1.2.1.2, Compuestos aislados de plantas

Capsaicina (CAP). Es el principal componente de los frutos de chile. Sus
propiedades quimiopreventivas son atribuidas a la modulacion de la activacion
metabolica de promutagenos y a la interferencia de los metabolitos genotéxicos
(Wattenberg 1985). En células de criceto dorado, la capsaicina inhibio el
metabolismo de la NNK modulando las reacciones de reduccién, N-oxidacion y a-
hidroxilacién del mutageno, sugiriendo que el mecanismo involucrado “fuie';la
inhibicién de las isoenzimas de las familias CYP1A y CYP2B (Miller et al 1993).

Acidos fenélicos. En el ensayo con S. typhimurium la actividad antimutagénica de
los écidos caféico, galico, clorogénico y tanico hacia la mutagenicidad de MNNG y
MNU ha sido demostrada. Los estudios polarograficos y espectrofotométricos
revelaron la interaccion entre estos CNO de acciéon directa y los fenoles,
especialmente cuando estos ultimos estuvieron presentes en exceso, sugiriendo
que uno de los mecanismos por el cual inhibieron la mutagenicidad de los CNO es
compitiendo por el nitrito disponible en el medio (Brockman et al. 1992, Kuo et al.
1992). Sin embargo, hay datos que sugieren que la inhibicion de la MNU por el
acido elagico no parece causada por un mecanismo de competencia. Los estudios
realizados in vitro con DNA hidrolizado mostraron que el acido elagico no evit6 la
metilacion de la guanina en la posicion N-7 pero si en la posicion O°. La inhibicion
ocurri6 s6lo cuando la doble hebra del DNA fue usada como sustrato. Estos
resultados sugirieron que el acido elagico incapacita la mutagenicidad de la MNU a
través de un mecanismo de unién afin entre éste y el diplex de DNA (Dixit y Gold
1986).

Isotiocianatos. En experimentos a corto plazo, hembras de raton A/] recibieron
durante 4 dias, 5 umol de varios (CH,)_-fenitil-NCS seguido por una dosis de NNK
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(10 pmol por myeccxon ip:)s D1ec1sels semanas- despues se cuantlflco la presenc1a
de tumores en pulmon y se observé que e,l fenitil- NCS y ol arlal. .

provocaron una marcada reduccxon en la formacmn de tumores.Los estudios
cion’ Of:era. mhlblda

moleculares mostraron que la met11ac1on del DNA en:la posi
con mejor ef1c1enc1a '
relac1on dlrectamente

1sot10c1anatos y.

Ratas machos d epa F34 que:fuero tratadas‘con N mtrosobenzllmetllamma

(NBMA) desarrollaron ‘tumores ’esofaglcos al cabo de 25 semanas de tratamlento El

gnipo expenrnental‘ahmentado ademas de NBMA con femtll-NCS mostroi una
dJsmmumon sxgmflcatlva en el nimero y el tamafio de tumore
sugmeron que los isotiocianatos bloquearon la formacion de
preneoplasmas y neoplasicas mediante la disminucion de la formacmn de aductos
N7y 06 metllguanma (Stoner et al. 1991).

El mecani_smo plausible del efecto anticarcinogénico de los isotiocianatos es la
modulacion en el metabolismo del carcinégeno, ya sea inhibiendo su activacion
y/o- acelerando su eliminacion. Las evidencias se basan en las siguientes
observaciones: (a) la formacion de aductos de DNA y las modificaciones a
nucleétidos, (b) las tasas de activacion del carcindgeno y los niveles enzimaticos
de,la Fase 1 y (c) la actividad de las enzimas de la Fase 2 y los niveles de GSH
(Hecht 2000, Seow et al. 2002).

Catequinas. En un estudio realizado en S. typhimurium se analizé el efecto de 5
catequinas, la ecpicatequina (EC) la epigalocatequina (EGC), la galato
epigalocatequina (EGCG) y la galato epicatequina (ECG) sobre la nitrosacion de las
aminas secundarias DMA, MOR y MAN. Las aminas fueron incubadas con nitrito
de sodio en presencia o ausencia de los agentes inhibidores. Los resultados
mostraron que las cinco catequinas inhibieron mas del 50 % la nitrosacion de la
DMA y MOR pero solo alteraron parcialmente la nitrosacion rapida de la MAN. En
casos excepcionales, la inhibicion fue mas efectiva que la del acido ascérbico. El
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estud.lo mostro ademas que la 1nh1b1c1on de la formac1on dela NDMA fue a‘razén
molar de 1 2 catequma/mtrlto respectlvamente (Tanaka et aI. 1994)* '

En una serie de expenmentos paralelos, las nitrosaminas NDMA NMOR y:N-
nitrosometilanilina (NMAN) ya formadas fueron incubadas con EGCG. Al final del
tratamiento-no se detectdé ningin tipo de degradaciéon de las nitrosaminas. Dicha
obsérvécién indicé’ que las catequinas no inhibieron el efecto de los CNO por
descomposicion de las nitrosaminas ya formadas, sino impidiendo la produccion
del’ compuesto nitroso. Por lo tanto, el mecanismo de acciéon antimutagénica
sugerido para las catequinas, es la competencia con las aminas secundarias para
utilizar el nitrito (Tanaka et al. 1994).

Este mismo mecanismo se sugirié para las catequinas que inhibieron el efecto de
la combinacion nitrito de sodio-metil urea reduciendo la frecuencia de mutaciones

somaticas en D. melanogaster (Guzman-Rincon et al. 1998).

Flavonoides. En investigaciones hechas en ratas macho de la cepa Wistar se
administraron tratamientos con diosmina, hesperidina y la mezcla de ambos. Al
mismo tiempo se les inyecté MNAN por 12 semanas. Los resultados mostraron
que estos flavonoides disminuyeron los tumores esofagicos (papilomas vy
carcinomas) hasta 100 % Los autores consideraron como posibles mecanismos de
accion (1) la modulacion de la activacion metabolica de la MNAN, (2) la
desintoxicacion del carcinogeno y (3) la inhibicién de la proliferacién celular
(Tanaka et al. 1997).

1.2.1.3. Metales

Selenio. En estudios de pre- co- y post-tratamientos realizados en las cepas TA100
y TA1535 de S. typhimurium se analizo6 el efecto del selenito de sodio y cafeina en
contra de la mutagenicidad inducida por la MNU y MNNG. Los resultados del
pretratamiento mostraron una relacion dosis-respuesta entre el selenito de sodio y
la mutagenicidad de los CNO. A mayor dosis de selenito de sodio, menor cantidad
de mutaciones. En el cotratamiento, el selenito de sodio disminuy6é en 50 % el

18




niimero- de revertantes- produc1dos por: la MNNG y.en: el post tratam1ento no-se -

observé influencia sobre la mutagenimad de los CNO El mecamsmo por el cual el

selenito de sodio 1nh1b10 la acc1on mutagemca de la MNU,y MNNG todav1a no esta
bien esclarec1do Sm embargo, se sugirio que ‘emste mteraccwn extracelular
mutageno-antlmutageno antes de que los prunéros eJerzain su acc1on mutagemca
(Balansky 1992)

aCiones espontaneas en la

; ; ctenza por. tener alterada la
DNA: pohmerasa III Se observo que las frecuenmas de error en la duplicacion del
DNA fueron reducidas por la presencia del CoClz, aunque no se determiné el
mecanismo exacto por el cual se llevo al cabo este proceso, se sugirié que existe la
posible interaccion del cobalto con la proteina recA que tiene un papel importante
en la reparacion del DNA (Inoue et al. 1981, Kiuchi et al. 1984).

Cobre. En DNA de ratas, la formacion de aductos 0°-MeG y N7-MeG producidos por
la NDMA fue suprimida significativamente por la administracién de acetato de
cobre. Asimismo, en células de higado de rata la tasa de metilacion de nucleos
provocados por la MNU también fue reducida. Algunos estudios han demostrado
que ciertos iones metalicos son reconocidos por reaccionar con sitios nucleofilicos
formando complejos de iones-bases y es probablemente esta caracteristica la que
evita que los acidos nucleicos sean atacados por agentes genotoxicos (Demaut y
Seils 1997).

1.2.1.4. Mezclas complejas

Extractos de verduras y frutas. En D. melanogaster se demostrdé que
pretratamientos a larvas de 48 h de edad con extractos de chile Capsicum spp.
inhibieron entre 50 % y 99 % la frecuencia de mutaciones causada por los
metabolitos resultantes de la mezcla de metil urea y nitrito de sodio. Esta
inhibicién fue directamente proporcional al contenido de ASC presente en los
extractos, sugiriendo que su actividad antimutagénica pudo ser causada por este
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compuesto. Sm embargo no se descarto otro t1po de mhibldores como B caroteno
Vi to" ”et al 2001)

clorofilina, capsalcma, tocoferoles, entre otros (Ram e

La formacién dé NPﬁO ido- mhlblda por‘ chferentes extractos de

frutas y verduras como-e ct ‘ , 1a pi a';‘ el Jltomate, la. fresa, la zanahorla Yy
el-apio. DleClSEIS su_]etos consumierondurante 18 dias consecutivos una dleta,_,,
estandar baja en nitratos y ASC. Cada tercer dia se les adicion6 nitrato y PRO
seguido pof agua destilada. En los dias restantes, ademas del nitrato y la PRO se
les aliment6 con los jugos antes mencionados. Un dia después de los tratamientos
se analizé el contenido de NPRO y se noto que, a excepcion del jugo de apio, todos
los extractos inhibieron significativamente la formacién de la NPRO, siendo los de

- pifia, tomate y chile verde los que inhibieron tan efectivamente como el ASC. Al
parecer la nitrosacion endogena fue bloqueada por el ascorbato presente en los
jugos (Helser et al. 1992). Estos resultados concuerdan con los reportados por
otros investigadores que demostraron la inhibicion de la NPRO con jugo de
cascara de naranja y té verde (Xu et al. 1993).

Extractos de té. Para estudiar la inhibicion de aminas secundarias fueron
utilizados 5 tipos de té verde, 1 de té tostado, 1 de té fermentado y 1 de té negro.
En los experimentos in vitro se incubaron por separado DMA, MOR y MAN con una
soluciéon de nitrito de sodio y la presencia 6 ausencia de los agentes inhibidores.
Los resultados mostraron que las 5 variedades de té verde inhibieron
eficientemente la produccion de NDMA, NMOR y NMAN mientras que las
variedades restantes elevaron ligeramente la formaciéon de la NDMA e inhibieron
con menor eficacia a la NMOR y NMAN. Los autores consideraron que el efecto
inhibidor de los extractos se debi6 principalmente a la presencia de catequinas ya
que los analisis de su contenido mostraron la presencia de EGC y EGCG
principalmente en las variedades de té verde, lo que concuerda con el efecto de
inhibicidon que mostraron hacia algunas aminas secundarias (Tanaka et al. 1994).

Estudios realizados en humanos demostraron que el consumo de 1 g de té verde

por dia bloquea parcialmente la sintesis endogena de la NPRO y el consumo de 3 a
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5 g disminuye la formacién"“de" la. NPVRFO ‘hasta los niveles basales (Wu et al. 1993).
Por otro lado, la formacmn de NDMA y N-mtrosopxperldma (NPIP) fue inhibida por
el consumo de 2 g (4 tazas) de te verde, sin embargo, el consumo de 8 tazas
implica un gran nesgo en el mcremento en la produccion de NDMA por

mecanismos que ain no son conoc1dos (Vermeer et al. 1999).

1.2.1.5. Otros

Clorofilina (CLO). Estudios realizados en S. typhimurium demostraron que la CLO
disminuy6 significativamente la cantidad de revertantes provocac{os porla.NNK y
NNN pero influyé ligeramente en los resultados con NDMA. ‘Los mismos
experimentos pero excluyendo diferentes cofactores de la mezcla SQ’demostrarori
que la CLO interfirié en el ciclo de la NADPH, sugmendo que mteractuo con el
sistema de transporte de electrones involucrados en la: act1vac1on de -los
compuestos. Utilizando el ensayo hprt V79 se detectd tamblen que la CLO mhxblo
el efecto de la NNK, NNN y NDMA pero no el de la MNU, estos resultados apoyan la "
hipétesis de que la modificacion de la mutagemmdad de‘mtrosam as ocumo

principalmente durante la activacion metabélica de los compuestos (Romert et al
1992). e

En el ensayo de mutacién y recombinacion somaticas en el ala de D. melanogaster
la NDMA, NDEA, NPIP y NMOR mostraron un alto efecto genotoxico. Sin embargo,
la clorofilina disminuy6 significativamente la frecuencia de manchas totales por
ala obtenidas con estos compuestos. No obstante, el mecanismo por el cual se
realiz6 esta inhibicion no esta bien esclarecido (Negishi et al. 1994).

Of-alquilguanina alquiltransferasa. Conocida como AGT 0 ATasa, es una enzima
codificada por el gen metilguanina metiltransferasa (MGMT). Repara los aductos
O°meG y O-meT del DNA. Este tipo de lesiones es causado principalmente por
agentes alquilantes y compuestos nitroso. Se han sugerido dos mecanismos por
los cuales la AGT inhibe la mutagénesis provocada por los CNO: (1) removiendo el
grupo metilo de los metabolitos carcinogénicos (Frosina 2000) y (2) por afinidad
de union esteiquiométrica 1:1 entre AGT:DNA (Rasimas et al. 2003).
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Alguilaminas. Las alquilaminas n-propil-, -butll- n-hexll n _ocnl- y n- nomlamma, :

inhibieron la mutagemadad de la NDMA en SalmonelIa, e ffecto fue mayor cuﬁe}pto: -
mas grande era la cadena alqull del compuesto "Las ctlvxdades mutagemcas de
otras mtrosammas como la NDEA, mtrosoplrrohdma A(NP/YR)'Y:y NMOR“ fueron,; 4

Otro. mecamsmo ug bicion del proceso de activaCiQn de los’
~compuestos (Neg1$h1y o e g

Otros compuestos que tar han demostrado inhibir el efecto de los CNO son
-bromodesoxiuridina, tetraclorito de carborvl’oa, co-

tocromo ¢, 2,6-dicloro-4-nitrofenol, EDTA, elastatinal, 4cido -

3'ami"°harmgp benz
enzima A, cuferro
B-indOla’c'éﬁ’co"heho' hldroq‘llnona, a-naftoflavona, anélogos de NAD, bisulfato de

sodié, lgétﬁépkt_pml‘pma,' diéxido de carbono y nicotina, entre otros (Gichner y
Velemmsky 1988; Shuller et al 1991, Kirsch et al 2000). Sin embargo, se ha
Obséfvadd’:f:qﬁ'e los resultados obtenidos con estos compuestos son limitados y
pocd consistentes, por lo que se necesitan mas estudios para determinar su
relevancia en el campo de la antimutagénesis.

Son varios los mecanismos por los cuales los antimutagenos inhiben el efecto de
los compuestos nitroso: (a) formacion de complejos mutageno-antimutageno; (b)
competencia por aminas secundarias; (c) desactivacién de enzimas metabolicas;
(d) reduccioén del nitrito a nitrato; (e) captura de radicales libres; (f) prevencion del
metabolismo oxidante del P450; (g) interferencia en el transporte de electrones y
(h) uniones afines antimutageno-DNA. Sin embargo, es muy posible que existan
otros mecanismos involucrados. La Tabla 1.3 resume algunos de los mecanismos
de inhibicion hacia los CNO.
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.. Tabla L3. Mecanismos de inhibicion hacia los CNO

INHIBIDOR

CNO

MECANISMOS

Acido ascorbico.

"NDMA, NMOR, MNNG,

QNPRO MNU.

Captura de radicales libres.
Competencia por el nitrito.

Prevencion del mecanismo o‘adante

Conversién del NO, a NO.

eTOC

= :I\INNG. NMOR

e Reaccién sobre la polimerasa II.
e Captura de radicales libres.
e Prevencion del mecanismo oxidante.
Retinoles NDMA, NDEA, NNK o Captura de radicales libres.
el el o Inhibicion de las enzimas del P450.
e Accion antioxidante.
Fenoles MNNG, MNU + Uniones afines.
Clorofilina NNK, NNN:, : » Interferencia con el transporte de e’
o ' e Modulacién del metabolismo.
Isotiocianatos . 'NNK NBMA 4 ¢ Modulacion del metabolismo.
Flavonoides ¢ Modulacion del metabolismo.
e Desintoxicacion del carcinégeno.
o ¢ Inhibicion de la proliferacién celular.
Catequinas NDMA; NMOR, NMAN e Competencia por el nitrito.
Selenito de sodio MNU, MNNG » Interaccién molecular extracelular.
Acetato de cobre MNU e Formacion de complejos iones-bases.

O° AGT CNO en general ¢ Removiendo el grupo metilo de los
metabolitos carcinogenos.
¢ Afinidad de unién estoiquiométrica
AGT:DNA.
Alquilaminas NDMA, NDEA, NPYR, ¢ Inhibicion de la actividad metabdlica.

NMOR

NDMA, N-nitrosodimetilamina; NMOR, N-nitrosomorfolina; MNNG, N-nitrosometilguanidina; NPRO,
N-nitrosoprolina; MNU, N-nitrosometilurea; NDEA, N-nitrosodietilamina; NNK, 4-
(nitrosometilamina)-1-(3-piridil)- I -butanona; NNN, N-nitrosonornicotina; NBMA, N-

nitrosobenzilmetilamina; NMAN, N-nitrosometilanilina; NPYR, N-nitrosopirrolidina.
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1.3. Drosophila melanogaster COMO SISTEMA DE PRUEBA

Existen muchas caracteristicas que hacen a Drosophila un organismo idoéneo para
el estudio de la genética lo que deriva a realizar pruebas adecuadas de
genotoxicidad. Entre sus ventajas estan: (1) es un organismo pequeo,
anatomicamente complejo y de facil manejo, (2) su ciclo de vida es corto, (3) las
condiciones para cultivarlas son simples, baratas y de facil control. Pueden
propagarse desde unas docenas hasta miles de organismos al mismo tiempo, (4)
actualmente se conoce todo el genoma de la mosca de la fruta observandose que
en sus 4 cromosomas existe un total de 180 Mb de secuencias totales; 140 Mb de
secuencias eucromaticas y se han detectado entre 12 a 14 000 genes (Adams et al.
2000), (6) el espectro de valoracién de riesgo genético que es detectado con el uso
de este insecto es muy amplio y (7) puede realizar la mayoria de las funciones
enzimaticas que se efectian en los microsomas del higado humano, en donde se
activan gran cantidad de carcinégenos y mutigenos indirectos. Las enzimas
involucradas tienen accién de oxidasa y se caracterizan por carecer de
especificidad al sustrato, tal como ocurre en el higado de mamiferos (Saner et al.
1996). Estas ventajas confieren a Drosophila caracteristicas adecuadas para
utilizarlas como sistema de prueba (Katz y Foley 1993, Guzman-Rincén y Graf
1995).

1.3.1. Citocromos P450 en Drosophila

Tomando en cuenta que el efecto mutagénico de los CNO se debe en gran parte a
la activacion metaboélica de estos compuestos, es importante considerar que D.
melanogaster cuenta con enzimas de la familia de los citocromos P450 muy
parecidas a las encontradas en vertebrados (Tijet et al. 2001). Estan presentes en
multiples formas en muchos de sus tejidos a lo largo de su desarrollo, activando
hormonas y feromonas, participando ademas en la desintoxicacién y en la
activacion de numerosos xenobiéticos. Las reacciones mediadas por estas enzimas
son muchas y variadas al igual que en vertebrados, entre ellas estan la
hidroxilacion del carbon, la desalquilacion oxidante, la epoxidacién, la
hidroxilacién aromatica y las S- y N-oxidaciones (Amichot et al 1998).
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El grupo de en21mas del citocromo P450 en msectos mas extensamente estudlado -
es el de’la famlha CYP6 ‘que esta mvolucrado en el metabolismo de msectlmdas y
de productos secundarlos de plantas conocidos como aleloqulmlcos (Damelson et
-al.: 1997) este grupo esta relacionado filogenéticamente por sus secuencias de
amlnoacldos a la familia CYP3 de vertebrados, las principales isoformas que

) ngé,taboli‘yzan drogas (Dombrowski et al. 1998).

1.3.2. Prueba de mutacion y recombinacion somaticas (SMART)

Uno de los bioensayos empleados para determinar la genotoxicidad de
compuestos es la prueba de mutaciéon y recombinacién somaticas (SMART) en D.
melanogaster, en donde es posible detectar un amplio espectro de eventos’
genéticos. como mutaciones, deleciones, aberraciones = cromosomicas,
recombinaéién;mitética y conversion génica (Graf et al. 1984).

sfﬁ basada en el hecho de que durante las primeras etapas del
?embrionario de Drosophila se presentan grupos de células

déSafr"o:lklo

empaquetadas conocidas como discos imagales. Estas células proliferan
mltotlcamente durante el desarrollo larvario hasta la metamorfosis en donde se
diferencian en estructuras del cuerpo de la mosca adulta como ojos, alas y
antenas, entre otras. Si ocurre una alteracion en una de estas células se
manifestara en todas las células descendientes las cuales formaran un clon de
células mutantes. Si la alteracioén causa un cambio visible en el fenotipo, el clon de
células mutantes podra ser detectado como manchas celulares en la superficie del
cuerpo de la mosca adulta (Graf et al. 1984, Guzman-Rincon y Graf 1995).

La prueba SMART fue disefiada para detectar la pérdida de heterocigosis de
marcadores genéticos adecuados los cuales determinan fenotipos que se expresan
en los ojos y en las alas de las moscas. Dos marcadores han sido utilizados en la
prueba del ala, el mwh que es recesivo en condicion homocigética y produce
multiples tricomas por célula en lugar de uno solo en condiciéon normal y el

marcador que produce tricomas con apariencia de flama (fIr) (Graf et al. 1984).

25




Mésrdetyalle‘s‘ sobre los marcadores vy las cruzas utilizadas en la prueba SMART se
propo[giohai‘e’i’h en Materiales y Métodos.

El enséYo de:genotoxicidad somitica en D. melanogaster ha sido utilizado para
detectar nachvacxon de compuestos toxicos asi como la activacién' de
) promutagenos, smndo uno de- los meJores ensayos para demostrar la Vreaccwn deir
genotoxmasé ' :orgax'nsmos eucarlbntes multicelulares a través de la- expresxon dek‘

Rodnguez Arnaiz 1998, Kaya et al 1999“Karekar

et at 29005.

Frohch y W ,rgler (19 ‘9) esarr ‘llaron"'una n‘ eva ’nea de mos’k"as quue presenta el
alelo del ‘gen- Rl que: le: er iaal DDT. Esta lmea,
denommada de ‘bioactivacion: elevada expresa d form constitutiva- una mayor

cantidad de P450 lo que hace evidente una mayor respuesta genotox1ca de
promutagenos. Esta cruza ha permitido detectar la genotoxicidad de algunos
hidrocarburos aromaticos policiclicos (Delgado et al 1995) y aminas aromaticas
(Rodriguez-Arnaiz y Aranda 1994) entre otros promutagenos que son también
metabolizados por citocromos P450 de mamiferos.

Para correlacionar los datos obtenidos a través de SMART con aquellos observados
en mamiferos, es importante conocer mas acerca de la variedad de enzimas
presentes en la mosca asi como de su especificidad al sustrato. En este sentido
Saner et al. (1996) realizaron un estudio molecular del CYP6A2 en dos cruzas de
D. melanogaster, una con niveles normales de citocromo P450 y la otra con niveles
elevados. Observaron a través del anilisis del mRNA mayor cantidad de esta
enzima en el tercer estado larvario de la mosca, lo que sugirid que la resistencia a
insecticidas puede estar relacionado con la expresion del CYPGA2. La especificidad
al sustrato fue determinada por la expresién heterdloga co-expresada de esta
enzima con el cDNA del citocromo P450 NADPH-oxidorreductasa de humanos en
la levadura Saccharomyces- cerevisiae, demostrando que es capaz de transformar a
la aflatoxina B, (AFB)) en un producto que induce recombinacion en el DNA. Al
igual que con la AFB,, otros dos promutagenos fueron metabolizados, el 3-amino-

26




p1r1dol[4 3- b]mdol (Trp -P- 2) y el 7-12 dnnetll-benzo antranceno (DMBA), los cuales
ya se hablan detectado como compuestos genotoxxcos en SMART 51endo la cruza

que expresé mveles elevados 1y lc1}tocromo Ta de mayor sen31b111dad genotoxica
(Graf et aI 1984 Frohch y Wurgler!'1989) ‘

‘La. prueba SMART ha SldO prewamente utilizada para. determinar el efecto
genotoxmo de algunas nitrosaminas como la NDMA (Graf et al 1984) NDEA (Graf
et al 1983, 1984), NMOR (Surjan et al. 1985) y NPIP (Graf et aL 1989) Otros—
estudxos ‘han ev1denc1ado la mutagemcxdad de la NPYR, NDMA NDEA NDBA
NMORy. NPIP en este sistema, observando que a excepcion de las dos prlmeras, el

resto de las nitr ammas tuv1eron la habllldad de inducir recombmacmn mltotlca
< tlcas (Neglshl et aI 1991)

También'fs,é.?h,",Qétéctado a través de este bioensayo la capacidad de inhibicién de

algunos"véof:r'lpiieStos sobre mutagenos y carcinogenos. Entre estos inhibidores
estan los funguicidas (Rahden-Staron 2002), aceites derivados de plantas (Idaomar
et al 2002), el selenio (Rizki et al. 2001), mezclas complejas (Ramirez-Victoria et
al. 2001) y como ya se habia mencionado, el acido ascorbico y la clorofilina, entre
otros.

Por lo anterior, se ha considerado al bioensayo D. melanogaster-SMART como un
sistema adecuado para el estudio de la activacion metabdlica de compuestos
nitrosos y sus posibles moduladores, substituyendo parcialmente a otras pruebas
mas laboriosas realizadas principalmente en mamiferos.
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2. OBJETIVOS

2.1. GENERAL

Demostrar que algunos extractos de d1versos tlpOS de’ chlle 1nh1ben la .

reaccion de n1trosac1on in wvo, 351 como ldentlflcar algunos de sus

componentes y sus p051bles mecamsmos de acc1on

2.2. PARTICULARES

28

. manzano, chllaca y poblano sobre la reacci6

Determinar la genotoxicidad de:la metil urea y del mtrlto ‘de sodxo, a81
como de la mezcla de ambos a través del bloensayo de mutac1on y
recombinacién somaticas en larvas de las cruzas estandar y de
b10act1vac1on elevada de Drosophila meIanogaster :

Valorar la actlwdad inhibidora de los homogenelzados de los chxles

e mtrosacxon in vivo.
Estimar las concentraciones de clorofilina, acido ascérbico y capsaicina en
los homogeneizados de chile, s

Realizar la reacciéon de nitrosaciéon in vitro y determinar su espectro de
absorcion.

Efectuar ensayos espectrofotométricos para determinar la posible
interaccion del acido ascorbico, la capsaicina y la clorofilina con los
precursores de la nitrosacioén.

Determinar el posible mecanismo de accion del acido ascorbico y de la
clorofilina.




3. MATERIALES Y METODOS

3.1. COMPUESTOS QUIMICOS

Los siguientes compuestos fueron comprados a Sigma Chemical Co. (St. Louis
MO, EU): metil urea (MU) CAS 598-50-5), mtrlto de sodio (NS) (CAS 7632-00-0), N-
nitrosometilurea (MNU) (CAS 684:93:5), capsaicma (CAP) (CAS 404-86- 4),..y
Clorofilina Cu-Na (CLO) (CAS 11006-34-1). El acido ascorblco (ASC) (F377827) fue
adquirido de Merck Labh. (México).

3.2. DETERMINACIONES QUIMICAS

3.2.1. Obtencion de los homogeneizados de chile (Capsicum spp.)

Los chiles empleados en este trabajo fueron la chilaca (CHI), el manzano (MZN)'y
el poblano (POB), que se compraron en un supermercado local. Sé lavaron y Se les
quitaron el tallo, las semillas y las venas para finalmente cortarlos en rajas Se ~
extrajo el jugo por medio de un extractor automatico (Turm1x NOM 754) y se
colocaron por separado en contenedores de plastlco de 100 ~ml
Aproximadamente las tres cuartas partes ‘del Jugo se almacenaron en un
ultrarrefrigerador (Kelvinator HFM151K6W1) a temperatura de —70 °C ‘el restante
se liofiliz6 en una liofilizadora tipo LabConco Freezone 12 a -40 °C y.un vacio de
10x10? Mbarr. Cabe mencionar que todos los” anah}sls_,blqlogrxcois y quimicos
realizados en este trabajo se hicieron con los mismos fxohiogéneizados.

3.2.2. Determinacion del acido ascorbico

La cuantificacién se hizo a través del método de titulacion 2,6-dicloroindofenol
(DCP) determinado por la Asociaciéon Oficial de Quimica Analitica (1990) (AOAC
por sus siglas en inglés). La solucion estandar de vitamina C se prepar6 pesando
10 mg de acido ascorbico los cuales se aforaron a 10 ml con acido acético al 5 %
dando como concentracién final 1mg Vit.C/ml. La solucién titulante consistié de
25 mg de diclorofenol-indofenol mezclado con 12.5 mg de bicarbonato de sodio
disueltos en 250 ml de agua destilada.
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Se tomaron 10 ml de cada uno de los extractos de chlle y se homogenelzaron con
50 ml de &cido acético al 5 % con' ‘l fxn':de macnvar ala ascorbato oxidasa -
) agua, s" flltk aron'y se tomaron dos ahcuotas :

endogena. Se aforaro
' ta-en-un ,matraz A se tltularon

o 'C fenol 1ndofenol hasta que la muestra vu'ara a

color. rosadory permanec1era asi por 10 segundos Los calculos se realizaron -
tomando comoestandar los valores de la solucion de mdofenol con51derando
que la cantidad consumida en mililitros a través de este método, equlvale a un

mllxgramo de vitamina C presente en la muestra analizada.

3.2.3. Determinacioén de la capsaicina y la clorofilina

Fueron hechas de acuerdo con los procedimientos de la AOAC (1990). Se utilizo
un espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 2 de doble haz UV/VIS. Debido a que
en el espectro visible la capsaicina tiene su mayor pico de absofcién a-los 280
nm y la clorofilina a los 405 nm, se emplearon estas longltudes de onda para
realizar las lecturas. La cantidad de capsalcma fue calculada usando una curva
estandar de capsaicina pura (0.5 pg/ml a 2':'0 pg/ml y=3. 03x103 x+ 2 1x102, en
donde y = absorbencia a 280 nm y x= concentrac1on de capsa1c1na en pg/ml) con
r=0.9992. Para la clorofilina (2.5 pg/ml a- 20 pg/ml; y =-6. O7x103 x +3. 6x10% en
donde y = absorbencia a 405 nm y x =concentracion de clorofllma en pg/ml) con
valor de r=0.9998.

3.3. ENSAYOS BIOLOGICOS

3.3.1. Lineas y cruzas de Drosophila melanogaster

Se utilizaron 3 lineas de D. melanogaster con los siguientes marcadores genéticos
(Lindsley y Zimm 1992).

a) fIr/In(3LR)TM3,ri p* sep I(3)89 Aa bx’* e Bd. Esta linea es portadora del
marcador flare (fIr) que se reconoce fenotipicamente por la presencia de
tricomas de forma irregular en térax, abdomen y alas. Se ubica a 38.8
unidades de mapa en el cromosoma 3 y es letal en condicion homocigética.
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Para mantener esta linea se necesua la presenc1a del cromosoma balanceador ﬁ
con’ mversmnes multiples (TM3) que ademas porta el marcador dommante,-.

Bds que permlte el reconoc1miento fenonpl

de “serratla" (alas con bordes Slendo letal en co ‘_d;cmn .

homoc1got1ca, la hnea esta f

i‘yd1v1dhos heterocxgotos paia los
7 :marcadores ﬂr’ y Bd‘ es dec1r, ‘ ‘

por la alteracxon en el niimero- d, ricomas p doa
presentar de 2 a 7 en Iugar de 1 como- ocurre en el ] e, E:

Con las hneas anterlores se reahzaron dos cruzas, la‘est ndar (ES) ?2 ﬂr’/TMS
B x d' m_ /mwh yla de bioactivacién elevada (BE) QQORR ﬂr’/’IMS Bd&
X a'o’mwh/mwh

Ambas cruzas producen dos tipos de progenie las cuales se distinguen
principalmente por la presencia del marcador B&®. La primera progenie consiste
de organismos transheterocigotos para los marcadores mwh,flr'/mwh,flr', es
decir, moscas con fenotipo de ala silvestre. En la segunda, estan los organismos
heterocigotos portadores del cromosoma balanceador con fenotipo de alas
serratia mwh, flr'/TM3,Bd’.

3.3.2. Disefio experimental

Después de realizadas las cruzas se colectaron los huevos en frascos de cultivo
de 250 ml con agar y levadura durante 8 h y se incubaron a 24 ‘C de temperatura
y con 65 % de humedad relativa hasta completar 48 h. Posteriormente las larvas
se removieron del medio y se lavaron con agua corriente. Se colocaron 150 a 200
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individuos en tubos homeopaticos conteniendo 0.7 g de puré de papa (Maggi®)
_hidratados con 5 ml de las soluciones a probar, - "~

3.3.2.1. Concentraciones S e . :
Se realizaron ensayos preliminares para determmar la t0x1c1dad de los
compuestos y se establecieron las 31gu1entes concentracmnes 20 rnM para MU,
NS y de la mezcla de ambos. Para los homogenelzados de cmle se consideraron
12.5% 25 %y 50 % v/v. ‘

3.3.2.2. Tratamientos : ‘
Los tratamientos fueron crénicos via oral a larvas de 48 h de edad de ambas
cruzas y se dividieron en cuatro s'ekries de la'siguiér_ite rhanera:

(1) Tratamientos simples
(@) MU 6 NS (20mM) '
(b) CHI 6 MZN POB (12 5 %, 25 %y So%v/v)

expenmen " y.para cada una de las cruzas (Figura 3.1).

32




od . e e s
' ) S D Sk
Estadio de desarrollo ¥ V'
Edad de Ia larva (h) 0 24 48 72 96 120
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(MU+NS)+(CHI 6 MZN 6 POB)
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Figura 3.1. Tratamientos empleados en los ensayos biolégicos con SMART
(Modificado de Guzman-Rincon et al. 2000)



3.3.3. Procesamiento del material y analisis estadistico

Después que las moscas adultas emergieron, se colectaron y almacenaron en
frascos de 25 ml con etanol al 70 % Posteriormente se séiééciﬁhzﬁ‘bh a los
organismos transheterocigotos a los cuales se les dlsectaron las alas para hacer
preparaciones permanentes con 40 alas por lam1n1lla (20 99 y 20 % ).

trlcomas en forma de flama)

afectadas.

Los eventos genetlcos que ongman alas manchas sxmples son la delecién,
mutacion puntual, no disyuncién y recomb1na<:1on Las manchas gemelas son
originadas inicamente por recombinacién mitética. Sin embargo, la diferencia
entre la recombinaciéon que origina a manchas simples y la que origina a
manchas gemelas es que la primera se lleva a cabo en el intervalo entre los
marcadores (mwh y flr) y la segunda en el intervalo entre el marcador fIr' y el
centrémero (Ramel y Magnusson 1992).

La Figura 3.2. muestra los eventos genéticos que originan a los distintos tipos de

manchas.
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2 CELULAS

1 CELULA MITOSIS

mwh__+ EEme—
+ fir
mw
+ fir \ mwh +
—_0O
—®
flr
DELECION
mwh + -
mwh + / _—-
{ + fir
mwh +
— @
+ mwh fir \ +
EEEerwe—
mwh® fir

MUTACION PUNTUAL

CLON RESULTANTE

MANCHA SIMPLE

Figura 3.2. Eventos genéticos que dan origen a los distintos tipos de

manchas en la prueba SMART-ala
(Modificado de Graf et al. 1984)
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1 CELULA MITOSIS 2 CELULAS
mwh +
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+ fir
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Figura. 3.2, Continuacion,
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Se debe: con31derar que aunque la mayorla de los clones grandes son connnuos,,‘
‘ algunosfpueden rpresentar mterrup(:lones,vdebldo ‘ separacxon parc1al de las

a prueba de X? de proporciones, con

"C.; de Frei y Wurgler (sin pubhcar)

obtemda jv'de los grupos tratados con los testigos negativos y se decidio el
resultado como positivo, débil positivo, no concluyente o negativo, utilizando un
analisis de decisién multiple (Shelby y Olson 1981). Para evitar los resultados
dudosos en un disefio de prueba 6ptimo, deberan ser analizadas igual niimero de
alas con un minimo de 110 en todos los grupos experimentales (Frei y Wiirgler
1995).

3.4. REACCION DE NITROSACION IN VITRO
Antes de incubar la mezcla para realizar la reaccion y observar su espectro de
absorcion, se analizaron los espectros de los precursores por separado. También

se hizo para la MNU que se us6 como testigo positivo a la reaccion.
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3.4.1. Espectros de absorcion de los precursores y de N-nitrosometilurea

Se realizaron por separado los espectros de la MU y del NS en soluciones al 20
uM. Para el espectro de la MNU se pesaron 0.02 g que se aforaron a 10 ml de los
cuales se tomaron 10 pl y se aforaron a 10 ml quedando una solucion final al. 20
mM,

3.4.2. Reaccion de nitrosacion a partir de sus precursores i

Se mezclaron los precursores MU y NS a una concentracion final de'ZQ'r'I‘iM.,Se
pesaron 0.074 g de MU y 0.069 g de NS, cada cual fue aforado:a 25 ml A esta
mezcla se le ajusto el pH a 2.5 con HCL Realizado el ajuste, se dejo incubar a
temperatura ambiente (25 °C) y en agitacion constante durante 60 min para
realizar posteriormente los analisis espectrofotométricos.

3.4.3. Determinacion del porcentaje del producto final de la reaccion de
nitrosacion

Se realiz6 una curva patrén de la MNU a partir de su pico maximo de absorcion

(391 nm). Se utilizé el espectrofotometro previamente descrito para realizar las

lecturas. La cantidad del producto final fue calculada usando la curva estandar

de MNU pura (20 uM a 20 mM) con los siguientes valores: y = 0.050732 x +

0.187434; en donde y = 391 nm y x = concentracion de MNU en uM/ml, con un

coeficiente de correlacién r = 0.9966.

3.4.4. Cinética de formacion del producto final de la reaccion de nitrosacion

Se realizaron lecturas espectrofotométricas de la reaccion a diferentes tiempos.
La estrategia consistié en mezclar los componentes como se describio en el
apartado 3.4.2b. A partir del ajuste de pH se hicieron lecturas cada 15 min
iniciando en el tiempo cero hasta los 75 min. Posteriormente las lecturas se
realizaron cada hora hasta las 6 h y finalmente se hizo una ultima a 24 h.

3.5 ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICOS DEL ASC Y CLO CON LA
MEZCLA MU+NS
Con el fin de observar si existe alguna interaccién del acido ascérbico y la

clorofilina con la reaccion de nitrosacion, se recurri6 a una modificacion del
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método-de- espéétrofotorhetria'por‘ titulacic‘m* utilizado -por -Dashwood et al.
,(1996) Se. emplearonwceldas ‘de cuarzo estandar para el espectrofotometro -

Perkm Elmer descnto prev1amente, el cual estaba hgado al programa estadmncor

tlene en el espectro plcos aximos:de absorcion ue’deleren entre 31, entonces,

al realizar la mezcla ‘deellos se” podrla ‘observar :su p051ble interaccién en la

modificacion de estos espectros :

Basandose en esta"hibét"esis, se realizaron las lecturas de los espectros de
absorcion (EA) de la manera siguiente:

a) ASC + (MU+NS)
b) ASC + MNU
c) CLO. + (MU+NS)
d) CLO + MNU

A continuacién se detallan los pasds 's"éguidos para la determinacién de dichos
espectros.

3.5.1. Acido ascorbico

a) ASC + (MU+NS). Estos experimentos se llevaron al cabo incubando
simultdneamente MU y NS (20 mM) y ASC a diferentes concentraciones que
dependieron de los resultados del inciso 3.2.2, es decir, del analisis de la
cantidad de Vit.C encontrada en los chiles. De este modo se utilizaron las
cantidades reales de ASC que durante los ensayos in vivo las larvas pudieron
consumir. Se procedio de acuerdo con el inciso 3.4.2. La razon de usar esta
estrategia surgio del hecho de tratar de simular las condiciones dadas in vivo,
en donde se agregé al medio de puré de papa una solucion de MU y NS
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seguida de ('cédé’una de las concentraciones de'los homogeneizados de chile.

Al alimentarse las larvas de este medio, el pH de su tracto gastrointestinal (2-
4) tuvo efecto tanto en la reaccion MU+NS ‘cot_ilio: en el ASC. Debido a que la
inmbacibn dé lé mezcla fue de una horé y;’tOﬁlando', en cuenta que el ASC se -
oxida rapidamente cuando se encuentra en solucién, la incubacién se hizo en
matraces Erlenmeyer de 25 ml con la boca cUbierta por. un globo.inflado_con
‘gas nitrogeno, de esta manera se evité en lo posible el contacto con: el
‘oxigeno. Ademas se cubrieron con papel aluminio para evitar el paso de la
luz, ya que el ASC puede también sufrir oxidacién por el contacto con la luz.

b) ASC + MNU. Este serie es la referencia a los experimentos de inciso anterior.

La MNU (20 mM) se mantuvo como solucion constante distribuida en tubos
de ensayo a los cuales se les agregaron las mismas concentraciones de ASC
del inciso anterior.

3.5.2. Clorofilina
a) CLO + {(MU+NS). Se siguio el mismo procedimiento que en el caso del ASC. Se
hizo la incubaciéon simultanea de los tres componentes en donde las
cantidades de CLO variaron de acuerdo con las en’yconyt;fadyas_.ev l,ois_;chillveg.k k
b) CLO + MNU. Se utilizé6 esta serie como refereridd ‘
siguio el mismo procedimiento del inciso 3.5.1.b. o

Cabe mencionar que debido a la fotosensibilidad de la clorofilina, %e’sfos
experimentos se llevaron al cabo con un minimo de incidencia de luz cubriendo
toda la cristaleria utilizada con papel aluminio.

3.5.3. Analisis estadistico

La estadistica se realiz6 a través del analisis de varianza (ANOVA) de una sola
via, tomandose en cuenta las siguientes hipotesis: H = todos los tratamientos
producen absorbencias iguales y H = al menos uno de los tratamientos produce
cambio en la absorbencia. Se realiz6 también una prueba de comparacion de
medias de Tukey (Tukey’s Honest Significant Difference Test) para comparar
todos los tratamientos entre si.
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4. RESULTADOS

4.1. DETERMINACIONES
4.1.1. Obtencion de los homogeneizados de chile

Después de que a los chiles se les quitaron los tallos, semillas y venas; se pesaron- - - - -

y se obtuvieron las cantidades siguientes: 1500 g de chilacalos’ cuales produjeron
1027 ml de jugo; 1500 g de chile manzano con un total de 1000' ' : ‘
chile poblano de los cuales se extrajeron 1236 ml de jugo. Se tomar
cada uno para los ensayos bioldgicos. El resto se liofilizé y se utlllzo par li
los analisis quimicos. Se obtuvieron aprommadamente 15 g'; e ~-110flhzado por

cada uno de los chiles.

4.1.2. Determinacion del acido ascorbico S

Los datos de la titulacién mostraron que el chile manzano present6 la mayor
cantidad de ASC con 104.4 mg/100 g de chile, seguido del p’obléno‘ con.85 .
mg/100 g y finalmente de la chilaca con 47 mg/100 g. En los ensayos blologlcos,
se aplicaron tres concentraciones de los homogenelzados de ch11e 12. 5 25 y 50 %‘
v/v, estos volumenes en ml de jugo concentrado corresponden a O 625 1 25 y 2.5
ml respectivamente. La Tabla IV.1 muestra la cantidad de ASC presente en los

chiles asi como la concentracion (mmol) al realizar el ensayo biologico.

Tabla I'V.1. Concentracion de ASC presente en los chiles

Chile ASC Ensayo Jugo ASC ASC
(mg/100g) biologico (ml) (mM) (mmol)
(%0

Manzano 104.4 12.5 0.625 1.11 0.005
25 1.25 2.22 0.011

50 2.5 4.44 0.022

Poblano 85 12.5 0.625 0.83 0.004
25 1.25 1.66 0.008

50 2.5 3.32 0.016

Chilaca 47 12.5 0.625 0.49 0.002
25 1.25 0.97 0.004

50 2.5 1.95 0.009
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4.1.3. Determinacion de la capsaicina - R

El analisis quimico de la capsaicina mostré que el chile poblano tiene la mayor
concentracion con 169.69 ug eq/ml seguido de la chilaca con 85.13 ug eq/ml y
finalmente del manzano con 36.94 pg eq/ml. Tabla IV.2.

Tabla IV.2. Concentracion de capsaicina en los chiles

Chile CAP Ensayo Jugo CAP CAP
(ug eq/ml) biolégico  (ml) (mM) (mmol)
(%)

Poblano 169.69 12.5 0.625 21.21 0.013
25 1.25 42.42 0.053

50 2.5 84.84 0.212

Chilaca 85.13 12.5 0.625 10.64 0.006
25 1.25 21.28 0.026

250, .. ..:2.5 42.56 0.106

Manzano 36.94 - - 12,5 -20.625 4.62 . 0.002
25 1.25 9.24 0.011

50 2.5 18.47 0.046

4.1.4. Determinacion de la clorofilina

Los resultados mostraron que la chilaca presenta la mayor cantidad con 32.67 pg
eq/ml seguido por el chile poblano con 23.92 pg eq/ml y del manzano con 18.28
ng eq/ml. La Tabla IV.3 muestra estos resultados.

Tabla IV.3. Microgramos equivalentes (ug eq) de clorofilina presente en los

chiles

Chile CLO Ensayo Jugo CLO CLO
(ng eq/ml) biotgéﬁ)gico (ml) (mM) (umol)

Chilaca 32.67 12.5 0.625 5.64 0.028
25 1.25 11.88 0.056

50 2.5 22.56 0.113

Poblano 23.92 12.5 0.625 4.13 0.021
25 1.25 8.26 0.041

S0 2.5 16.52 0.083

Manzano 18.28 - 12.5 0.625 3.15 0.016
25 1.25 6.31 0.032

50 2.5 12.62 0.063
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La. Tabla IV4 resume las cantldades‘ de ASC CLO y CAP; presentes en los'

capsaucma poblano>ch11aca>manzano Y la clorofllma ch.11aca>poblano>manzano g
Se observa en la mlsma tab]a la cantidad en grarnos de chile vy los mililitros

obtenidos despues de procesarlos.

Tabla IV.4. Concentracion de moléculas presentes en los chiles

Chile ASC CAP CLO Material Jugo
fresco obtenido

‘ (mg/100g) (pgeq/ml) (pugeg/ml) (g)' (ml)

Chilaca 47 85.13 32.67 1500 1027

Manzano  104.4 36.94 18.28 1500 1000

Poblano 85 169.69 23.92 1700 1236

'Peso de los chiles sin tallos, venas ni semillas.

4.2. ENSAYOS BIOLOGICOS

4.2.1. Toxicidad

La recuperacion de los organismos adultos al finalizar los tratamientos simples
(MU, NS, CHI, MZN, POB) y de combinaciones simples (MU+CHI 6 MZN 6 POB;
NS+CHI 6 MZN 6 POB) fue del 95 + 2 % Lo que indica que las concentraciones y
las dosis utilizadas no fueron téxicas a las larvas de Drosophila. Cabe mencionar
que previamente se habian realizado los estudios preliminares de toxicidad para
determinar las dosis con las que se iba a experimentar. Sin embargo, vale la pena
aclarar que esta relaciéon no se modifico a lo largo de los experimentos llevados a

cabo.
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4.2.2. Evaluacion genotéxica de los tratamientos simples y de las
: combinaciones simples

Se realizaron al menos 3 experimentos y se compararon los resultados obtenidos

en las distintas series asi como en los testigos concurrentes. Como no existieron

diferencias significativas (p<0.05) se sumaron los resultados para incrementar los

tamarios de muestras que fueron de 280 y 320 alas para los testigos negativos de

las cruzas ES y-BE; respectlvamente Para los grupos tratados el tamano de

muestra. fue de‘ 120 las.

numero total de manchas del testlgo negatlvov fue
para la de BE. Los tratamientos con MU ‘mostrarc
0.51 para ES y BE respectivamente. Para el NS la
ES y 0.53 para BE. La Tabla IV.5 muestra las frecuencias de mutacion de estos
grupos para todos los tipos de manchas.

Tabla IV.5. Frecuencia de machas obtenidas con MU y NS

Tipos de Manchas (nimero de manchas)

Compuesto No. Chicas Grandes Gemelas Totales
Alas

Cruza estandar

H,O 280 0.32 (90) 0.04 (11) 0.00 (0) 0.36 (101)
MU (20mM) 120 0.29 (35)- 0.03 (4)- 0.01 (1)- 0.33 (40)-
NS 20mM) 120 0.32 (38)- 0.02 (2)- 0.00 (0)- 0.33 (40)-

Cruza de bioactivacion elevada

H,O 320 0.43 (138) 0.04(13) 0.01 (3) 0.48 (154)
MU (20mM) 120 0.43 (52)- 0.08 (9)- 0.01 (1)- 0.51 (61)-
NS (20mM) 120 0.46 (55)- 0.04 (5)- 0.03 (4)- 0.53 (64)-

Analisis estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988) para la comparacion con el testigo
concurrente: + = positivo; - = negativo; i = no concluyente.
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Ninguna: de las d051s de los tratamlentos con- los homogenelzados de-los chiles
presentaron efecto genotox1co a las.larvas ,‘;El anahsls estadlsnco mostro que los

resultados n fueron 51gmflcat1vos:"p<0 05) con respecto ‘a su testlgo negativo.

tre 0 32 y 040 para las
co blnacmnes con: NS (Tabla

stré.un ;frecuencxa de mutacmn kbasal de 0 48 (con un total/ de‘

20 1nd1v1duos) Los tratamlentos con los homogen zados*
ntre 0.39 y 0.55. Estas frecuencxas comparadas con la de sut

' ; no ‘fueron significativas (p<0 OS) Los ‘mismos resultados se
obmwe ;‘las ‘combinaciones 31mples con MU (FMT* entre 0.37 y. 0.53
manchas por ala) y NS (FMT entre 0.32 y 0.54) (Tabla Iv. 6B).

En ambas cruzas el fenotipo de mancha predominante fue el que present6 el
marcador mwh, siendo las manchas chicas (en su modalidad de 1 célula) las de
mayor frecuencia, seguidas de las grandes y gemelas. Los porcentajes promedio
de cada uno de estos tipos fueron de 92 % 6 % y 2 %, respectivamente. Cabe
mencionar que dentro de la categoria de manchas grandes, la cantidad de células
afectadas no fue mayor de 32, siendo este resultado un indicador del niimero de
ciclos en que las células de los discos imagales se dividieron antes de formar las
alas de las moscas. ’

Las FMT que se observaron en los experimentos anteriores, mostraron que bajo
estas condiciones, los tratamientos simples y de combinaciones simples no
elevaron la frecuencia de mutacion basal de los organismos, lo que permite tener
una amplia gama de testigos que seran posteriormente comparados con los
experimentos realizados con las combinaciones dobles, es decir, con la mezcla de
ambos compuestos, MU y NS mas la adicion de cada una de las tres dosis de los
chiles.
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Tabla IV.6. Resultados obtenidos en el ensayo SMART después de la
exposicion a tratamientos simples y combinaciones simples con MU, NS y tres
concentraciones de los extractos de chile

A. Cruza estandar

Manchas por ala (nimero de manchas)

Tratamiento No. Chicas Grandes Gemelas Totales
%6) Alas (1-2 cels.) (>2cels.)
HO 280 032 (90)  0.04 (1) 000 (O  0.36 (101)
CHI 12.5 120 029°(35- 001 (1 000 (0  0.30 (36)-
CHI 25 120 031 (37)- 003 3)- 000 (0-  0.33 (40)-
CHI 50 120 034 (41 001 () 000 (0)- 0.5 (42)-
MZN 12.5 120 031 (38 001 (I 001 (1)-  0.33 (40)-
M2ZN 25 120 031 37 003 (4- 001 (1)- 035 (42)-
MZN 50 120 029 35 003 (4 001 (1)-  0.33 (40)-
POB 12.5 120 030 (36 000 (0 001 (1)- 031 (37)
POB 25 120 026 31 003 (3) 002 -  0.30 (36)-
POB 50 120 029 35 003 (4- 000 (0)- 032 (39)
MU 20 mM 120 029 35 003 (4 00l (i  0.33 (40)
MU+CHI 12.5 120 030 (36)- 002 (- 0000 032 (39

MU+CHI 25 120 0.31 70,027 (2)- 0.01 (1)- 0.33 (40)-

MU-+CHI 50 120 - 0:33 0,02 (2 0.1 (1)- 0.36 (43)-
MU+MZN 12.5 120 - ~ 001 (1) 0,01 (1)- 0.36 (43)-
MU+MZN 25 120 0. 004 (5)- 0.00 (0)- 0.38 (46)-
MU+MZN 50 1200 0.02 (3-  0.00 (0)- 0.40 (48)-
MU+POB 12.5 120 0.02 (2  0.00 (0)- 0.38 (46)-
MU+POB 25 120 0.02 3)-  0.03 (4)- 0.40 (48)-
MU+POB 50 120 002 (2  0.02 (2)- 0.38 (46)-
NS 20 mM 1200 " 0.32°(38)- 002 (2)- 0.00 (0)- ~ 0.33 (40)-
NS+CHI 12.5 120 - 0.29 (35)- 0.03 (4> 0.00 (0)- 0.32 (39)-
NS+CHI 25 120 0.32 (39)- 0.02 3 0.01 (1)- - 0.36 (43)-
NS+CHI 50 120 0.30 (36)- 0.05 (6)-  0.00 (0)- = 0.35 (42)-
NS+MZN 12.5 120 0.29 (35)- 0.02 (3  0.00 (0)  0.32 (38)-
NS+MZN 25 120 031 (37)- 0.03 (4  0.01 (1): 0.35 (42)-
NS+MZN 50 120  0.32 (39)- 0.04 (5)-  0.00 (0)- 0.36 (43)-
NS+POB 12.5 120~ 0.29 (35)- 0.02 (2-  0.01 (1)- 0.32 (38)-
NS+POB 25 120  0.39 (47)- 002 (2)-  0.03 (3)- 0.43 (52)-
NS+POB 50 120 0.44 (53)- 0.02 (3)- __ 0.02 (2)- 0.48 (58)-
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Tabla IV.6. Continuacién

B Cruza de bioactivacion elevada

Manchas por ala (niimero de manchas)

Tratamiento No. Chicas Grandes Gemelas Totales
(%) Alas (1-2 cels.) (>2cels.)
HO 320 0.43 (138) 0.04 (13) 0.01 (3) 0.48 (154)
CHI 12.5 120 0.32 (39)- 0.03 (3)- 0.00 (0)- 0.55 (42)-
CHI 25 120 0.36 (43)- 0.03 (4)- 0.00 (0)- 0.39 (47)-
CHI 50 120 0.37 (44)- 0.03 (4)- 0.00 (0)- 0.40 (48)-
MZN 12.5 120 0.36 (46)- 0.01 (2)- 0.00 (0)- 0.40 (48)-
MZN 25 120 0.41 (49)- 0.03 4)- 0.00 (0)- 0.44 (53)-
MZN 50 120 - (44)- 0.02 (3)- 0.01 (1)- 0.39 (47)-
POB 12.5 120000 (43)-. 0.03 (3)- 0.01 (1)- 0.39 (47)-
POB 25 120. 7. 20,37 .(45)- 0.05 (6)- 0.02 (2)i 0.44 (53)-
POB 50 120 2(51)- 0.03 (4)- 0.01 (1)- 0.47 (56)-
MU 20 mM 120 43.(51)- 0.08 (9 0.01 (1)- 0.51 (61)-
MU+CHI 12.5 120 ©0.36. (44)- 0.03 (3)- 0.01 (1)- 0.40 (48)-
MU+CHI 25 120 ++0.33:(40)- 0.05 (6)- 0.00 (0)- 0.38 (46)-
MU+CHI 50 120 - 043 (51)- 0.03 (3)- 0.00 (0)- 0.45 (54)-
MU+MZN 12.5 120 - -0.35 (42)- 0.01 (2)- 0.00 (0)i 0.37 (44)-
MU+MZN 25 120 - 0.43 (52)- 0.01 (2)i 0.00 (0)- 0.45 (54)-
MU+MZN 50 120 0.35 (42)- 0.01 (2)- 0.00 (0)- 0.37 (44)-
MU+POB 12.5 120 0.49 (59)- 0.03 (3)- 0.02 (2)i 0.53 (64)-
MU+POB 25 120 0.45 (54)- 0.07 (8} 0.00 (0)- 0.52 (62)-
MU+POB 50 120 0.43 (51)- 0.03 (3)- 0.03 (3)i 0.47 (57)-
NS 20 mM 120 0.46 (55)- 0.04 (5)- 0.03 (4)i 0.53 (64)-
NS+CHI 12.5 120 0.47 (56)- 0.04 (5)- 0.00 (0)- 0.51 (61)-
NS+CHI 25 120 046 (55)- 0.02 (3)- 0.01 (1)- 0.49 (59)-
NS+CHI 50 120 0.47 (56)- 0.02° (3)- 0.01 (1)- 0.50 (60)-
NS+MZN 12.5 120 0.29 (35)- 0.02 (3)- 0.00 (0)- 0.32 (38)-
NS+MZN 25 120 0.39 (47)- 0.01 (1)- 0.00 (0)- 0.40 (48)-
NS+MZN 50 120 0.32 (38)- 0.00 (0)- 0.00 (0)- 0.32 (38)-
NS+POB 12.5 120 0.45 (54)- 0.03 (4)- 0.02 (2)i 0.50 (60)-
NS+POB 25 120 . 0.52 (62)- 0.01 (1)- 0.00 (0)- 0.52 (63)-
NS+POB 50 120 0.51 (61)- 0.02 (2)- 0.02 (2)i 0.54 (65)-

Analisis estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988) para la comparacién con el testigo

concurrente: + = positivo; - = negativo; i = no concluyente.
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4.2.3. Genotoxicidad de la mezcla MU+NS y el efecto de los homogeneizados de
chile
4.2.3.1. Cruza estandar
I. MU+NS. El efecto producido por la mezcla MU+NS result6 genotdxica a las
larvas de los organismos tratados. La FMT del grupo experimental fue cinco
._veces mayor que el del testigo, siendo de 1.73 para el primeroy 0.36 parael -
segundo. Esta tendencia se presento en todos los tipos de manchas siendo las
chicas las predominantes seguidas de las grandes y gemelas (Tabla IV.7). El
fenotipo mwh fue el que tuvo mayor presencia con 206 clones/120
individuos.

IL. Chilaca. Los tratamientos simultaneos de la mezcla con este homogeneizado
o moétraron un efecto genotoxico al ser comparados con el testigo negativo. Sin
- embargo, este efecto fue. menor que el que presenté la mezcla sola.
‘Comparando las FMT déf »é‘sta{s" combinaciones con la obtenida con MU+NS, se
observo que la VCHIviti@v‘o; un efecto sobre la mutagenicidad de la mezcla,
inhibiendo 36 % 42 %y 56 % los efectos genotoxicos de la misma (Tabla IV.7).

IIIl. Manzano. El homogeneizado derivado de este chile mostré en todas sus
dosis, una FMT menor a la de la mezcla sola. Este efecto representé un
porcentaje de inhibicion de 44 % 62 % y 75 % para cada dosis, respectiva-
mente. La disminucion en cada uno de los tipos de manchas fue proporcional,
pero se evidencié mas en las gemelas, las cuales presentaron solo 1/120
individuos comparadas con la de la mezcla que mostrd 11/120 (Tabla IV.7).

IV. Poblano. El extracto de este chile disminuyd 40 % 46 %y 61 % la FMT original
de la mezcla. Al igual que con los concentrados anteriores, este decremento
fue proporcional a la dosis. La distribucion de manchas siguié el mismo
patron de los tratamientos con CHI y MZN siendo: chicas >grandes>gemelas.

En todos los casos los homogeneizados combinados con (MU+NS) disminuyeron

el efecto genotoxico provocado por esta mezcla. Sin embargo, soélo la dosis del 50
% de los concentrados produjeron una inhibicion mayor al 50 %
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La Tabla 1V.7 resume los resultados de las frecuencias de manchas obtenidas en

_la cruza estandar en sus combinaciones dobles.

Tabla IV.7. Frecuencias de manchas por ala obtenidas en la cruza estandar con

los tratamientos con la mezcla (MU+NS) y las tres dosis de los
homogeneizados de chile

Manchas por ala (nimero de manchas)

Tratamiento No. Chicas Grandes Gemelas Totales
(%) Alas (1-2 cels.) (>2cels.)

(MU+NS) 20mM 120 1.33(160) 0.31(37) 0.09 (11) 1.73 (208)

(MU+NS)+CHI 12.5 120 1.00(121)- " 0.06 (7)- 0.05 (6)- 1.12 . (134)-
(MU+NS)+CHI 25 120 - 0.89(107)- 0.08 (9)- 0.04 (5)- 1.01 . -(121)-:
(MU+NS)+CHI 50 120:--0.71 - (85)- 0.03 (4)- 0.03 (3)-- 0.767 j}‘j‘f;»_; (92)4'
(MU+NS)}+MAN12.5 120 0.91 (110} 0.04 (5- 0.01 (1)- 097 (116)
(MU+NS)+MAN 25 120 0.62 . (74)- 0.02 (3)- 0.01 - (1)- 7 0.65 (78)-
(MU+NS)+MAN 50 120 0.40 (48)- 0.03 (4)- 0.00 (0)- 0.43 (52)-
(MU+NS)+POB12.5 120 0.95 (i‘fl4)- 0.03 (4)- 0.05 (6)- 1.03 (124)-
(MU+NS)+POB 25 120 0.84 (101)- - 0.08 (9)- 0.03 (3)- 094 (113)-
(MU+NS)+POB 50 120 0.62 (75)- 0.03 (4)- 0.03 (3)- 0.68 (82)-

Andlisis estadistico de acuerdo con Frei y-Wiirgler (1988) para la comparacién con el testigo

concurrente: + = positivo; - = negativo; i = no concluyente.

4.2.3.2 Cruza de bioactivacion elevada

[. MU+NS. El efecto provocado por la mezcla en esta cruza super6 en mucho a
la observada en la estandar. El incremento en el nimero de manchas totales

con respecto al testigo negativo fue 55 veces mayor. De 154 manchas
obtenidas como resultado de la mutacion espontanea (0.48 manchas/ala)

aumentaron a 3175 (26.46). De la misma manera se incremento la frecuencia
de manchas en todas las categorias (Tabla IV.8). El nimero de clones mwh

encontrados en este tratamiento fue de 2449,
II. Chilaca. Los resultados mostraron FMT de 9.80, 6.18 y 3.25 manchas/ala.
Los porcentajes de inhibicion de estas frecuencias con respecto al testigo
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fueron-el 63 %, 77 % y 88 % para cada d051s La ocurrenc1a de las dlstlntas :
categorxas de manchas se presento’ chlcas>grandes>gemelas (Tabla IV 8).-

. Manzano, Este h'biﬁdgé‘

_MU+NS)+POB todos los

o1 12 5 %,
una mh1b1c1on mayor al 50 % ‘ ‘

e\?idenfer n: Ia cruza BE. Asimismo el efecto an mutagemco de los

homogen dos de chile fue mas efectivo en esta cruza

La Tablé muestra los porcentajes de" iﬁﬁﬁi‘bié‘iéﬁ“dé cada - uno de" los
tratamxentos con los homogeneizados de chile sobre la mezcla MU+NS en ambas
cruzas.

Las Figuras 4.1, 4.2 y 4.3, muestran los histogramas con las frecuencias de
manchas totales observadas en todos los tratamientos con cada uno de los
homogeneizados. La caracteristica comun en estas graficas es la clara
disminuciéon dosis-respuesta de la frecuencia de mutaciones provocadas por la
mezcla MU+NS, asi como la respuesta negativa de los tratamientos simples y de
combinaciones simples.
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Tabla IV.8. Frecuencias de manchas por ala obtenidas en la cruza de

bioactivacién elevada con los tratamientos con la mezcla (MU+NS) y las tres
dosis de los homogeneizados de chiles.

Manchas por ala (numero de manchas)

Tratamiento No. Chicas Grandes Gemelas Totales
(%) Alas (1-2 cels) (>2cels.)
(MU+NS) 20mM 120 19.57 (2348) 3.79 (455) 3.10(372) 26.46(3175)
(MU+NS)+CHI 12.5 120 6.92 (831)- 2.00(240)- 0.87(105)- 9.80 (1176)-
(MU+NS)+CHI 25 120 4.13 (496)- 1.56 (187)- 0.49 (59)- 6.18 (742)-
(MU+NS)+CHI 50 120 2.16 (259)- 0.83 (100)- 0.26 (31)- 3.25 (390)-
(MU+NS)+MAN12.5 120 0.40 (48) 0.24 (29)- 0.11 (13)- 0.75 (90)-
(MU+NS)+MAN 25 120 0.40 (48)- 0.12 (15)- 0.06 (5)- 0.57 (68)-
(MU+NS)+MAN 50 120 0.29 (35)- 0.05 (6)- 0.01 (2)- 0.36 (43)-
(MU+NS)+POB12.5 120 10.7(1289)- 2.37(285)- 1.12(134)- 14.23(1708)-
(MU+NS)+POB 25 120 8.13 (976)- 1.83(219)- 0.84(101)- 10.80(1296)-
(MU+NS)+POB 50 120 3.67 (441)- 1.27(152)- 0.52 (62)- 5.46 (655)-

Anilisis estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988) para la comparacion con el testigo

concurrente: + = positivo; - = negativo; i = no concluyente.

Tabla IV.9. Porcentajes de inhibicion de cada uno de los extractos de chile
sobre la mezcla MU+NS en ambas cruzas.

Extracto/ ES BE
Concentracion
% (%9 %)
CHI 12.5 36 63
CHI 25 42 77
CHI 50 56 88
MZN 12.5 44 97
MZN 25 62 98
MZN 50 75 99
POB 12.5 40 46
POB 25 46 59
POB 50 61 79

i
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Figura 4.1. Frecuencia de manchas totales por ala obtenidas con el homogeneizado de la
chilaca en ambas cruzas de Drosophila melanogaster.
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4.3. REACCION DE NITROSACION IN VITRO
4.3.1. Espectros de absorcion de los precursores MU y NS

Los espectros de MU y NS se encontraron en el rango de UV, en donde el pico de

maxima absorcioén de la metil urea se detecté a 193 nm con una absorbencia (A)

de 2.79. Para el nitrito de sodio se observé un pico a 209 nm con una A=1.90.

Entre 800 y 250 nm ninguna de las dos substancias presentaron absorbencias a

longitudes de onda mayores a 250 nm (Figura 4.4).

4.3.2. Espectro de absorcion de la mezcla MU+NS

Después de mezclar a los compuestos se pudo observar un espectro distinto al de
sus componentes individuales, apareciendo un pico a los 391 nm con una

4.4).

absorbencia de 0.37. Este pico podria deberse a la formaciéon de la MNU (Figura

3.0 !

\
A ~oMu i
254 ¢ 4
\ \
20{ i \
LT |
sy 4 NS \
i | |
\\ k)
R \ MUNS
0.5 4 \ \\‘ \
00 e = —-4’//,’\ s . . \
190 220 260 300 340 380 420 460 500
nm

Figura 4.4. Espectros de absorciéon de los componentes de la mezcla MU+NS
MU (20puM) A=193, A=2.79; NS (20uM) A=209, A=1.90; MU+NS A=391, A=0.37
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4.3.3. Espectro de absorcion de la MNU y su comparacion con la mezcla

Este espectro mostrd un pico a los 390 nm con una A=1.20. En la Figura 4.5 se
pﬁede observar que no hubo diferencia entre los picos de la MNU y de la mezcla
MU+NS. Durante toda la lectura espectrofotométrica (800-200 nm, esquina
superior derecha de la graflca) el patron de los espectros es practlcamente el
mlsmo Entre los 800 a 440 nm no se detectan cambxos en'la absorcxon de los

: e punto, poco a poco se;ﬁemp "'ncrementar las

‘ la mezcla observado a los

391 nm corresponde a la formacmn:de 1 MNU

1.5 B - v - — - T : — : 5 - B : -
1.4 1 : ‘ ? »L
: 390,120
134 L MNU |
1.2 - . TN \\
1.1 4 e ‘\. N

1.0 - v
0.9 4 :

084 . o
0.7 - \

0.6+

054" . 391,037

0sd MU+NS \
/// * Y

03d- v //“'\\

02 - L \\

0.1 4 - .

el

0.0 . . v ; ———= —
320 340 360 380 400 420 440 450

Figura 4.5. Espectros de absorcion entre 450-320 nm de la MNU y MU+NS
MNU (20mM) pico =390 nm, A=1.20; MU+NS 1:1 (20mM) pico=391 nm, A=0.37.
En la esquina supenor derecha se puede apreciar el espectro completo (800-200 nm).
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4,3.4, Porcentaje del producto final de la reacciéon de nitrosacion
A través de la curva patron de MNU se pudo determinar el porcentaje: del'* '
producto final de la reaccion MU+NS. Tomando en cuenta que el pico.de la MNU
(391 nm) presenta una A=1.2 que representaria el 100 % de producto, sek
determiné el porcentaje de produccion de MNU después de la: mcubacmn de la
mezcla por. 60 min. El resultado mostréo que la cantidad Atptal del mutagenor
generado a partir de la mezcla MU+NS fue de 17.99 %

4.3.5. Cinética de la reaccion de nitrosacion , , ,
Los espectros de absorcion resultantes de las lecturas cada 15 mm de la mezcla
MU+NS se muestran en la Figura 4.6 en donde se observan las curvas a los
tiempos =0, t= 15, t,= 30, t= 45, t=60,y t,= 75 min. T

0.40

0.35 - ' :/—\‘ 0
0.30
0.25 =
A 0.20
0.15 =
010
0.05

0.00

T T T L3 ¥ T T 2 T T L Z— T T

310 330 350 370 390 410 430 450
mm

Figura 4.6. Formacion de la metilnitrosourea a partir de sus precursores
t,=0, t=15, t,=30, t =45, t=60, y t= 75 min.

¢
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Se contmuaron reglstrando las lecturas de la mezcla cada 15 min hasta las 2 h al
cabo de las cuales se hicieron los registros cada 60 min hasta 6 h. Flnalmente se
hizo una ultlma lectura 24 h después de la incubacion inicial (Tabla IV 10).

Tabla IV.10. Absorbencias a los distintos
tiempos de incubacion de la mezcla

Tiempo A
(hrs) =390 nm
1 0.37
2 0.88
3 0.89
4 0.90
5 0.90
6 1.23
24 1.19

La lectura de Ios espectros a las 2, 3, 4 y S h no presenté camblos 31gn1f1cat1vos
(p<0 05) en sus absorbencnas La Figura 4.7 muestra los espectros alos tiempos 1
3, 6 y 24 h. Tomando en consideracién las absorbencias de estos espectros, se
realiié l:a evaluacion del porcentaje total de formacion de la MNU a partir de sus
precursores. Los resultados se muestran en la Tabla IV.11.

Tabla IV.11. Porcentaje de MNU formado en distintos tiempos
Minutos Absorbancias % MNU

A=390 formado
0 0.18 (0]

15 0.25 6.17
30 0.34 15.04
45 0.37 17.99
60 0.38 18.99
180 0.88 68.87
360 1.23 102.36
1440 1.19 98.96
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Figura 4.7. Espectros de absorcion (440-330 nm) de la mezcla MU+NS
de 1 hr a 24 hrs de incubaciéon
t=1¢t=3t=6yt, =24hrs.

Estos resultados muestran que el 100 % de formacion de la MNU a partir de la
mezcla se dio a las 6 h, siendo este el punto en donde la reaccion llega al
equilibrio (Figura 4.8). Esta Figura presenta con claridad la cinética de la
formacion de la MNU a partir de sus precursores. También se puede observar que
la produccion de MNU tiene un crecimiento exponencial siendo la primera hora la
que nota la mayor variedad de cambios en sus espectros (Figura 4.G) y por
consecuencia en su produccion.

TESTS CON
FALLA DR OmIniE)

59




60

25

: : : :
m m m m g
RS RS SN I - g
: : : 2
! : : =
; : : 2
H . H =
" “ : =
h ' ' N
_ ; _ _ 2
o ' H H 7]
: : : : s
: ! : : =
: : f H e
m : ! ; =
! H ! ' &,
! : : : )
: ; ! : o
’ i ' H
H i : : g W
| ) ! ! 15
: : i : = 1
" : ! ‘ =3 <
¥ i m : = 5
! 1 H i 7] =
H i ! ! .2 3]
! 1 ! : (S =]
M | m m 3
: : H : =
: ) : ' a,
m : m : o
' ' H ' T
: : ' : =}
m m : _ 8
: : m m L8 2
. : " " ” =
: E : .
i " | | S
i ! : : g
" ; m “_ . 8 p
; m " " = M
: : T B B
{ m i : L o -
: ' : ; =]
N 1 ., Al
T m 1 L A4
o ) o s) =} 7
o~ — — '

_,S,_E




4.4. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICOS DEL ASC Y CLO CON LA

MEZCLA MU+NS

4.4.1. Acido ascérbico

a)

ASC + (MU+NS), Se realizaron incubaciones simultaneas de los precursores las .
concentraciones de ASC (0.49, 0.83, 0.97, 1.11, 1.66, 1.95, 2. 22 332y 4. 44
mM) que se obtuvieron de los andlisis por titulacion reahzados Vcon los. chlles

'ferenc1as en

(Tabla IV.1 columna 5),, El anahsls estamstlco ewdencm que las.

absorbencias’ entre lo 'espectros fueron sxgmflcanvas (p%O 03
al tes"t’igov';yc‘le ‘
concentraciones

conr especto

respectlvamente) 'nd "se observa que a: medlda que aumentan estas

concentracmnes, _absorbem:la de la MNU dlsmlnuye -
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Figura 4.9. Espectro de absorcion de la incubacion simultinea del ASC+(MU+NS)
(a) MU+NS 20 mM; (b-d) MU+NS)+diferentes concentraciones (mM) de ASC;
() 1.11; (c) 2.22 y (d) 4.44
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Estos ré'sul‘tédo"s indicaron que las concentraciones de ASC en los chiles-
fueron efectlvas para dismlnulr la produccxon de la MNU Esta dlsmlnuc1on
puede ser mterpretada como efectos de descomposxcwn o de degradacmn dek

la MNU por el ASC?"_;;‘ s

En la Fxgura'4.’10'se observa una clara relacion d051s respuesta del ASC sobre
la produccmn de MNU a partir de sus precursores,

104

MNU (% produccién)

Concentracion de ASC (mM)

Figura 4.10. Inhibicién del acido ascorbico sobre la produccién
de la MNU a partir de sus precursores
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T

62



ASC + MNU, Las lecturas de los espectros después de afiadir las diferentes
concentraciones de acido ascorbico del inciso anterior, disminuyeron
significativamente (p<0.05) en una relacion dosis-respuesta, las absorbencia del
pico 390 del testigo MNU (Figura 4.11). Este resultado sugiere que el ASC esta
degradando a la MNU en sus precursores ya que a lo largo del espectro no se
observo la presencia de otro pico que propusiera la formacién de otro compuesto
distinto al ASC y MNU. '
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Figura 4.11. Espectros de absorcion de la combinacion MNU+ASC
(a) MNU; (b-d) MNU + diferentes concentraciones (mM) de ASC.
(b) 1.11; (c) 2.22 y (d) 4.44
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A diferencia del tratamiento-anterior en donde el ASC mostré"dai"ariélééién :
dosis-respuesta sobre la 1nh1b1c1on de-la- ‘produccion de - MNU;- en este
tratam1ento se observa la dlsmmucmn 81gn1f1cat1va (p<070757)7 en las
concentraciones de 2,22, y 4.44 mM de ASC. Estas diferencias representan el

80 %y 60 % de induccion con respecto a la de MNU pura (Figura 4. 12).

MNU (% produccién)
8

0 111 222

Concentracién de ASC (mM)

Figura 4.12. Inhibicion del acido ascorbico sobre el
producto total de la MNU pura.




4.4.2. Clorofilina
a) CLO + (MU+NS). Este tratam1ento al 1gual que- 1os anterlores se realiz6 con:las

concentraciones de clorofllma que se determmaron en los chlles (Tabla lV 3)

Se llevaron al cabo-un: total de nueve comcubacxones, de las cuales cuatro
concentraciones 4. 13 8.26,: 11 88 Y22, 56"'rnM de CLO se'muestran como

representatxvas de este expenmento "n" la ‘kFlgura 4 13‘ En esta graflca se ;

resultantes de estas combinaci
y t, de la Figura 4.6, lo que
clorofxlma sobre la reaccmn de ni
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Fig. 4.13. Espectro de absorcion del tratamiento simultineo de (MU+NS)
con clorofilina
(b) MU+NS (20mM); (b e) MU+NS y diferentes concentraciones (mM)de CLO
(b) 4.13; (c) 8.26; (d) 11.88 y (e) 22.56
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CLO +: MM] Los espectros de esta combmacmn se muestran en la Flgura 4 14

b)
en- donde se observa que la: absorbencxa del pico - 390; de la»‘ MNU va
dlsmmuyendo proporaonalmente a las dlferentes concentracnones de CLO
Estos resultados indican quela clorofllma esta degradandbl la MNU en sus.
precursores originales. : SO
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Figura 4.14, Espectro de absorcion de la CLO y la MNU

(b) MNU (20mM); (b-e) MNU mas las diferentes OroduccionOndol (mM)de CLO
(b) 4.13; (c) 8.26; (d) 11.88 y (e) 22.56
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A diferencia -de los - ahélisis in wtro de la mc'iibac‘i(")h‘i 'sir:riult'é.n'éa
CLO+(MU+NS), se- pudo observar que la CLO no. solo esta mterfmendo en la

formacién de la’ MNU smo que ademas la esta descompomendo en ‘sus

precursores al igL

La Flgura 4, 15 muestra;los porcentajes de produccmn total de la MNU en

presenc1a de la clorofllma

8

MNU (% producci6n)
BN8s883I88

-
Qe

Figura 4.15. Inhibicién de la clorofilina sobre el producto
total de la MNU
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5. DISCUSION

5.1. DETERMINACION DEL ASC, CAP y CLO. ;
Los criterios para seleccionar a los chiles poblano, chllaca y manzano fueron el

consumo general en nuestro pais y su alto’ contemdo en sustancxas

antimutagénicas que incluyen flavon01des,
(Gonzalez de Mejia et al. 1998, Matsufu"‘
y E (Osuna- Garc1a et aI 1998 'H"' ard:

Las cantldades de v1tam1na C y capsaicina indicadas en este trabajo estan dentro

a apsalcllhbé (Rexlly et aI 2001a) 'En_este trabaJo se

510 pg/g de peso seco par
reporté como pg equ1valentes de capsaicina ya que el método utilizado para su
determinacion no discriminé entre los 5 analogos quimicos que comprenden a los
capsaicinoides. que son capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina,
homocapsaicina y homodihidrocapsaicina. Sin embargo, esta bien establecido que
el andlogo mas potente y abundante en los chiles (y consecuentemente en los
extractos) es la capsaicina (Reilly et al. 2001b). Las mismas unidades (pg eq) se
utilizaron para la clorofilina, ya que como sal de sodio-cobre derivada de la
clorofila, incluye a los tipos a y b de la misma. La clorofilina como miembro del
grupo de las porfirinas contiene un i6n metal quelado al centro de la molécula,
que le confiere una mayor estabilidad quimica (Hayatsu et al. 1993), raz6n por la
cual fue utilizada para su cuantificacion y los analisis in vitro.

Todos estos componentes ademas de muchos otros, varian de acuerdo con la
temporada de siembra, tipo y grado de maduracion del chile (Gonzalez de Mejia
et al. 1998). Los tres tipos de chile utilizados en este trabajo se analizaron
“frescos” y en un estado intermedio entre la etapa joven y la de maduracion. Este
periodo intermedio se caracteriza por la presencia de grandes cantidades de
clorofilas mas que de otros pigmentos. La etapa previa a la deshidratacion de los
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chiles: es la que presenta mayor cantldad de VltC asx como de carotenos, :
xantofilas y percisinas (Cordell y Araujo 1993)

5.2. ENSAYOS BIOLOGICOS
5.2.1. Genotoxicidad de la mezcla MU+NS

A partir de los resultados obtenidos en el presente estucho se: pudo determmar e b

genotox1ca con un :
E, espectlvamente

mtragastnca de esta combmacmn es la MNU una kalqullmtrosamma mutagemca
(Guzman-Rincon et al. 1998, Sen et al. 2001) La formacmn de la nitrosamina se
llevé al cabo bajo las condiciones acidicas del tracto gastromtestmal de las larvas

cuando ambos precursores estuvieron presentes Probablemente el nitrito se
proton6 rapidamente a acido nitroso (HNO, ) y dos de sus moléculas formaron al
trioxido de nitrogeno (N,O,), el cual como especie nitrosante reaccioné con la
amida desprotonada para constituir la nitrosamida.

Los primeros reportes que evidenciaron la formacion de la MNU a partir de la
nitrosacion de precursores fueron hechos por Mirvish (1971) y Mirvish et al
(1982). Recientemente se ha reportando la formacién de MNU a partir de
precursores presentes en la dieta (Deng et al. 1998, 1999, Sen et al, 2000, 2001) y
su relacion directa con la incidencia al cancer gastrico (Deng et al. 1999).

Probablemente la mutagenicidad de la MNU observada en las larvas se debi6 a la
capacidad de esta nitrosamida de alquilar sitios especificos en las bases del DNA.
En un estudio realizado en D. melanogaster se determiné la genotoxicidad de la
NDMA y NDEA a través .de la prueba SMART y por radioimnuno-ensayo se
detectaron los aductos O°MedGuo, O*EtdGuo y O-EtTh provocados por estas
alquilnitrosaminas. Los resultados mostraron que la presencia de los aductos
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estaba'directémente réiacionada con la genotoxicidad de los mutagenos (Goto et -
al1999). - -

Aunque es. sabxdo querv n,la metllacmn del DNA el smo N-7 de la guamna es el
: u1lguanma por si sola no altera el aparearmento de

pr1nc1pa1 bla co', la

somati ocasnonado por otros ‘blfx}eg‘anylsrr}os
independientes a e i,‘qull aductos (Hecht 1999). - RN

Debido a que la respuesta genotox1ca fue mayor en la cruza BE es ev1dente la
importancia del citocromo P450 en estos resuitados. Es conocido el hecho de que
la habilidad de los CNO para alquilar macromoléculas celulares depende de gran
manera de la actividad de este sistema. En este sentido, existen estudios que han
probado tanto la actividad enzimatica como la especificidad al sustrato de
algunas enzimas microsémicas del P450 y su relacién con la genotoxicidad
provocada por algunos compuestos nitroso. Estos estudios mostraron, en
hepatocitos de ratas que fueron pretratadas con fenobarbital (FB), un incremento
en la actividad de la PR O-depentilasa (actividad catalizada por la enzima
CYP2B1), este incremento fue asociado con el aumento del efecto alquilante de la
NDPA y NDBA sobre el DNA, RNA y proteinas. Sin embargo, la induccion de esta
enzima no contribuyé a la alquilaciéon de las macromoléculas por la NDMA. Por
otro lado, la induccién de la enzima CYP2El, cuyo efecto se observo en el
aumento de la actividad catalitica de la p-nitrofenol (pNP) hidroxilasa, incremento
significativamente la alquilacion del DNA y RNA provocado por la NDMA y NDPA.
Los estudios de inhibicion utilizando orfenadrine (OP) y dietildiocarbamato
(DDC), los cuales son especificos para las enzimas CYP2Bl1 y CYP2El,
respectivamente, indicaron que la CYP2B1 no estuvo involucrada en la activacién
metaboélica del NDMA y que la CYP2E1 no fue la responsable de la activacion de la
NDBA. Estos resultados demostraron que la especificidad al substrato de las
enzimas CYP2B1 y CYP2El juega un papel importante en la bioactivaciéon de
nitrosodialquilaminas sugiriendo que multiples mecanismos pueden estar
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~1nvolucrados en la carcinogenesw 1nduc1da por n1trosod1alqu11ammas (Mahakal et.
al. 2002)

déperide del iempo dela induccion del evento genetlco en las células blanco, por
lo: tanto, las manchas con 1 6 2 células mutantes representan clones que
surgleron tarde en el desarrollo de la larva. Los resultados implican que el
carcinogeno ejercié su efecto genotoxico continuo durante el tiempo del
tratamiento. Aungue el evento genético que originé a este tipo de mancha no se
pueda identificar solamente con el fenotipo de la mutacién, si se saben cuales
son los eventos que podrian haber participado en su formacion. Las manchas
gemelas, que también se incrementaron significativamente, representan
exclusivamente entrecruzamiento mitético entre el centromero y fIr° por lo que la
MNU indujo también recombinacion mitoética.

La genotoxicidad de la MNU fue demostrada en este trabajo y concuerda con los
resultados reportados con SMART-ala para otras nitrosaminas como la NDMA,
NDEA, NDBA, NMOR, NPIP y NPYR (Graf et al. 1983, 1984, 1989, Negishi et al
1991, Goto et al. 1999), en donde la frecuencia de mutaciones por ala fue mas
alta para la cruza de bioactivacion elevada.

5.2.2. Efecto de los homogeneizados de chile sobre la mezcla MU+NS

En el presente trabajo, los extractos de chile disminuyeron significativamente la
frecuencia de mutaciones provocadas por la mezcla MU+NS, esto concuerda con
estudios previos en los que se ha reportado en diferentes sistemas, que extractos
de chile disminuyeron o inhibieron los efectos mutagénicos tanto de compuestos
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nitroso como de- ofro‘s” mutagenos (Helser et al 1'99'2 E’:spyir'losa-Aguirre et al
1993, Gonzalez de ”MeJla et al. 1998, Ikken et al 1999 Rarmrez V1ctor1a et aI 7
2001, El Hamss et aI 2003) : :

Los resultados obtemdos mostraron que el chlle MZ N 1nh1b10 hasta en 99 % la
mutagemcidad de la MU+NS En concordancna se observ que fue este extracto el
que- presento la: ‘mayor cantidad de Vit.C (104 4 mg/ 100 g) Probablemente este' '
fue uno de los factores que contribuyeron a la modulacién del dano provocado

por el producto fmal de la mezcla. Si se considera al ASC como uno de los ‘

principales annmutagenos activos en los homogeneizados, esta-: actuando ‘a
concentrac1ones menores a las probadas para ASC puro, del que se ha reportado
que 17 mM (Graf et al. 1998) y 285 mM (Guzman-Rincéon comunicacién verbal)
1nhlb1eron la reaccion de nitrosacién en Drosophila.

Asimismo, si la clorofilina (clorofilas) y la capsaicina (capsaicinoides) fueron
compuéstos que actuaron disminuyendo la genotoxicidad de la mezcla MU+NS,
estas  moléculas probablemente ejercieron su efecto a través de tres vias
principales: (a) modulando la actividad enzimatica del mutageno, (b) bloqueando
la interaccion de los intermediarios reactivos con el DNA y (¢) actuando como
amioxidantes (Miller et al 1993, Negishi et al 1994, Rosa et al 2002). Por
ejemplo, en microsomas de criceto dorado, la capsaicina inhibio el metabolismo
de la NNK afectando las reacciones de reduccién, N-oxidacion y a-hidroxilacion
del mutageno, sugiriendo que esta molécula inhibi6 las isoenzimas de las familias
CYP1A y CYP2B del citocromo P450 (Miller et al. 1993).

Independientemente a la accion de estas moléculas, se ha determinado que los
chiles contienen ademas cantidades importantes de otros antioxidantes como p-
caroteno, licopenos, luteina, capsantina y B-criptoxantina, cuyas funciones estan
asociadas a la disminucion del dano causado al DNA evitando la peroxidacion de
la membrana lipidica o inhibiendo la transformacion maligna en estudios in vitro,
sugiriendo que frutos con alto contenido de estas substancias proveen un
mecanismo para prevenir el dafo oxidante in vivo, y por lo tanto la
carcinogenesis (Hursting et al. 1999).
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Emste una teorla que menc1ona que la combmacmn de,antloxldantes provee una

componentes antioxidantes como los poleenoles y de otras moleculas

antimutagénicas que son abundantes en frutas y verduras.

5.3. REACCION DE NITROSACION IN VITRO

De acuerdo con el aumento de absorciéon que se observo alrededor de 390 nm en
los espectros de absorcién de la MNU y de la mezcla MU+NS, asi como de la
cinética de formacion de ésta ultima, se pudo determinar que el metabolito final
de la reaccion fue la MNU. Este resultado se apoya en los obtenidos por otros
investigadores que han determinado directa e indirectamente la formacion de la
MNU a partir de sus precursores (Mirvish et al. 1982, Guzman-Rincén et al 1998,
Sen et al. 2001).

De acuerdo con los resultados obtenidos con la curva patrén de la MNU, se
observa que el porcentaje de produccién de la MNU en una hora, es relativamente
bajo, 18 % con respecto a la MNU pura. Sin embargo, estas proporciones son
efectivas para inducir los efectos genotéxicos que se observaron en los ensayos
biologicos.

Ya que la MNU es una de las nitrosamidas a la que los seres humanos estan
expuestos con regularidad a través de vias endogenas o exodgenas, uno de los

puntos de interés al realizar este trabajo de tesis era el valorar en un sistema
eucarioto in vivo la capacidad de algunos precursores para generar este
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compuesto alqullmtro o” Sm embargo, es de reconocer que"' las;; condicmnes

y pueden modelcar la respuesia genot x1ca devla:reacmon (Sen et al. 2001).

Auﬁque‘la:s cdndiciones en las qﬁe Se llév() al cabo la reaccion de nitrosaciéon no
fueron parecidas a las presentadas en humanos, el sistema Drosophila-SMART fue
buen indicador de los eventos genéticos y de las respuestas antimutagénicas de
lo que probablemente esté sucediendo en condiciones normales en el estomago
de los seres humanos.

5.4. ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICOS

5.4.1. Acido ascérbico

El ASC demostré inhibir efectivamente a la MNU generada a partir de sus
precursores (Figura 4.10) y a la MNU pura (Figura 4.12). En ambos casos se
observé la disminucion del porcentaje total de MNU que se obtuvo en el testigo
positivo. Esta reduccion fue mas evidente cuando el ASC fue incubado
simultaneamente con la mezcla, 10 que sugiere que esta molécula no solo actué
degradando a la MNU ya formada, sino que muy probablemente tuvo un efecto
directo sobre la reaccion de nitrosaciéon evitando la interaccion de sus
precursores para inducir el producto final. Esta inhibiciéon se llevé al cabo con
mayor eficiencia cuando la relacion ASC/nitrito se presenté en una razén molar
de 4:1.

74




Las v1as por: las: cuales eleSC mhibe a: los CNO estan bien definidas (Mirvish -
1997, Grlffxths /Lune A2001) y de acuerdo con los resultados obtemdos en estos :
ana1131s m,h 1tro uno de los probables mecamsmos de accién sobre’ la reaccnon de

e estuvo bajo control constante y su rango se’ mantuvo entre pH 2 3.

Paré*évl indacic’)n del ASC en los experimentos de coincubacion, se cubrié la
boca. de; ‘os 7 matraces con globos inflados con gas nitrégeno, por lo que la
reacmon se llevé al cabo en un sistema gas-acuoso. En este medio, los 6xidos de

nitrégeno que se formaron a partir de la oxidacion del NO durante la fase gaseosa
pueden reentrar a la solucién y regenerar una parte del nitrito original. Por
consiguiente la cantidad de ASC que se requiere para reducir al nitrito en
soluciones gas-acuosas son menores a las soluciones acuosas realizadas en
matraces abiertos (Mirvish 1994). Probablemente esta fue una de las
caracteristicas que influy6 en el resultado de los porcentajes de inhibicién de la
MNU entre la coincubacién y la interaccion ASC+MNU (que no necesito
incubacién) la cual se llevo al cabo en un sistema acuoso abierto. Sin embargo, el
mecanismo de competencia por el nitrito actia de igual manera en ambos
sistemas. Este fue también el modo de acciéon propuesto por otros investigadores
que observaron que el ASC inhibié la nitrosaciéon in vitro de la NMOR, NDMA,
NPIP y de otros CNO (Mirvish 1994, Vermer et al. 1999).

Otro de los posibles mecanismos del ASC es a través de la captura de radicales
libres, reduciéndolos a especies no radicales rompiendo asi, la cadena de
reacciones involucradas en la carcinogénesis (especialmente en la promocion).
Esto explica por qué el ASC reduce la carcinogénesis producida por compuestos
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‘nitrosos preformados Probablemente esta fue la-accion del ASC sobre la- MNU
pura (erwsh 1997). B

542 Clorofilina ST
Los resultados con esta molecula ev1denc1aron l ter

precursores), sugmendo que la'C .0 esta bloqueando la produccion de la MNU.
Las ev1denc1as se basan en el hecho de que al t, se pueden observar distintos

picos . que, correspondenan a los 1ntermed1ar10s de la reaccion. Conforme la
mezcla s élgue mcubando estos picos van desapareciendo hasta llegar a ser uno
'solo a- 391 nm ‘que es el caracteristico de la MNU. En el caso de la coincubacién
con CLO (Flgura 4.11), estos picos no desaparecieron durante el tiempo de
mcubacxon de los compuestos (1 h), indicando la interferencia de la CLO en la
obtencwn de la MNU.

La CLOno solo interfiri6é durante la reaccion para evitar o retardar la generaciéon
de la MNU a partir de sus precursores, sino que también degrad6 al mutageno
puro, como se mostré en la Figura 4.14, en donde la disminucién de las
absorbencias de los grupos experimentales es un indicador del decremento del
porcentaje total de MNU. Este es un mecanismo que también se ha observado con
otro tipo de mutagenos como el benzolalpireno (B[a]P) en donde opera
interceptando moléculas y acelerando la degradacion del metabolito intermedio
activo (Tachino et al. 1994).

Existen pocos estudios sobre la capacidad de inhibicién de la CLO sobre
compuestos nitroso y la mayoria de ellos sugiere como mecanismo de accién la
modulacién de la actividad metabolica de los compuestos (Romert et al. 1992,
Negishi et al. 1994), mecanismo plausible que pudo actuar durante los ensayos
biologicos. Otros investigadores proponen la formaciéon de complejos (Dashwood
et al. 1996, Hayashi et al. 1999). Este mecanismo es poco probable que se lleve a
cabo con los CNO, ya que una de las condiciones para el acomplejamiento es que
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los mutagenos a probar tengan un tlpO de estrucrura planar que sea compatlble?j

con la que presenta, a cloro lina 'En los espectros reahzados durante;este trabajo

De acuerdo ,’on los esultados m'wtro se suglere que los posnbles mecamsmos de

accnonz de la CLO sean la 1ntercepc1on de moleculas y la captura de radicales
] ste ultimi mecamsmo fue demostrado en el bloensayo SMART, en donde

hbres
la: CLO'dis uyo.la FMTproducxdas por la radlaélo _yfen celulas somaticas del
ala de D melanogaster (Zlmmenng etal 1990) ’

Es: mteresante el hecho de que tanto el ASC como la CLO en sus incubaciones
sxmultaneas con la mezcla mostraron un efecto de inhibicién de la nitrosacion.
Estos anahs1s in vitro serian el equivalente a los pretratamientos administrados
en los ensayos biolégicos. Estos resultados ofrecen una evidencia mas de que el
selécCioriar el. protocolo adecuado al momento de realizar un analisis
antimutagénico es de suma importancia para evidenciar el efecto de inhibicién
genotoxica de los compuestos a probar.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la capacidad de inhibicién que
tienen algunos componentes de la dieta mexicana, como lo es el chile, sobre el
efecto mutagénico provocado por compuestos a los que los seres humanos
estamos directa o indirectamente expuestos. Ademas de evidenciar que el
sistema Drosophila-SMART es una buena herramienta para la determinacion de la
genotoxicidad y antimutagenicidad de compuestos sintéticos o naturales.
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Se ev1denc1o lav act1v1,dad genotoxxca de la mezcla MU+NS en larvas de las

en la ndu c10 de compuestos mtroso
: Los extractos de los chlles CHI MZN y POB. a las dosis utilizad:
'toxncos o genotox1cos a las larvas de los orgamsmos PR

6. CONCLUSIONES

Los precursores de la reaccion de nitrosacion MU y NS no e_]er(:leron efecto

genotoxxco a las larvas de los organismos tratados.

Las combmacxones sencillas de. MU o NS on los 7extractos de los tres chiles no
mostraron respuesta genotoxica en los ensgyos in'vivo.

Las combinaciones dobles de la mezcla (MU+NS) con los extractos de chile
mostraron disminucion significativa de las mutaciones provocadas por la

mezcla sola. Siendo mas evidente en la cruza de bioactivacién elevada.

El extracto de chile manzano present6 la mayor respuesta inhibidora hacia la
genotoxicidad producida por la mezcla.

La determinacion de ASC, CAP y CLO en los extractos de chile mostraron una
relacién: ASC: manzano>poblano>chilaca; CAP: poblano>chllaca>manzano y
CLO: chilaca>poblano>manzano. e
Los ensayos in vitro mostraron que el producto final de la mezcla MU{NSL;{fu}é'
la N-nitrosometilurea.

El acido ascorbico y la clorofilina evidenciaron una inhibicion en la produccién
de MNU a partir de sus precursores.

Los posibles mecanismos de accion del ASC y CLO sobre la reaccion de
nitrosacion son: (a) captura de radicales libres, (b) intercepcion de moléculas y
(c) reduccion y competencia por el nitrito.

El bioensayo Drosophila-SMART demostré ser efectivo para evidenciar la
respuesta genotoxica de alquilnitrosaminas y la respuesta antimutagénica de
compuestos naturales presentes en la dieta.
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Abstract

It is known that the poblano green pepper, a significant component in the Mexican diet, contains certain natural com-
pounds such as chlorophyll, B-carotene, and vitamins, which have antimutagenic and/or anticarcinogenic properties. Using
the somatic mutation and recombination test in wing cells of Drosophila melanogaster, an extract of the poblano pepper
(Capsicum spp.) was evaluated to determine its antimutagenic effect against the nitrosation process, simulating the process
occurring in the human stomach caused by known food additives. Larvae of 72 h old D. melanogaster of standard (ST) and
high bioactivation (HB) crosses were exposed in a simultaneous, chronic treatment with the juice expressed from the crushed,
whole, fresh pepper fruit, plus the mixture of 20mM methy! urea (MU) and sodium nitrite (SN), mixed with the animals’
food. Three doses of pepper juice (12.5, 25, and 50%) were used. The background mutation rate given as spots per wing
was 0.36 and 0.48 for ST and HB, respectively. Mutation frequencies produced by the MU and SN mixture was 1.73 (ST)
and 26.46 (HB) mutations per wing. The poblano juice decreased the above rates between 40 and 80%, respectively. The
experiments suggest that some compounds present in the green pepper may cause this antimutagenic effect by interfering
with the nitrosation process. The role of the extract and one of its components, such as vitamin C, in the nitrosation process
will be discussed. © 2001 Published by Elsevier Science B.V.

Keywords: Antimutagenicity; Green pepper; Endogenous nitrosation: Drosophila melanogaster, SMART

1. Introduction

Green pepper, (Capsicum spp.) is one of the main
spices and food additives consumed in Latin-American
countries, with an average intake per capita of about

* Corresponding author. Present address: Institute for River Re-
search International, 920 Ironwood Dr.. Suite 344, Rochester, M1
48307, USA. Tel.: +1-248-650-9144; fax: +1-248.650-9144,
E-mail address: prvirri@ees.eesc.com (P. Ramirez-Victoria).

40 g/day [1]. Studies of dietary components, includ-
ing pepper, suggest a direct relationship between their
consumption and the decrease of certain types of dis-
eases, including cancer [1-4]. In recent years, more
attention has been dedicated to explore compounds in
foods with anti-mutagenic and anti-carcinogenic po-
tential, and they are found in almost all categories of
foods, fruits and vegetables being the main source [3].

Also, dietary habits are regarded as possible causa-
tive factors in the development of a considerable
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proportion. of human cancer {5]. Nitrite, one of the

most. widely used food additives, produces N-nitrosa-
mines, a large group of chemical carcinogens, in meat
products, fish, cheese and tobacco smoke, among oth-
ers (6,7). These N-nitrosamines are chemically stable
under physiological conditions, and require metabolic
activation by microsomal mixed-function oxidases to
reactive intermediates [8,9). The first step in their
metabolism is the a-hydroxylation to produce a-
hydroxynitrosamines. These metabolites decompose
spontaneously to give, successively, monoalkylni-
trosamines, alkyldiazohydroxides and nitrogen-sep-
arated ion pairs {10,11]. Alkyldiazohydroxides can
alkylate nucleophiles directly or after loss of water
to give diazoalkanes, the most reactive metabo-
lites {12,13]. Some of these species alkylate DNA
bases, especially at the N-7 and O-6 of guanine
and the O-4 of thymine. O%-alkylguanines pair with
thymine rather than cytosine producing G:C— A:T
mutations that are thought to initiate carcinogenesis
[14].

Recognition of inhibitors of nitrosation is relevant
for the primary prevention of cancer, and the devel-
opment of suitable animal models to complete this
assignment is important. Previously mammalian and
bacteria systems have been employed for these investi-
gations. But a more sophisticated system was needed.
Graf et al. [15] and Guzmdn-Rincén et al. [16] chose
such a system, the somatic mutation and recombina-
tion test (SMART) in Drosophila melanogaster, to
demonstrate in vivo nitrosation. Two strains of ani-
mals with suppressed and constitutively high levels
of cytochrome P450 enzymes and a genetic system to
detect a wide variety of genetic mutations were em-
ployed. The SMART assay is based on induced loss
of heterozygosity, which may occur through various
mechanisms, such as mitotic recombination, muta-
tion, deletion, chromosome loss and non-disjunction
[17]. SMART is a sensitive in vivo method capable
of detecting a vast array of mutagens and promuta-
gens belonging to a great variety of chemical classes
[18]. It is also well suited to determine the antimu-
tagenic properties of natural compounds [19-22]. In
the present study, we applied the test with its standard
and high bioactivation Drosophila's crosses to study
the modulating action of a natural food, the poblano
(Mexican common name) pepper, on the nitrosation
genotoxic effect.

2, Material and methods
2.1, Chemical compounds and media

Methyl urea (MU, CAS 598-50-5) and sodium
nitrite (SN, CAS 7632-00-0) purchased from Sigma,
were dissolved in distilled water and mixed into the
culture media of instant, mashed potato (Maggi®)
obtained from a local supermarket.

2.2, Preparation of the pepper extract and
determination of vitamin C in green pepper

Fresh, green, poblano peppers (Capsicum spp.) pur-
chased locally, were washed, sliced, and processed
by an ordinary juice extractor. The juice was stored
in plastic containers in an ultra-low freezer (—70°C)
until use. Vitamin C in the extract was determined
by the AOAC 2,6-dichloroindophenol (DCP) titration
method [23].

2.3. Drosophila stocks, crosses and genetic markers

Three Drosophila stocks of the somatic mutation
and recombination test (SMART) were used: (1)
AP/IN3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89 Aa bx™¢ e BdS; (2)
mwh/mwh, and (3) ORR/ORR:Ar/In(3LR)TM3, ri p*
sep 1(3)89Aa bx>* e BdS. Virgin females from the
stock 1 were mated with stock 2 (mwh) males, and
called the standard cross (ST); and virgin females
from the stock 3 were also mated with stock 2 males,
called the high bioactivation cross (HB). This strain
carries chromosomes 1 and 2 from a DDT-resistant
Oregon R(R) line, which is characterized by a consti-
tutively high level of cytochrome P450 not present in
the ST cross [24]. The progeny in both crosses will
consist of trans-heterozygous larvae for the markers
ﬂ13 (Aare?) and mwh (multiple wing hairs); both mark-
ers are recessive and are located in the left arm of the
third chromosome at 38.8 and 0.03 map units, respec-
tively. These two markers modify the phenotype of
the trichomes in the wing. Wing cells expressing the
mwh marker produce multiple trichomes (>2), in con-
trast to one in the wild type. The i} marker produces
a trichome with irregular morphology. Detailed infor-
mation on all the genetic markers is given by Lindsley
and Zimm [25]. All the stocks were maintained at
constant temperature 25 £ 1°C and 60% humidity.
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2.4. Experimenial procedures

Eggs from the two crosses were collected for 8h
in culture bottles containing a solid agar base (5%
w/v agar-agar in water). Then, 48 h later the larvae
were floated off with tap water, blotted dry and placed
in equal batches of 70-80 animals each, into vials
containing 0.7 g of mashed potato hydrated with 5 ml
of the test solution. The MU and SN were used at
only one concentration, 20 mM. Poblano pepper ex-
tract (PPE) was used at three concentrations, 12.5; 25;
and 50 % by volume. Negative controls included dis-
tilled water, MU or SN alone and with the above con-
centrations of PPE. The larvae fed on this medium un-
til pupation. Adult flies that emerged from the pupal
stage were collected and stored in 70% ethanol; the
wings were removed and mounted in Faure's solution
and scored under 400 x magnification for the presence
of regions or spots of mutant (fir or mwh) trichomes
[17.26]. Two types of spots are observed: (1) single
spots, either mwh or fir, which are due to various
types of mutational events as well as mitotic recombi-
nation, and (2) twin spots, consisting of adjacent mwh
and fIr} subclones, which originate exclusively from
mitotic recombination [27].

2.5. Data analysis and statistics

Classification of spots was done on the basis of
small spots (1-2 wing cells), large spots (>2 cells),
twin spots (both genotypes) and total spots. The chi
square test for proportions was used for statistical eval-
uation of the data [28]. Test responses were classified
into three categories: (1) positive (p), a strong response
was found: (2) inconclusive (i), no acceptance at the
same time of two mutually exclusive hypotheses: and
(3) negative (n), no effects under the conditions of the
test [29].

3. Results and discussion

The antimutagenic effect of poblano pepper extract
(PPE) was studied in a genotoxicity SMART assay
where the animals fed on media containing mixtures
of the extract and nitrosation precursors, methyl urea
(MU) and sodium nitrite (SN). Table | summarizes
the results.

The background levels of spontaneous mutation for
the ST and HB crosses were 0.36 and 0.48 frequency
of total spots (FTS) per wing, respectively. Similar re-
sults were obtained with MU, NS, PPE, MU + PPE,
and SN + PPE, demonstrating that none of the com-
pounds tested alone or in a simple mixture have a pos-
itive genotoxic response.

Analysis of the MU and SN mixture in the ST
cross, showed an FTS of 1.73, a five-fold increase
of total spots compared with above control groups,
giving a positive genotoxic response according to
the statistic analysis. When simultaneous treatment
with MU and SN plus PPE was performed, the
genotoxic effect was reduced in a dose-dependent
manner with the following FTS, 1.03, 0.94, and 0.68
from the lower to the higher concentration of PPE
(Table 1, part A). Data obtained with the HB cross,
showed a dramatically positive genotoxic effect with
an FTS of 26.46, the increment of total mutations
was 57-fold greater than the H2O control. Treatments
performed with the mixture of MU and SN together
with PPE, produced the following FTS: 14.23, 10.80,
and 5.46 from the lower to the higher concentrations
(Table 1, part B).

Fig. 1 compares the frequency of total spots per
wing obtained with a control group (H>0), the mix-
ture (MU + SN) and the co-treatments with the three
different doses of PPE in the ST and HB crosses. The
more PPE is present in the diet the fewer MU + SN in-
duced mutations. The inhibition’s percentage in each
one of the PPE doses in ST cross were 40, 47 and
609 from the lower to the higher doses respectively.
HB cross, yielded an inhibitory effect of 36, 52 and
76% with the addition of 12.5, 25 and 50% PPE,
respectively.

This dose-response relationship, suggests a recep-
tor type of mechanism as opposed to an all or none
mechanism. Presumably. methylnitrosourea binds to
DNA and causes mutations [12-14]. But it is not clear
yet where that PPE acts: at the in vivo nitrosation re-
action (i.e. formation of methylnitrosourea) or at the
DNA binding step. But because the dose-dependent
effect takes place in both. the ST and HB crosses, it
is possible that the antimutagenic effect occurs before
metabolic activation. In any case. the dynamics of this
hypothesis needs further study.

The MU + SN treatment. showed a significant in-
crease in mutations over controls in both crosses. This
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Table 1

<

y af results obtained in the Drnophila wing spot test afier exposure with MU, SN and three concentrations of PPE

Spots per wing (number of spols)?

Compound No. wings Small single Spot with

Large single Twin spols Total spots mwh cloncs
()] spot (1-2 eells) spats (>2 cells) mwh clone per wing
(m =24 (m =50 {m =51) (m=2.0) (n) (nIN)
(A) Standard cruss :
H:0 120 0.32 (38) 0.04 (5) 0.00 (0) 036 (43) 43 036
PPE 12.5% 120 030 (36) n 0.00 (0) n 0ol (1) i 031 37)n 36 0.30
PPE 25% 1200 0.26 (31) n 003 3)n 002 (2)i 0.30 (36) n 36 0.30
PPE 50% 120 0.27 (32) n 006 (7) n 000 ) i 0.32 (3%) n 39 033
MU 20mM 120 0.29 (35) n 003 (4) n 001 (1) i 033 (40) n 40 0.33
MU + PPE 125% 120 037 (44 n 002 () n 000 (0) 0.38 (46) n a6 J038
MU+ PPE 25% 120 0.28 (33) n 0 (1) i 003 (@) i 040 (48) n 48 040
MU + PPE 50% 120 035 (@) n 002 () n 002 (2 i 0.38 (46) n 46 038
SN 20mM 120 032 (38) a 02 2)n 0.00 () § 033 (4 n a0 033 ..
SN + PPE 12.5% 120 025 (30) n 006 (7)n 0.0 ()i 032 (38) n 38 032
SN + PPE 25% 120 0.33 (40) n 008 () i 003 3)i 043 (52) n 52 043 oo
SN + PPE 50% 120 0.41 (49) n 006 (7) n 002 (2) i 0.48 (58) n S8 048
(MU + SN) 20mM 120 1.33 (160) p 031 (3N p 09 (1) p 1.73 (208) p 206 ST
(MU + SN) + PIE 125% 120 0.95 (114) p 003 (@) n 005 (6) p 103 (124) p 124 103
(MU + SN) + PPE 25% 120 0.84 (10D p 0.08 (9) i 003 3yi 094 (113) p 110 2092 -0
(MU + SN) + PPE 50% 120 0.62 (75) p 003 () n 0033)i 0.68 (82) p 82 - 0.68
(B) High bivactivation cross L
H,0 120 043 (52) 0. (5) 0.01 (1) 0.48 (58) 56 047
PPE 12.5% 120 0.36 (43) n 003 3) n 001 ()i 039 ({4 n 46 038
PIE 25% 120 0.37 (35) n 0.05 (6) n 002 () i 044 (539 n 50 042
PPE 50% 120 043 (Shn 003 @) n 01 (i 0.47 (56) n 56 =047
MU 20mM 120 043 (5D n 008 (9) i 001 (1) i 051 (61) n 60 050
MU + PPE 12.5% 120 0.49 (59) n 003 (3) n 002 @i 0.53 (64) n 64 053
MU + PPE 25% 120 045 (54) n 007 (8) i 0.00 (0) i 052 (62) n 62 0.52
MU + PPE 50% 120 043 (Shn 603 (3)n 003 (3)i 047 (57)n 57 0.48
SN 20mM 120 .46 (55) n 004 (S) n 003 (@) i 053 () n 64 053
SN + PPE 12.5% 120 045 (59 n 003 (d) n 0022 i 0.50 (60) n 60 0.50
SN + PPE 25% 120 0.52 (62) n 001 (1) n 0.00 @) i 0.52 (63) n 63 053
SN + PPE 50% 120 051 (61) n 002 (2) n 002 ()i 0.53 (65) n 65 054
(MU + SN) 20mM 120 19.57 (2348) p 379 (455) p @) p 26.46 (3175) p 2449 2041
{MU + SN) + PPE 125% 120 10.74 (1289) p 2.37 (285) p 1.12(39) p 14.23 (1708) p 1570 13.08
(MU + SN) + I'PE 25% 120 8.13 (976) p LR3I 219 p 084 (101) p 1080 (1296) p 1166 9.72
(MU + SN) + PPE 50% 120 367 (44 p 127 (15 p 052 (62) p 546 (655) p 5K3 4.86

* Statistical diagnoses according to Frei and Wiirgler [7] for comparisons with corresponding controls: p, positive; n, negative; i, inconclusive; m, multiplication factor.
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Frequency of total spots 3
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(MU+NS) + PPE 25% {MU*NS)+ PPE 50%%

Fig. |. Comparison of antimutagenic effects of different concentrations of pepper extract on the nitrosation cocktail in two crosses of D.

melanogaster.

mixture resulted in a higher genotoxic response com-
pared to those caused by the MU and SN compounds
singly. Previous work suggests that the in vivo ni-
trosation process occurs somewhere in the digestive
tract of larvae of D. melanogaster in a similar way
to that in the mammalian stomach {16]. This geno-
toxic effect was much more evident when the HB cross
was used. It is well known that nitrosamines require
metabolic activation by the cytochrome system, to give
a-hydroxynitrosamines and finally the diazonium ion,
the most reactive metabolite [30,31). A number of cy-
tochrome P450 genes belonging to families 4 and 9
have been cloned from D. melanogaster. Hence, it
can be speculated that the CYP4 family in insects has
the same role as the CYP2 family in vertebrates, the
main enzyme which metabolized nitroso compounds
[32.33). Saner et al. [24] determined high levels of
CYP6A2 in larvae of the HB in comparison to the ST
cross, suggesting that the metabolism of promutagens
can be related with the high expression of these en-
zymes. Thus, the high mutation rate in the HB cross
suggests that the product of MU + SN produced by

in vivo nitrosation has become metabolized to more
highly genotoxic metabolites.

The antimutagenic activity of the poblano pepper
extract may be caused by vitamin C because vitamin
C reduces the damage caused by nitroso compounds
[34-36]. Perhaps ascorbic acid destroys free radi-
cals, thereby helping to inhibit their role in cancer
promotion [35]) or ascorbic acid at pH 4-6 reduces
nitrite to NO, which cannot directly form N-nitroso
compounds. Thus, perhaps vitamin C inhibits ni-
trosamine formation simply because it uses up nitrite
[37]. Alternatively, ascorbic acid as an antioxidant.
might prevent oxidative metabolism of the test com-
pound via the cytochrome P430 system, inhibiting
the production of electrophilic metabolites [21].

If ascorbic acid is one of the antimutagenic ingre-
dients in the PPE, it is active at a very low con-
centration. Our results indicate that the content of
vitamin C in the extract was 85mg of vitamin C
100 g fresh pepper. Thus, its concentration in the 50%
PPE is L.75mM; 0.87mM in 25% and 0.43mM in
12.5%. These amounts are far lower than commercial
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préparations tested by Graf et al. [15] who reported
that 17 mM of vitamin C was able to inhibit the ni-
trosation in Drosophila, and those reported by Olvera
etal. [22] of 25-100 mM, to reduce the damage caused
by v-rays and chromium.

Deciding which compound is the most important
antimutagen may be difficult, because the pepper
extract is a complex mixture of many other possible
antimutagens. Thus. the antimutagenic activity of a
complex mixture may not depend only on the action
of one its components, but for the interaction of all of
them. Moreover, antimutagenic activity may be de-
pendent on experimental conditions such as route or
time of exposure relative to mutagen exposure. Also,
the determination of a protective mechanism can be
difficult due to several antimutagens are known or
suspected to act through more than one means [38].
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