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RESUMEN 

El efecto antimutagénico y el posible mecanismo de acc1on de algunos 
componentes de la dieta mexicana fueron estudiados empleando técnicas 
genéticas y químicas 

A través de la prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART) en 
Drosophila melanogaster y por estudios espectrofotométricos se evaluó la 
capacidad inhibidora de extractos de tres tipos de chile (Capsicum spp.): chilaca 
(CHI), manzano (MZN) y poblano (POB) sobre la reacción de nitrosación 
producida por la metil urea (MU) y el nitrito de sodio (NS). 

Se administraron a larvas de -48 h. de edad de las cruzas estándar (ES) y de 
bioactivación elevada (BE) un tratamiento crónico simultáneo con los extractos 
de los chiles (12.5, 25 y 50 % v/v) en combinación con la mezcla de MU y NS (20 
mM). Los resultados mostraron que las frecuencias de mutación basal fueron de 
0.36 y 0.48 para las cruzas ES y BE, respectivamente. Las frecuencias de 
mutación producida por la reacción (MU+NS) fue de 1.73 (ES) y 26.46 (BE), esto 
es, 12 y 55 veces mayor a las tasas de mutación 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 más efectivo y 
el de la CHI el de menor efecto, lo que concuerda con el contenido de ácido 
ascórbico en los extractos siendo el MZN el que presentó los niveles más altos 
(104 mg/100 g), el POB el intermedio (85 mg/100 g) y la CHI el menor (47 
mg/100 g). Estos resultados sugirieron que uno de los principales antimutágenos 
en los extractos de chile es el ácido ascórbico. 

En la cruza BE, que tiene niveles elevados de enzimas del citocromo P450, ocurre 
la mayor respuesta genotóxica y antimutagénica, indicando que este sistema está 
involucrado en la producción y en la inhibición 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 ácido 
ascórbico sobre la reacción de nitrosación es reduciendo el NO a NO ó 
compitiendo por el nitrito, ó ambos. Por su parte, la clorofilina pJdo actuar 
capturando radicales libres e interceptando moléculas. 

iü 



ABSTRACT 

The antimutagenic 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 (CHO, 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 mLxture 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 e..xtract 
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 N02 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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l. INTRODUCCIÓN 

Los hábitos alimenticios son esenciales para el desarrollo de un organismo, pero 

también influyen en su deterioro. Esta particularidad dual se debe a que entre los 

componentes de . la dieta, específicamente la de humanos, . se encuentran 
--- ---e=-=-· co=~c'.~·-~=-'---,=...-,.,=-~= ·~-=-"-~·-=----~ - · _ · --·~"'----=·=·--,=-=-'---=-·-==-·=.o;-'o-"--:_ _.;.:._"""" -~------~' _ _::--,-_o_-o'"=oo=--- -=-"--

innumerables .. cantidades\ de elementos y. sustancias. tanto ·• ~enéficas . como 

perjudiciales ~u~··conf i~ren esta ~aracterística (¿he&i~Y .. Fl~an-2oq1>: 

Algunos de los agentes. perjuiliciaies sori conoC:idos como mÜtágenos ¡y son 

compuestos (físicos o químicos) de órÍgeipiatural o producidos por el hornbre que 

alteran la: estructura o la secuencia del DNA. Los mutágenos químicos se pueden 

dividir según su modo de acción, . en agentes . alquilan tes, ·análogos de bases y 

agentes intercalantes que ~ctúan directa o indirectamente a través de sus 

metabolitos, causando lesiones a1 DNA debido a la alteración, pérdida o adición de 

pares de bases a fa íriolérula. También pueden producir uniones pirimídicas, 

rompimientos senrn16~ $. d~ dobl{ hebra, . así como entrecruzamientos intra- e 
in ter- hebra <~~t~j~:~t··~L'2001)~: > · 

Estudios reCi~Il~~s . su~ieren una posible relación entre los mutágenos qmm1cos 

pres~rites''~nfI~¡:clleta, ya sea de manera natural o accidental y el desarrollo de 
; •• ·.- C• •• •'• 

ciertos tipps . de cáncer como de estómago, esófago, nasofaringeo, urinario y de 

colon, erif°fe otros (van Poppel y van der Berg Í997). Evidencias epidemiológicas 

han mostrado que el cáncer de estómago (causado aparentemente por la ingesta 

de alimentos) es el segundo en ocurrencia a nivel mundial, superado sólo por el 

cáncer de pulmón (Parkin et al. 1999). Algunas investigaciones han demostrado 

que esta relación se debe a la presencia de nitritos y de óxidos de nitrógeno 

utilizados principalmente para preservar los alimentos. Estos compuestos 

reaccionan de acuerdo con las condiciones fisiológicas del organismo y se 

transforman en sus formas nitrosadas, conocidas como compuestos N-nitroso, los 

cuales son en su mayoría metabolitos carcinogénicos (Hirohata y Kono 1997, Palli 

et al. 2001). 



1.1. COMPUESTOS N-NITROSO 

El interés en el estudio de los compuestos N-ngroso (CNO) surgió en 197?, como 

resultado de la observación del daño en el hígado de personas ocupacionalmente 

expuestas a la N-nitrosodimetilamina (NDMA). Desde entonces, se han realizado 

ensayos para conocer su toxicidad; teratogenicidad, carcinogenic~dad · y 

metabolisnio.(Mir:vish . .1995). Los CNO se caracterizan por la presencia(delgrupo 
. " . " ' ·.· '"' ~, .. . .. ~ ., .... , . . ; 

nitroso ;i.m'.ldÓ·á. un átomo de nitrógeno secundario (N=O) y se 7dl~·deri en 

nitros~inas · (R
1
NNOR

2
) y nitrosamidas (R

1
NNO.COR

2
). La Figura ti rÍluesfra 

algunas nitrosaminas presentes en los alimentos. 

2 

CH3 '-.., CH3 CH2 '-.., 
/N-N=O /N-N=O CH3 CH3 CH2 

NOMA NDEA 

CH2--CH2 

1 1. 
CH-- S· 

1 
2 

1 
CH' CH2 CH' CH2 

t/'/ N/ 
1 1 

N=O N=O 

NPYR NTHZ 

R, 

c¡2-cr2 
CH-- s 

1 1 
C~ CH-COOH C' JH·COOH 

N/ 
1 ~ 

N=O N=O 

NPRO NTHZCA 

Figura 1.1. Estructura de algunas N-nitrosaminas presentes en alimentos 
(Tomado de Archer 1989) 

NDMA=N-nitrosodimetilarnina; NDEA=N-nitrosodietilamina; NPYR=N-nitrosopirrolidina; 
NTHZ=N-nitrosotiazolidina; NPRO=N-nitrosoprolina, NTHZCA=ácido carboxilico N

nitrosotiazolidino. 

-- -·· ... 

\
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1.1.1. Precursores de los CNO 

Los agentes precursores de los compuestos N-nitroso son de dos tipos: nitrosantes 
- -.o_-'_-,- ··-coo-_o_o_-o---·-:.,-_';o;! 

y nitrosables. En el primero se encuentran el nitrito y los óxidos de nitrógeno 

(dinitrógeno, tri- o tetraóxido) (ZolfigoFet al. 2001). Sus principales funciones 

como aditivo en comidas y bebidas soh: 

a) Inhibir· la formación de toxinas generadas por Clostridium botulinum, que son 

extremadrunénte tóxica~ y responsables de muertes por el consumo de 
' .·, ,.,, __ -. : . : 

alimentos contaminados por ellas. 
,; ._, .. ··. '· ¡': 

b) Dar el colot ro~ádo característico de las carnes, que es el resultado de la 

nitrosacicJrl cie1f~~o' hemo de la mioglobinª Pª1'ª formar nitrosohemocromo. 
:.;, 

almacenadas por semanas o meses ;tieriden }a ~esarI"c)11a.r oi.ores . y sabores 

desagradables provocados por la oxidaciÓn 'cie)cis:~ci,dg~graso~. No se sabe con 

certeza el mecanismo por el cual el nitrito iI1hibe esta oXi.dación; pero es claro 

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

El segundo grupo de precursores son las aminas y las amidas secundarias, 

terciarias y aromáticas que son los compuestos que sufren la nitrosación. La 

mayoría de los alimentos derivados de animales y vegetales contienen gran 

cantidad de aminas y amidas, las cuales son inocuas por sí 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 

proteínas como el pescado, al ser deshidratados y almacenados por periodos 

extensos, incrementan el contenido de aminas y amidas, que aunado a la cocción, 

favorecen la producción 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). 
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1.1.2. Incidencia y exposición 

Las vías comunes para el contacto con los CNO preformados en .el medio son la 

inhalación y la ingestión, La exposición ociipadónal; particitlarmerite en las 

industrias de metales, del caucho y farmacéutica, así como eth_ábito de fumar, son 

los principales contribuyentes a la exposición eXÓg~Íla·d~ ~st¿s:~otripuestos. Por 

. otra parte, la exposición endógena se deriva de lél biosíht~si~:de los compuestos 

nitroso a partir de--sus precursores (Bariscli·y·sJi~fe1haic{~-19~i6):LaFigura 1.2 
, ~ . ' . - - .• ,._ ,._ - .. ,-._ f 

muestra las principales fuentes de exposición a estos compuestos~ 

EXPOSICIÓN TOTAL 

EXPOSICIÓN EXÓGENA EXPOSICIÓN ENDÓGENA 

ESTILO DE 
VIDA 

Tabaco 
Humo de 
tabaco 
Cosméticos 
Productos para 
el aseo del 
hogar 
Medicamentos 
Drogas 

OCUPACIONAL 

Industria del plástico 
Curtido de pieles 
Industria del metal 
Industria quimica 
Minería 
Producción de 
pesticidas 
Producción de 
detergentes 
Industria pesquera 

INGESTADE 
PRECURSORES 

Nitritos 
Nitratos 
Aminas 
nitrosa bles 

FORMACIÓN 
PRECURSORES 

Nitrito derivado 
del nitrato 
(saliva, jugo 
gástrico) 

Figura 1.2 Principales fuentes de exposición a compuestos nitroso 
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Se conocen aLmenos dos vías por las cuales los CNO se producen durante el 

procesamiento,o cocción .de los alimentos. La. priDlera. es cuandoJos óxidos. de 

nit~ÓgenC><Noxfen dos de sus ocho estados de oxidaCfón(.t3'y~.+4r-sáncapacesae 
nitro~ar aminas, amidas u otros nucleófilos para formar co~p\.ies•friJ r-F,S·, Ó~ ó C-

- - '- .-., -- - - - ' - ~ - • •. -~~ .: • ' .: ·- -- " •• .,. '< _:_ - . .- .-· ' -

nitroso. Por ejemplo, el nitrito en un ambiente ácido tomo ·el ae las carnes 

procesadas, origina al dinitrógeno, tri- y tetraóxido de nitrógeno, q\.l.e s~n capaces 
~ - -,~·-.o~~~cc-o-·-·o;o_-ooc~--=-"""' -- __ • ·- _ _,_._·::._, ___ .:.o_ ____ ;_:'.__· ____ ,'_':_ ____ _._'".:_-'-_. __ ::__ 

de nitrosar directamente a aminas o amidas (Oeng et al 1998)~ la segunda es 
--- ___ -_. º· _- ·. -

cuando se utilizan temperaturas elevadas durante el procesamiento de.alimentos 

en donde el nitrógeno molecular se oxida a sus formas NOx generando los CNO. 

Por ejemplo, durante el secado de la cebada de malta para la elaboración de 

cervezas y de whisky, la NOMA (y posiblemente otros compuestos S-, C-, O- ó N

nitroso) se crea cuando los compuestos NOx derivados de la combustión directa 

entran en contacto con~ aminas presentes en la malta. Es durante el proceso de 

fermentaéión que la NOMA 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 vía de absorción de las nitrosaminas es a través del tracto 

gastrointestinal, seguido por el estómago 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 absorción, las nitrosaminas se distribuyen por el torrente 

circulatorio y posteriormente sufren biotransformación (Mirvish et al. 1993). 

Las nitrosaminas, como la NOMA y la N-nitrosodietilamina (NOEA), son 

compuestos estables que sólo se descomponen lentamente por acción de la luz o 

en soluciones acuosas ácidas. Necesitan de la activación metabólica para ejercer 

sus efectos genotóxicos y su metabolismo ocurre predominantemente en el 

hígado, pero puede llevarse a cabo en otros órganos como el riñón y el pulmón 

(Carmella et al. 1997). Las. enzimas responsables de la activación de este tipo de 

carcinógenos son las oxidasas microsómicas de función mLxta del citocromo P450. 

Fl metabolismo se inicia con la hidroxilación del carbón a (puede ocurrir 
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adicionalmente una f3- ·· ó -una · co-hidroxilación). Estas hidroxinitrosaminas se 

descomponen .. espontaneamente . para generar, monoalquilnitrosaminas, 

al~~t1di~ºz~llldró~dÓ; VP~~~"cl;io~es de nitrógeno, sucesivamente. A estos dos 

primeros. pasos se les conoce COII!O desalquilación (f:loy¡nen y Fishbein 1992). Los 

alquildiaz~hictrÓXÍctris se descomponen por heteróli~is y forman los iones diazonio 

o diazo¡¡}cé}.IlQi Qt1~~0!1~ 19~ Illet~f:?~litg_s ajq~J!<ll!!~s-~ii;i~te~l!9Jos r~spcmsables de 
los efectos biológ¡cos adversos enDNA,.RNA y proteínas (Huang et al. 1993). 

a) 

RCH2 '-

RCH
2 

N-N=O 
/ 

NitrosodlalqLilarrire 

R012'-
Mono:0xtgena•s ar N-N=O 
Mlcro~micaa / 

RQ-f 

1 
N=O 

0-l 

a-Hldroxlnltrosamlna AlqLilritroSOtrea 

pH¿ ¿·nrovO 

Alql.ildazciildróxldo 

"". ~NH • 

~NH2 
~M 
~NH2 

1 N 
DNA 

1 N 
DNA 

Ac1Jctos de Gla"ina 

Figura 1.3. Bioactivación de los compuestos N·nitroso 
(Tomado de Archer 1989) 

a) El primer paso dentro del metabolismo de las nitrosaminas es la hidroxilación del 
carbón a a través de las enzimas microsómicas del citocromo P450. Durante este proceso 

se forma una a-hidroxinitrosamina, que a su vez se descompone para producir un 
alquildiazohidróxido que genera finalmente al ion diazonio (estructura en corchetes), que 

son los metabolitos alquilantes intermedios responsables de los efectos biológicos 
inducidos a las macromoléculas. b) Por su parte, la descomposición rle las nitrosamidas a 

alquilantes intermedios ocurre por hidrólisis catalizada por bases y varía de acuerdo con el 
pH. 
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Por su lado, las nitrosamidas, como la N-nitrosometill1rea (MNU)son termolábiles 

y IJ1enos ºeS!AiJ1<;.s1.:.EJ~r.s!'!n. S\l. ~cci~:n· 1!1-l!!~g~fl!S'!-~~~e ~~~~~! . .;~!~C!~· Su 
metabolismo no está mediado por reacciones enziniáÚcas sino por su 

descomposi<:ión a especies alquilan tes a través de l~ hicirÓlisis catalizada por 

bases y varl~ ~e ¡acu~rdo con eL pH (Yarig .; ~rnith ·.19~6):' Su~ metabolitos 
,. ~ ' '. .,. .. '. . ' ,. ~ .· ' '., 

intermediós_son~muytnestables. Se ha determÚ1adC>Len¿un.:ambiente fisiológico 

que la> a-hidroXÍnitrosamina (el metaboli;~)·fu~~ ;~~;t~b1~) tiene vida media 

promedio de 1 a 10 segundos (Mochizuki et al. 1980). La Figura 1.3 muestra el 

metabolismo de los compuestos nitroso. 

1.1.4. Formación endógena de los CNO y la prueba de la nitrosoprolina 

La nitrosación endógena puede ocurrir a través de los siguientes mecanismos: (i) 

reacciones mediadas por bacterias, macrófagos y posiblemente células 

endoteliales y (ii) reacciones químicas, generadas particularmente por las 

condiciones ácidas del estómago. La primera de ellas puede ocurrir en sitios como 

boca, estómago, intestinos, vejiga urinaria y vagina. Depende en gran parte de la 

concentración ·de la flora bacteriana y de condiciones fisiológicas como la 

hipocloridria, anemia, uremias e infecciones prolongadas. La nitrosación a través 

de reacciones químicas ha sido considerada como la ruta más importante para la 

formación endógena de los compuestos nitroso en el estómago. Ambos 

mecanismos presentan factores que controlan la formación de los CNO como pH, 

concentración de nitrito, concentración de nitrógeno nitrosable, 

catalizadores/inhibidores y tiempo de incubación (Hill 1996). 

La nitrosación gástrica se inicia a partir de la ingestión 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 sólo el 5 % del nitrato es reducido a nitrito por bacterias 

presentes en la cavidad oral. Al tragar la saliva, ésta eleva la concentración de 
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nitrito gástrico presente en condiciones normales de-acidez estomacal (120 µg/L) 

favorecienciolélrj!af~ig11_de.nitJ'gºsafic)11J~jryisq_~tpJ!.99?).·_ 
. ; · .. ' ,·' -. ' ,. . -, ·: .-·" -: ; : -

La prueba~de nttrosoproíina~(NPRO)demostró· pór ;primera-vez la·_ formación de 
-<--' " '.-~-·:·:· ·'· .. ·:;t--'.·'._-y:·::-~:;·':_"':>·.-.'-,.·'.!.:::·:·:.~'r~:-~-"::'_:i:.·.·_:::=·.: .... -_.:--· _-:-:.-_·;.:, ::-- -~'--- . ..:: ,;_ . 

compuestos ; Ilit~'o~d'. ~lip¿.¡:tir.~ de.· aíÍiirias y amidas·. en el estómago· humano. La 
- . . ., - ~ - -·. - -. . .. _,.,. ' -; ' . . - ·'" . - ·-· .. ,._ "··, , .. : . . . - --. . . ·,' . . ,• 

prueba_consistió~en~·_alim'ent<if~aiéun¿ho~bre;'..enLayunas_con;c32~5mg ___ dec nitrato y 

500 mi de L~prolina. Af ailrui:Zfil-1a.Órlna iecret~da 24 h desptiés, encontraron 160 
\ '· .. : -

nmol (23 µg) de prolina nitrosada que se originó bajo las condiciones ácidas 

normales del estómago. Esta fue la primera derl1Üst:iación clara de que los 

humanos pueden generar CNO in vivo. La nitrosación de la prolina es un indicador 

de la formación gástrica de nitrosaminas y de la capacidad nitrosante del 

estómago, pero no de los niveles gástricos de aminas y amidas. La nitrosación 

gástrica puede producir nitrosamidas u otros compuestos inestables que actúan 

directamente en el estómago para iniciar un proceso carcinogénico ó quizá CNO 

estables que induzcan cáncer 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 

evidenció la formación endógena de nitrosaminas específicas del tabaco al 

administrárseles (S)-nicotina y NaN0
2

• Cuatro días después, se recobró su orina y 

se observó 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 NaN0
2 

se 

produjo una reacción de nitrosación que originó a estos compuestos (Carmella et 

al. 1997). 

Drosophila melanogaster ha sido otro de los organismos que han evidenciado la 

formación de los CNO in vivo. Utilizando la prueba de mutación y recombinación 

somáticas se evaluaron los efectos de la mezcla de metil urea (MU) y nitrito de 

sodio (NS) para producir la reacción de nitrosación, administrados por vía oral a 

larvas de 48 h de edad. Después de la emergencia de los organismos adultos se 
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observó que las frecuencias de mutaciones por-ala fueron 5 veces más alta que la 

del testigo negativo. Los tratamientos con MU y NS por separado no generaron 

ningún daño. De estas observaciones se concluyó que se llevó al cabo la 

nitrosación endógena en donde el metabolito resultante de esta reacción fue la 

metilnitrosourea, proceso que se desarrolló principalmente en el tracto '!-igestivo 

de las moscas de manera similar a lo que ocurre en el estómago de mamíferos. 

Este fue el primer trabajo en el que se evaluó esta reacción en un organismo 

diferente a mamíferos (Guzmán-Rincón et al. 1998). 

1.1.5. Mutagénesis y carcinogénesis de los CNO 

La diferencia en la estabilidad entre nitrosaminas y nitrosamidas está 

correlacionada con la tendencia a generar tumores en sitios específicos. Por un 

lado, las nitrosamidas producen tumores en el órgano q~e iriicialmente fue 

expuesto, mientras que las nitrosaminas inician tumores >en sitios distantes 

(Bartsch y Spiegelhalder 1996). 

Aunque · fas es'(Jebies/alquÜantes derivadas tanto de las nitrosaminas como 

nitrosamÍda~drfüJC:~ir:cifui.oa macromoléculas celulares, su principal blanco es el 

DNA. ·Éstos cortl~l1~siÓs:alq~ihlitroso tienen sus principales sitios de alquilación 

de bases erf'la .po~it1óri N1 y a6 de la guanina, sin embargo, la posición N3 puede 

ser atacada tarribiéri. Otros sitios susceptibles son las posiciones Nl, 3 y 1 de la 

adenina (Bochert et al 1991, Kelly et al. 1998); el sitio N3 de la citosina y del 

uracilo, así como el N3 y O' de la timina (Singer y Essigman 1991). De éstos, la 

formación de aductos a6-alquil-desoxiguanosina (a6-alkdGuo), O'-alquiltimidina 

(O'-alkThd) y a2-alquiltimidina (cT-alkThd) están involucrados en la mutagénesis y 

carcinogenesis de algunos órganos en animales de laboratorio (Shuker y Bartsch 

1994). En humanos, los aductos a6-metil-desoxiguanosina (a6-MedGuo) y O'

etiltimidina (O'-EtdThd) se han relacionado con la incidencia de cáncer de esófago 

y páncreas (Li 2001). Los aductos a6-propilguanina y a6-metilguanina son los que 

se detectan con mayor frecuencia en la mucosa gástrica, por lo que se consideran 

responsables de iniciar el proceso carcinogénico en el estómago (Palli et al. 2001). 
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Se ha demost~adO en glfmdulé\s ~1t1amarias ·de· ratas,. que los. pares a6-alqüilguanina 

(C1-alkG) con timina producen mutaciones por sustitución de bases G:C ~ A:T que 

inician. el ~;6c~;;J-~a;~iri6~Fii2~. Est;'fransición. es -~esult~do de la replicación 

dispareja qej~.g\1~!'1~nl~ti!~d~_t;nla.posiciém .. a6 del codón 12 (GGA) del oncogén 

H-ras, Ínuta¿ióri-~~a~terÍ~~icá J,eaclenocélrcinomas inducidos por la exposición a 

MNU. (Allay ét. aLJ ¿~·9;¡~R~iewsky et al. 20Óo). 
-. -"''-------'-- =--"--·:~:;c:==-,----C'"{':""º"-,'~·7-=--;-r~~~;; .. -=-=--==7;0·0-_,_ ___ ";'o=-·°'"~-'--·:_,-'-' -_·_oo-,- -_-

. ' ){:;--=-·_ ~,_: 

Se ha det~'ct~ctcliaiforiilaCioll'.de'.aduct:os por la metilación y piridiloxobutilación 
, ' - - . { -- . . ,. . . ~ 

del ·. DNA- .. 'causacioS:'} 6<fr.¡'_J~~) ·niirosaminas específicas del tabaco, 4-

(nitrosonietilahliiia)-r2c3-Birt¡ajn~~-(butélllona) (NNK), 4-(ni trosometilamina)-1-(3-

piridil)- l-b~t:~aÍ·:: (NNALÚ{ N~~l ~n pulmón, esófago y mucosa nasal de ratas. 
.. ·-·-.. ,-.-.-· .. .,-• ·;·· ,_ ·-.--"-"·::: ;•,, -,·_1·· .•"''' -

Ademá.'s se: dbservé>:~qii'e'·la;N~K indujo también rompimientos de hebra simple e 
; ·- - ·. :- - : ~-.,> '.-?',:·;_:' ;:>-~.-:·:'.:\'" -:~-':":··-::-o~:·:·: .. <.>" .. -_-.-~ ., 

incrementó lÓs riiveiesidé'S-oxodesoxiguanosina en el DNA (Hecht 1999). La Tabla 

1.1 muestra éllgtinos sitios de incidencia de los CNO. 

Tabla 1.1.- Sitios de exposición mutagénica y carcinogénica de algunos CNO 

CNO ORGANISMO SITIO REFERENCIA 

NB!'vlA Ratas Esófago Maliakal et al. 2002 

MNU Ratas Riñón, estómago Shiraki et al. 2002 

MNNG Drosophila Ala, notum Sidorov et al. 2001 

NNK Ratas Hígado, pulmón, riñón, von Pressentin et al. 2001 
esófa1m 

NNN Ratones Lengua von Pressentin et al. 2001 

NDMA Ratas Hígado 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 Esófago Tanaka et al. 1997 

NBMA, N-nitrosobenzilnietilamina; MNU, N-nitrosometilurea; MNNG, N-nitrosometil
nltrosoguanidina; NNK, 4-(nitrosometilamina)-1-(3-piridil)-l-butanona; NNN, N-nitrosonornicotina; 

NDMA, N-nltrosodimetilamina; NMPz, N-nitrosomonopiperazina; 
NDEA. N-nltrosodietalamina; NMAN, N-nitrosometilanilina. 
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1.2. ANTIMUT AGÉNESIS 

La antimutagénesis y la anticarcinogéneº~iscson áreas que comprenden el estudio 

de compuestos químicos de origen natural o sintético que muestran actividades 

moduladoras o inhibidoras ante los efectos causados por mutágenos y 

carcinÓgenos conocidos. Con el objeto de detectar su efectividad utilizan sistemas 

de PI"UE!l:>é!Sa.Ilto in vitro como in vivo (Hayatsu y f>¡egishi 1998). 

Actualmente se sabe que algunos componentes de la dieta expresan una variedad 

amplia de actividades que pueden modificar la carcinogenesis de mutágenos, 

estas sustancias conocidas como antimutágenos presentan gran diversidad de 

orígenes, mecanismos y niveles de acción, inhibiendo o interviniendo en los 

múltiples procesos de la mutagénesis. Entre e~tos compuestos se encuentran los 

fenoles (catecoles), los ácidos cinámico, clorogénico, gálico, elágico, ascórbico y 

retinoico, algunos tocoferoles, hidroquinonas, porfirinas y vitaminas. También las 

mezclas complejas como extractos de café, té, jugos de frutas, verduras y raíces; 

así como leche, productos de soya; caseínas, 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 acción y la forma en que pueden utilizarse para la prevención de enfermedades 

de origen genético. La Tabla L2 muestra una lista de antimutágenos presentes en 

la dieta y sus posibles mecanismos de acción. 

1.2.1. Inhibidores de los compuestos nitroso 

Los antecedentes de que los CNO inducen diferentes tipos de cáncer han generado 

el interés por realizar estudios que evalúen el efecto de inhibición de compuestos 

químicos de origen natural o sintético que exhiban propiedades antimutagénicas 

sobre mutágenos. Dentro de estos inhibidores se incluyen a las vitaminas, fenoles, 

tioles, metales, mezclas complejas y oxidasas de función mixta, entre otros. 
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Tabla 1.2. Mecanismos de protección de compuestos naturales sobre 
mutágenos y carcinógenos. 

(Modificado de De Flora 1998) 

MECANISMOS 

1. Mecanismos extracelulares 

1.1. Inhibición de la absorción de mutágenos 
1.2. Inhibición de la formación endógena de 

Mutágenos y carcinógenos. 
1.2.1. Inhibición de la nitrosación 

1.2.2. Modificación de la microflora intestinal 

1.3. Desactivación de mutágenos 

2. Mecanismos intracelulares. 

2.1. Modulación del metabolismo 
2.1.1. Inhibición o activación de promutágenos 

y procarcinógenos 

2.1.2. Inducción de las enzimas de la fase I 

2.2. Bloqueo o competencia 
2.2.1. Captura de moléculas electrofílicas 
2.2.2. Acción antioxidante 

2.2.3. Protección de sitios nucleofilicos del DNA 

2.3. Inhibición de la replicación celular 

2.4. Modulación de la reparación del DNA 

2.5. Control de la expresión génica 

3. Inhibición de la promoción de tumores 

3.1. Inhibición de efectos genotóxicos 
3.2. Captura de radicales libres. 
3.3. Inhibición de la proliferación y diferenciación 

celular 
3.4. Protección de la intercomunicación celular 
3.5. Inducción de apoptosis celular 
3.6. Modulación de la transducción de señales 

4. inhibición de la progresión de tumores 

4.1. Inhibición de la vascularización de tumores 
4.2. Efectos en el sistema inmune 
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EJEMPLOS 

Fibras alimenticias 

Vitaminas (ácido ascórbico y a
tocoferoles, catequinas, ácido 
clorogénico y gálico, taninos, extractos 
de comida y bebidas. 
Productos fermentados 

Vegetales con actividad de peroxidasa. 
Fibras vegetales 

Plantas crucíferas, fenoles, arilaquil 
isotiocianatos, retinoides, flavonoides, 
clorofilina, ~-caroteno. 
Penoles naturales y sintéticos 

A. elágico, flavonoides y clorofilina. 
Provitaminas y vitaminas, polifenoles, 
flavonoides. 
A. Elágico, retinoides, poliaminas. 

Retinoides 

Vainillinas, ácidos tánico y fólico 

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 demostró 

inhibir la nitrosación de los CNO. Esta inhibición fue más efectiva para las aminas 

con una tasa de nitrosación lenta como la NOMA y para las aminas que se nitrosan 

a velocidad moderada como la morfolina (MOR) y piperazina (PIP). En aminas de 

nitrosación rápida como la metilanilina (MAN) la inhibición es incompleta (Stavric 

1994). 

En cepas TA1530 y TAlOO de Salmonella typhimurium, la actividad mutagénica de 

la NOMA, 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 concentración baja (Soden y Lucas 1998). 

En células del criceto dorado, la Vit.C redujo la cantidad de intercambio de 

cromátidas hermanas (ICH) inducidos por la N-nitrosometilguanidina (MNNG) 

cuando ambos compuestos fueron añadidos simultáneamente a las células. Sin 

embargo, el postratamiento 40 min después de la adición del mutágeno, mostró 

que la Vit.C no interfirió con la actividad de la MNNG, por el contrario, su efecto 

fue sinérgico provocando una mayor frecuencia de ICH. Se observó también al ser 

incubadas ambas sustancias 30 min previos a su administración, se obtenía 

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 ácido ascórbico (ASC) como también se le conoce, demostró inhibir la formación 

de NPRO en individuos de áreas con alta incidencia de cáncer. Se trataron a los 

sujetos simultáneamente con ASC y prolina (PRO). Al cabo de 24 h se observó en 

la orina recolectada la reducción de NPRO del 20% al 30% con respecto a los 

sujetos a los que no se les administró el inhibidor. Los pretratamientos con 450 

mg de ASC previo a la administración de la PRO inhibieron 44 % la formación de 

NPRO. La inhibición mayor (79 %) se obtuvo cuando se pretrataron a los sujetos 

simultáneamente con ASC y PRO (Mirvish et al. 1995). 
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Estudios en· D. melanogaster•demostráron •el efécto•aiitimutagénico del ASC .sobre ... 

dos .. pr_ecl1!S()~~~._d~_l~~~l_tro~~5i~~·-l~::_~e~~l~urea y el nitrito de sodio. El ASC 
procil.lio-r;citiécióri~en:1a.-rreruencia,cle mutaciones totales por ala mayor. al 50 %. 

Los autor.~s ;.~()J:lCll!Y~E()Il,J.q~~ ~j~ t'.l'litrosación pudo ser inhibida por el efecto 

antioxidante delASC (Grat·et.al. 1998). 

Entre las hipótesis/que sugieren los posibles mecanismos de acción del ácido 

ascórbi~o,· coih~•ageht~ i~hibidor de la nitrosación están: (i) Reducir el nitrito a 

nitrato {aiJH·'<l€ 4~6), el c:Ual no es agente nitrosante, por lo tanto, no puede actuar 

directame~te para formar los compuestos nitroso, (ii) destruir los radicales libres 

ayudall.do a inhibir el papel de los mutágenos en la promoción del cáncer, (iii) 
. -· . 

competir con aminas secundarias capturando la mayor c.anhdad de nitito 

disponible y (iv) prevenir el metabolismo oxidante vía el ~ist~fu~ 'd~l citocromo 

P450. Actuando como agente antioxidante inhibe la producción de .metabolitos 

electrofílicos (Mirvish 1997, Griffiths y Lunec 2001). 

Vitamina E (Vit.E). Es un término colectivo que comprende 8 ·· diferentes 

compuestos sintetizados de las plantas. El más 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 está en fase lag, el a-TOC reduce el efecto de la MNNG, pero si está en fase 

estacionaria, no tiene ningún efecto en la inducción de la mutagénesis. Su 

potencia antimutagénica fue más marcada en la cepa mutada que en la cepa 

silvestre lo que llevó a los autores a la conclusión de que los efectos 

antimutagénicos de la Vit.E están conectados con su influencia sobre la función de 

la polimerasa III (Kalinina et al. 1985). 

Por otro lado, la inhibición de los efectos genotóxicos de la NMOR fue detectada en 

ratas de la cepa Wistar que fueron alimentadas con soluciones de la nitrosamina. 

Simultáneamente se adicionó a la dieta a-TOC. Al término del experimento se 
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detectó que el inhibidor disminuyó significativamente la frecuenCia de 

rompimientos er1 la cade.na de DNA, así como las aberraciones cromosómicas 

ocasionad~~ p~;l;~NMOR .. El-estudio sugirió que-To~ mecanismos por los cuales el 

a.-TOC inhibió 1~ f~rmación del compuesto nitroso son similares a los del ácido 

a~córbic~··,(SI~ni~nb~a·'.~t al. 2002). Resultados similares se obtuvieron en ensayos 
" .. "" .. , -··· ,·, 

· con lasJínef}s_ceiJlire~ V79 y Caco-2 (células de carcinoma de colon en humanos) 
'. . ;· _., .. ·· .~';;-;:;-,~~,,--,,,- ---- ---,- --

en dcmdeslos:.efectos citótóxicos de la NMOR y MNNG fueron disminuidos por la 

pre'sen~ia\'.d¿~¡~;:.-JkE, sugiriendo que la actividad antioxidante fue uno de los 
. ; ::· , .. , ' '· ,·-- '. ;;>\", , . ~- - ,. 

prindi:>aies 'fu~carúsmos de acción (Robichova y Slamenova 2002). 
·-· ,,- ,·.·:,- , 

Vitamina. A (Vit.A). Es un término no específico 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 13-caroteno (Love y Gudas 1994). 

En S. typhimurium la sustitución de pares de bases y rompimientos de cadena 

sencilla del DNA así como el índice de ICH en células cultivadas de mamíferos 

fueron disminuidos por la presencia del retino! (De Flora et al. 1999). En estudios 

in vivo, la administración oral de retinil palmitato disminuyó la inducción de 

rompimientos de cadena simple en el DNA provocados por la NOMA (Webster et al. 

1996) así como la producción de micronúcleos generados por la NNK en 

hepatocitos de ratas. Por su parte, el 13-caroteno ha demostrado que bloquea la 

actividad mutagénica de la NDEA disminuyendo el índice de ICH en cultivos de 

glándulas mamarias de ratones (Alaoui-Jamali et al. 1991). 

Se analizó la capacidad de quimioprevención del ácido retinoico-9-cis (9cRA) sobre 

la inducción de los tumores generados por la MNU en ratas de la cepa Wistar y se 

observó que el 9cRA no disminuyó la presencia de tumores. Sin embargo, al 

alternar el tratamiento con melatonina la reducción de tumores fue significativa. 

No se conoce con exactitud el mecanismo por el cual el 9cRA y la melatonina 

actuaron para prevenir el daño. 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 mecanismos antimutagénicos propuestos para los retinoles son similares a los 

de las~VitC y ~. que incluyen: la captura de radicales li!Jr~s, l~ inll!l>ición de las 

enzimas del citocromo P450 y la modulación del proceso oxidante 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 modulación de la activación 

metabólica de promutágenos y a la interferencia de los metabolitos genotóxicos 

(Wattenberg 1985). En células de criceto dorado, la capsaicina inhibió el 

metabolismo de la NNK modulando las reacciones de reducción, N-oxidación y a.

hidroxilación del mutágeno, sugiriendo que el mecanismo involucrado· fue la 

inhibición de las isoenzimas de las familias CYPlA y CYP2B (Miller et al 1993). 

Ácidos fenólicos. En el ensayo con S. typhimurium la actividad antimutagénica de 

los ácidos caféico, gálico, clorogénico y tánico hacia la mutagenicidad de MNNG y 

MNU ha sido demostrada. Los estudios polarográficos y espectrofotométricos 

revelaron la interacción entr~ estos CNO de acción directa y los fenoles, 

especialmente cuando estos últimos 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 inhibición de la l\fNU por el 

ácido elágico no parece causada por un mecanismo de competencia. Los estudios 

realizados in vitro con DNA hidrolizado mostraron que el ácido elágico no evitó la 

metilación de la guanina en la posición N-7 pero sí en la posición Cfi. La inhibición 

ocurrió sólo cuando la doble hebra del DNA fue usada como sustrato. Estos 

resultados sugirieron que el ácido elágico incapacita la mutagenicidad de la MNU a 

través de un mecanismo de unión afín entre éste y el dúplex de DNA (Dixit y Gold 

1986). 

Isotiocianatos. En experimentos a corto plazo, hembras de ratón A/J recibieron 

durante 4 días1 5 µmol de varios (CH
2

)
0 
-fenitil-NCS seguido por una dosis de NNK 
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(10 µmol por inyección i.p.). Dieciséis semanas después·se cuantificó la presencia 

de tumore.s en pulm~n, y se ~b~ery9 cit1e_E!!~!~~!.!i!:~~s~y~~l~!l,~9~i_l_~s~tio_S~élflªt() 
provocaron . una marcada reducción en Ja formación de tumores. ;Los estudios 

moleculares mostraron que Ja. metilación del. D~A en l~,po~ición, a6:era)nhibida 
con mejor eficien~ia p6r los isoti~cirui~to~ '(l~;,~~adell~ !:ar~~. ¡Se;.~bseryó. una 

relación _direct~entec_pr~porciC>nai.:ent~~:·el .t~<ffio:ae •.. 1~· d~dena>Ill~til·:de .los 
isotiocianato~~él;pbt"Je;~-aj;:-¿~jrih~Biciii(~¡~iiif~~i<Tc1vt~;-~--;;-~-,;;~9o~i991>. ·-

-1-;-- .- ,·¡ ~y~, ::<: . .' 

Ratas• machos el~ üFcepa F34¿¡·.queJi.ieron frai:adas. con N-nitrosoberi.zÜmetÜámina 
• •' .,,., .... ,, ~ ''e- ;;,. •,",A'•'•' • •'' , ' ••'C.~;.•,•,• ' • .. :·.-~ .. -.• -,,-,, .. ~:-:· ~·,·,_ ,•,', • 

(NBMA)desarr.oÜari:m•fomores esofág¡cos al cabo de 25 semanas ele tratamienfo. El 

grupo exgerÜrt'enthl alimentado ~demás de NBMA con fenitil-Nc~j!ajbstró' una 

disminución' significativa en el número y el tamaño de tumore¿'.~~s [~utores 
sugirieron que los isotiocianatos bloquearon la formación <de lesiones 

preneoplásicas y neoplásicas mediante la disminución de la formación de aductos 

N7y a6 metilguanina (Stoner et al. 1991). 

El mecanismo plausible del efecto anticarcinogénico de los isotiocianatos es la 

modulación en el metabolismo del carcinógeno, ya sea inhibiendo su activación 

y/o acelerando su eliminación. Las evidencias se basan en las siguientes 

observaciones: (a) la formación de aductos de DNA y las modificaciones a 

nucleótidos, (b) las tasas de activación del carcinógeno y los niveles enzimáticos 

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 analizó el efecto de 5 

catequinas, la epicatequina (EC) la epigalocatequina (EGC), la galato 

epigalocatequina (EGCG) y la galato epicatequina (ECG) sobre la nitrosación 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 más del 50 % la nitrosación de la 

DMA y MOR pero solo alteraron parcialmente la nitrosación rápida de la MAN. En 

casos excepcionales, la inhibición fue más efectiva que la del ácido ascórbico. El 
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estudio mostró además qüe la inhibición de la formación· de la NDMA fue a razón 

molar de 1:2.catequina/nitrito réspectivamente (Tanaka et aL1994). 

En una serie de experimentos paralelos, las nitrosaminas NDMA, NMOR y N

nitrosometilanilina (NMAN) ya formadas fueron incubadas con EGCG. Al final del 

tratamiento no se detectó ningún tipo de degradación de las nitrosaminas. Dicha 

observación indicó que las catequinas no inhibieron el efecto de los CNO por 

descomposición de las nitrosaminas ya formadas, sino impidiendo la producción 

del compuesto nitroso. Por lo tanto, el mecanismo de acción antimutagénica 

sugerido para las catequinas, es la competencia con las aminas secundarias para 

utilizar el nitrito (Tanaka et al. 1994). 

Este mismo mecanismo se sugirió para las catequinas que inhibieron el efecto de 

la combinación nitrito de sodio-metil urea reduciendo la frecuencia de mutaciones 

somáticas en D. melanogaster (Guzmán-Rincón 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 inyectó MNAN por 12 semanas. Los resultados mostraron 

que estos flavonoides disminuyeron los tumores esofágicos (papilomas y 

carcinomas) hasta 100 %. Los autores consideraron como posibles mecanismos de 

acción (1) la modulación de la activación metabólica de la MNAN, (2) la 

desintoxicación del carcinógeno y (3) la inhibición de la proliferación celular 

(Tanaka et al. 1997). 

1.2.1.3. Metales 

Selenio. En estudios de pre- co- y post-tratamientos realizados en las cepas TAlOO 

y TA1535 de S. typhimurium se analizó el efecto del selenita de sodio y cafeína en 

contra de la mutagenicidad inducida por la MNU y MNNG. Los resultados del 

pretratamiento mostraron una relación 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 disminuyó en 50 % el 

18 

·---------- ........ ---------·-



- -

número de revertantes producidos por lá MNNG y en elpost-tratamiento no se 

observó influencia sobre la mutageniciad de los CNO. El mecanismo por el cual el 
-- - - - "-'--' --==-,--- -- --=----- - - - - - -- -- ---=-=·o;---0-00=:;'0·- c;o...--=-·- .- =é=o.=~'-----"''-"=-·--='C---'= _·-=--=-""=-;='=-.-=-..: -~·--·o;:,;=¡---=- o---=; _______ _ 

selenita de sodio inhibió la acción mutagénica de la MNU y MNNG todavía no está 

bien esclarecido. Sin embargo, se sugirió que existe _la interacción extracelular 

mutágeno-antimutágeno antes de que los primeros ejerzan ~u acción mutagénica 

(Balansky 1_992). 

Cobalto. Efclói:ito de cobalto redujo lafreci.ienciadefuütaciones espontáneas en la 

cepa mutaiit~-NIG 1124 de BacillÚ~ ~líbiilJ_~dii~ s~caragteriza por tener alterada la 
- ,... " •• ·,·· ,;. • •• -.' 1 

DNA polimerasa III. Se observó que las frecuencias de error en la duplicación del 

DNA fueron reducidas por la presencia del C0Cl
2

, aunque no se determinó el 

mecanismo exacto por el cual se llevó al cabo este proceso, se sugirió que existe la 

posible interacción del cobalto con la proteína recA que tiene un papel importante 

en la reparación del DNA (Inoue et al. 1981, Kiuchi et al. 1984). 

Cobre. En DNA de ratas, la formación de aductos D6-MeG y Nl-MeG producidos por 

la NOMA fue suprimida significativamente por la administración de acetato de 

cobre. Asimismo, en células de hígado de rata la tasa de metilación de núcleos 

provocados por la MNU también fue reducida. Algunos estudios han demostrado 

que ciertos iones metálicos son reconocidos por reaccionar con sitios nucleofílicos 

formando complejos de iones-bases y es probablemente esta característica la que 

evita que los ácidos nucleicos sean atacados por agentes genotóxicos (Demaut y 

Seils 1997). 

1.2.1.4. Mezclas complejas 

E'<tractos de verduras y frutas. En D. melanogaster se demostró 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 

inhibición 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. Sin embargo, no se descártó otro tipo de inhibidores como p-caroteno, 

clorofilina, capsaicina,tocof erales, entre.c>trosº(Ramírez~ºyictor_iaet al .. 2001). 

' ' ' 

La formación de NPRO en htüriañósZtiaisidÓ inhibida por diferentes· extractos de 

frutas y verduras como;el chi1~''Ve~d~; l·~·pi~a, eljitomate, la fresa, la zanahoria y 

el apio. Dieciséis ºsujetos consumieron durante 18 días consecutivos una dieta 

estándar baja en nitratos y ASC. Cada tercer día se les adicionó nitrato y PRO 

seguido por agua destilada. En los dias restantes, además del nitrato y la PRO se 

les alimentó con los jugos antes mencionados. Un día después de los tratamientos 

se analizó el contenido de NPRO y se notó que, a excepción del jugo de apio, todos 

los extractos inhibieron significativamente la formación de la NPRO, siendo los de 

· piña, tomate y chile verde los que inhibieron tan efectivamente como el ASC. Al 

parecer la nitrosación endógena 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 inhibición de la NPRO con jugo de 

cáscara de naranja y té verde (Xu et al. 1993). 

Extractos de té. Para estudiar la inhibición 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 

solución de nitrito de sodio y la presencia ó ausencia de los agentes inhibidores. 

Los resultados mostraron que las 5 variedades de té verde inhibieron 

eficientemente la producción de NDl\lA, NMOR y NMAN mientras que las 

variedades restantes elevaron ligeramente la formación de la NDMA e inhibieron 

con menor eficacia a la NMOR y NMAN. Los autores consideraron que el efecto 

inhibidor de los extractos se debió principalmente a la presencia de catequinas ya 

que los análisis de su contenido mostraron la presencia de EGC y EGCG 

principalmente en las variedades de té verde, lo que concuerda con el efecto de 

inhibición 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 día bloquea parcialmente la síntesis endógena de la NPRO y el consumo de 3 a 
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5 g disminuye la formación de' la NPRO hasta los niveles basales (Wu et al. 1993). 

Por otro lado, la formación de NDMA y N-nitrosopiperidina (NPIP) fue inhibida por 

el consumo de 2 g (4 tazas) el.e t:írv-ercl.e, siri embargo, el consumo de 8 tazas 

implica un gran riesgo en el incremento en la producción de NDMA por 

mecanismos que aún no son conocidos (Vermeer et al 1999). 

1.2.1.5. Otros 

Cloro{ilina (CLO). Estudios realizados en S. typhimurium demostraron que la CLO 

disminuyó significativamente la cantidad de revertantes provocados por la NNK y 

NNN pero influyó ligeramente en los resultados con NDMA. Los mismos 

experimentos pero excluyendo diferentes cofactores de la mezcla S9 demostraron 

que la CLO interfirió en el ciclo de la NADPH, sugiriendo que interactuó con el 

sistema de transporte de electrones involucrados en la activación de los 

compuestos. Utilizando el ensayo hprt V79 se detectó también que lá CLO inhibió 

el efecto de la NNK, NNN y NDMA pero no el de la MNU, estos resultados apoyan la 
•• • _.,. -· ; 1 ··-"--·: - --. 

hipótesis de que la modificación de la mutagenicidad de.nitrosarrii11as .Ocurrió 

principalmente durante la activación metabólica de los CQil1PUf!St()s (Romert et al. 

1992). 

En el ensayo de mutación y recombinación somáticas en el ala de D. melanogaster 

la NDMA, NDEA, NPIP y NMOR mostraron un alto efecto genotóxico. Sin embargo, 

la clorofilina disminuyó significativamente la frecuencia de manchas totales por 

ala obtenidas con estos compuestos. No obstante, el mecanismo por el cual se 

realizó esta inhibición no está bien esclarecido (Negishi et al. 1994). 

D6-alquilguanina alquiltransferasa. Conocida como AGT ó ATasa, es una enzima 

codificada por el gen metilguanina metiltransferasa (MGMT). Repara los aductos 

D6-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 unión esteiquiométrica 1:1 entre AGT:DNA (Rasimas et al. 2003). 
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Alquilaminas. Las alquilaminas n-propil-, n-butil-, n-heXi.l-, n-octil~ y n-nonilamina, 

inhibieron la mutagenicidad de la NDMA en Salmonellá/eléfecto füe mayor cuanto 
-- - ·o~--=---·~- ,.o-;-'-"'·-,=;;:O:;='-;:o=!;:,:-=~o.-;=-· . ..;=' __ -o;~-=-"'°-· - ~- "-~~_-_,=-~~-=-~ce· -

mas grande era la cadena alquil del compuesto.LasfoctiVidades mutagénicas de 

otras nitrosaminas·.~como la NDEA, nitrosobiq~Hfiln}í(NPYR) y NMOR fueron 

reducidas solo 6J; la n-hexilamina. i.os·cbrilb~e~tos ~erotina alquilamina, 

triptamina, epin~fi~ina y.norepinefirina f~efC>l'i t<l.mbié~ capaces de r~clucir. la 

~.~:~:.~iit1~~k7iaWI:i~f it~:~~~:::~:· =~:~~::.6~;]:~~:; 
compuestos (Negishl y;i{ayat~ii í9s~)~'\ 

;::·~,, ·:';·::.: ,-_ ' 

Otros compuestos quetahlbiénLhan demostrado inhibir el efecto de los CNO son 
. ·- <-~:' :-_.'._~,-~_:).'<-~~:·· ?~:·,..-. ~>.- .. . . -

3-aminoharmaJ1, genz~gél,tS~bromodesoxiuridina, tetraclorito de carbono, co-

enzima A, cuferrón,-!Citri'C'r(jffio c, 2,6-dicloro-4-nitrofenol, EDTA, elastatinal, ácido 

13-indolacético, he/ic>i hi:JrJquinona, a.-naftoflavona, análogos de NAD, bisulfato de 

sodio, estreptorriiC:ii-ia, dióxido de carbono y nicotina, entre otros (Gichner y 

Velerµinsky 1988; Shuller et al. 1991, Kirsch et al. 2000). Sin embargo, se ha 

observado que los resultados obtenidos con estos compuestos son limitados y 

poco consistentes, por lo que se necesitan más estudios para determinar su 

relevancia en el campo de la antimutagénesis. 

Son varios los mecanismos por los cuales los antimutágenos inhiben el efecto de 

los compuestos nitroso: (a) formación de complejos mutágeno-antimutágeno; (b) 

competencia por aminas secundarias; (c) desactivación de enzimas metabólicas; 

(d) reducción del nitrito a nitrato; (e) captura de radicales libres; (f) prevención del 

metabolismo oxidante del P450; (g) interferencia en el transporte de electrones y 

(h) uniones afines antimutágeno-DNA. Sin embargo, es muy posible que existan 

otros mecanismos involucrados. La Tabla 1.3 resume algunos de los mecanismos 

de inhibición hacia los CNO. 
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Tabla 1.3. Mecanismos de inhibición hacia los CNO 

INHIBIDOR CNO MECANISMOS 
Acido ascórbico · NDlvlA, NMOR, MNNG, • Captura de radicales libres. 

------ NPRO,MNU. • Competencia por el nitrito. 
• Prevención del mecanismo oxidante. 
• Conversión del N0

2 
a NO. 

a-TOC MNNG,NMOR • Reacción sobre la polimerasa III. 
• Captura de radicales libres. 
• Prevención del mecanismo oxidante. 

Retinoles NDMA, NDEA, NNK • Captura de radicales libres. 
• Inhibición de las enzimas del P450. 
• Acción antioxidante. 

Fenoles MNNG,MNU • Uniones afines . 
. 

Clorofillna NNK, NNN • Interferencia con el transporte de e". 
• Modulación del metabolismo . 

. 

Isotiocianatos · NNK, NBlviA • Modulación del metabolismo. 

Flavonoides NMAN. • Modulación del metabolismo. 
• Desintoxicación del carcinógeno. 
• Inhibición de la proliferación celular. 

Catequinas NDMA¡ NMOR, NlvlAN • Competencia por el nitrito. 

Selenita de sodio MNU,MNNG • Interacción molecular extracelular. 

Acetato de cobre .MNU • Formación de complejos iones-bases. 

a' AGT CNO en general • Removiendo el grupo metilo de los 
metabolitos carcinógenos. 

• Afinidad de unión estoiquiométrica 
AGT:DNA. 

Alquilaminas NDMA, NDEA, NPYR, • Inhibición de la actividad metabólica. 
NMOR 

NOMA, N-nltrosodimetilanúna; NMOR, N-nitrosomorfolina; MNNG, N-nitrosometilguanidlna; NPRO, 
N-nltrosoprolina; MNU, N-nitrosometilurea; NDEA, N-nitrosodietilamina; NNK, 4-

(nltrosometilamina)- l-(3-piridil)-l-bu tanona; NNN, N-nitrosonornicotina; NBMA, N
nltrosobenzilmetilamina; NMAN, N-nitrosometilanilina; NPYR, N-nitrosopirrolidina. 
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1.3. Drosophila melano9aster COMO SISTEMA DE PRUEBA 

Existen muchas características que hacen a Drosophila un organismo idóneo para 

el estudio de la genética lo que deriva a realizar pruebas adecuadas de 

genotoxicidad. Entre sus ventajas están: (1) es un organismo pequeño, 

anatómicamente complejo y de fácil manejo, (2) su ciclo de vida es corto, (3) las 

condiciones para cultivarlas son simples, baratas y de fácil 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 observándose que 

en sus 4 cromosomas existe un total de 180 Mb de secuencias totales; 140 Mb de 

secuencias eucromáticas y se han detectado entre 12 a 14 000 genes (Adams et al. 

2000), (6) el espectro de valoración de riesgo genético que es detectado con el uso 

de este insecto es muy amplio y (7) puede realizar la mayoría de las funciones 

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

activan gran cantidad de carcinógenos y mutágenos indirectos. Las enzimas 

involucradas tienen acción de oxidasa y se caracterizan por carecer de 

especificidad al sustrato, tal como ocurre en el hígado de mamíferos (Saner et al. 

1996). Estas ventajas confieren a Drosophila características adecuadas para 

utilizarlas como sistema de prueba (Katz y Foley 1993, Guzmán·Rincón 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 activación metabólica 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). Están presentes en 

múltiples formas en muchos de sus tejidos a lo largo de su desarrollo, activando 

hormonas y feromonas, participando además en la desintoxicación y en la 

activación de numerosos xenobióticos. Las reacciones mediadas por estas enzimas 

son muchas y variadas al igual que en vertebrados, entre ellas están la 

hidroxilación del carbón, la desalquilación oxidante, la epoxidación, la 

hidroxilación aromática y las S- y N-oxidaciones (Amichot et al 1998). 
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El grupo de enzimasdel citocromo P450 en insectos más extensarrient~ estudiado 

es el de la familia CYP6, que está involucrado en el metabolismo de insecticidas y 
-·o_·.-=.--'------,'='=._------"°=.c-

de productos secundarios de planta~ conocidos como aleloquímicos. (Danfelson et 
al. 1997) este grupo está relacionado filogenéticamente por sus secuencias de 

aminoácidos a la familia CYP3 de vertebrados, las principales isoformas que 

metabolizan drogas (Dombrowski et al. 1998). 

1.3.2. Prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART) 

Uno de los bioensayos empleados para determinar la genotoxicidad de 

compuestos es la prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART) en D. 

melanogaster, en donde es posible detectar un amplio espectro de eventos 

genéticos como mutaciones, deleciones, aberraciones cromosómicas, 

recombinación mitótica y conversión génica (Graf et al. 1984). 

La. pru~bá está basada en el hecho de que durante las primeras etapas del 

desarrollo · embrionario de Drosophila se presentan grupos de células 

empaquetadas conocidas como discos imagales. Estas células proliferan 

mitóticamente 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 alteración en una de estas células se 

manifestará en todas las células descendientes las cuales formarán un don de 

células mutantes. Si la alteración causa un cambio visible en el fenotipo, el don de 

células mutantes podrá ser detectado como manchas celulares en la superficie del 

cuerpo de la mosca adulta (Graf et al. 1984, Guzmán-Rincón y Graf 1995). 

La prueba SMART fue diseñada para detectar la pérdida de heterocigosis de 

marcadores genéticos adecuados los cuales determinan fenotipos que se e.xpresan 

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 condición homocigótica y produce 

múltiples tricomas por célula en lugar de uno solo en condición normal y el 

marcador que produce tricomas con apariencia de flama (flr1) (Graf et al. 1984). 
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Más detalles sobre los marcadores y las cruzas utilizadas en la prueba SMART se 

proporcionarán en Materiales y Métodos. 

El ensayo de·genotoxicidad somática en D. melanogaster ha sido utilizado para 

detectar ha Yinactivación de compuestos tóxicos así como la activación de 

Pl"º.Illl.l.t~g~n§~. ~~!~~c:!~~~!19 ~(!L~~ p.~j<?r~~. ensayos para demostrar la.r.f:!.ªC<:!é>~~.cl~ .. 
genotoxi~as en;org<\Ilfsmos:eu~éJ:ricmtes multicelulares a través de la exi:>resióp de 

las enzi:mas del, citd&~rri·&P~SÓ:(Rodríguez-Arnaiz 1998, Kaya et al. 1999, Karekar 
.·-- '·- '-'- ,-'-· '.;.: .. , '- . ;, ... ·. 

et al. 2000). 

alelo del gen IU qu~\ Je~ cc)riffor~ una maypr resistencia al, [)pT: Esta línea, 

denominada de bibkcÚv~ci6IÍ elevada·· expr~sa ~e ;folní~· c6hsti tUtlv~ tina·. inayor 

cantidad de P450 lo que hace evidente una mayor respuesta genotóxica de 

promutágenos: Esta cruza ha permitido detectar la genotoxicidad de algunos 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (Delgado et al. 1995) y aminas aromáticas 

(Rodriguez-Arnaiz y Aranda 1994) entre otros promutágenos que son también 

metabolizados por citocromos P450 de mamíferos. 

Para correlacionar los datos obtenidos a través de SMART con aquellos observados 

en mamíferos, es importante conocer más acerca de la variedad de enzimas 

presentes en la mosca así 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 análisis del mRNA mayor cantidad de esta 

enzima en el tercer estado larvario de la mosca, lo que sugirió que la resistencia a 

insecticidas puede estar relacionado con la expresión del CYP6A2. La especificidad 

al sustrato fue determinada por la e..xpresión heteróloga 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 8
1 

(AFB
1
) en un producto que induce recombinación en el DNA. Al 

igual que con la AFB
1

, otros dos promutágenos fueron metabolizados, el 3-amino-
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piridol[ 4, 3-b)indol (Trp-P~2) y eL7~ 12-dimetil:berizo-antranceno (Dl\1~;\), los cuales 

ya se habían detectado como compuestos genotóxicos en SMART, siendo la cruza 

que expresa nivel;s elevados- cter CTt6crdmo-ra-de-lllayor sensibilidad genotóxica 

(Graf et al. 1984, Frolich y Würgler 1989) .. 

· La _pl:'l.le1Ja SMART ha _sido previamente utilizada para determinar el efecto 

genotóxico 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 

estudios han evidenciado la mutagenicidad de la NPYR, NDMA, NDfÁ, NDBA, 

NMOR y NPIP en este sistema, observando que a excepción de las dó~\~'i-imer~s,el 
resto de las nifrosáminas tuvieron la habilidad de inducir recombinación mitótica 

en las célul~~i~h1~ticas (Negishi et al. 1991). 
-·"-';"·.-:.'o;'·'··;'t;:¡.;-··;-·.,, 

se ha elll'pe~:ado'. ~;.~tilizar laprue~a SMART en organismos transgénicos donde se 

han expr;~s~~~"~e~~si,~etm~íf~rds que codifiquen a ciertas enzimas como la GST. 
Los resultados<han móstraélo que las enzimas expresadas son biológicamente 

'•' · ... '..·:·-;;::.:·· -"' ,_ .. ·:;:~.- .: . . 

funcionales y éonfiéreri .j11:1a hipersensibilidad a los efectos genotóxicos 

provocadbs por los riú.ittfgeÍlo~ ~studiados (Chroust et al. 2001). 

También se }la detectado a través de este bioensayo la capacidad de inhibición de 

algunos compuestos sobre mutágenos y carcinógenos. Entre estos inhibidores 

están losfunguicidas (Rahden-Staron 2002), aceites derivados de plantas (ldaomar 

et al. 2002), el selenio (Rizki et al. 2001), mezclas complejas (Ramírez-Victoria et 

al. 2001) y como ya se había mencionado, el ácido ascórbico 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 activación metabólica de compuestos 

nitrosos y sus posibles moduladores, substituyendo parcialmente a otras pruebas 

más laboriosas realizadas principalmente en mamíferos. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. GENERAL 

Demostrar que algunos extractos de. diversos ~tipos~ de chile_ inhiben la 

reacción de nitrósación in vivo, así como identificar algunos de sus 

componentes y sus posibles mecanismos de acción. 

2.2. PARTICULARES 

28 

l. Determinar la genotoxicidad de la metil urea y del nitrito de sodio, así 

como de la mezcla de ambos a través del bioensayo de mutación y 

recombinación somáticas en larvas de las cruzas estándar y de 

bioactivación elevada de Drosophila melanogaster. · 

2. Valorar la act.ividad inhibidora de los homogeneizados de Jos chiles 

manzano, chilacáy poblano sobre la reacciói1de nitrosación in vivo. 

'-.· ·. 

3. Estimar las concentraciones de clorofilina,'~cid.o ascórbico y capsaicina en 

los homogeneizados de chile. 

4. Realizar la reacción de nitrosación in vitro y determinar su espectro de 

absorción. 

S. Efectuar ensayos espectrofotométricos para determinar la posible 

interacción del ácido ascórbico, la capsaicina y la clorofilina con los 

precursores de la nitrosación. 

6. Determinar el posible mecanismo de acción del ácido ascórbico y de la 

clorofilina. 

-----------------



3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. COMPUESTOS QUÍMICOS 

Los siguientes compuestos fueron comprados a Sigma Chemical Co. (St. Louis 

MO, EU): metil urea (MU) CAS 598-50-5),nitrito_de sodio (NS)_(CAS 7632-00-0), N

nitrosometilurea (MNU) (CAS 684"93~5), capsrucina (CAP) (CAS 404-86-4), y 

Clorofilina Cu-Na (CLO) (CAS 11006-34-1). El ácido ascórbico (ASC) (F377827) fue 

adquirido de Merck Lab. (México). 

3.2. DETERMINACIONES QUÍMICAS 

3.2.1. Obtención 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. Se 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 automático (Turmix NOM 7S4) y se 

colocaron por separado en contenedores de plástico de 100 nil. 
. .. 

Aproximadamente las tres cuartas partes del jugo se ·almacenaron en un 

ultrarrefrigerador (Kelvinator HFM151K6Wl) él temperatura de "'70 ºC, el restante 

se liofilizó en una liofilizadora tipo LabConco Freezone 12 a-40 ºC y un vacío de 

10x10·3 Mbarr. Cabe mencionar que todos los análisis. biológicos y químicos 

realizados en este trabajo se hicieron con los mismos homogeneizados. 

3.2.2. Determinación del ácido ascórbico 

La cuantificación se hizo a través del método de titulación 2,6-dicloroindofenol 

(DCP) determinado por la Asociación Oficial de Química Analítica (1990) (AOAC 

por sus siglas en inglés). La solución estándar de vitamina C se preparó pesando 

10 mg de ácido ascórbico los cuales se aforaron a 10 ml con ácido acético al 5 96 

dando como concentración final lmg Vit.C/ml. La solución titulante consistió de 

25 mg de didorofenol-indofenol mezclado con 12.5 mg de bicarbonato de sodio 

disueltos en 250 mi de agua destilada. 
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Se tomaron 10 ml de cada uno de los ext:'I'actos de chile y se homogeneizaron con 

so ml de ácido acético al 5 % con. el fin c:le inactivar a la ascorbato oxidasa 
'=--=--=----=-c;:-..;=;=-_·_~-'-=-'"'=~--ó'_=.;'-_~ __ -,_;_==-=--~"7,o;="~-=- =- ._;;.,=.,__ - -- - ;,.. -~.'.o=·~--,;=-~-;·------~ -...:·--= 

endógena. Se aforara~ .alOOmlcoJl. agua, se filtraron y se t~~aron do~ alíruotas 

de 10 ml.de;cacla,(sol~cic)n;· S~~~q!9cg 'c~~ª'·~íqt<?~ª e11}1n matraz y se. titularon 
con la soluclóriVa16~~d~d~·dicior~feriol~inc:loieh~lhast,a que la muestra virara a 

color. rosado y . permaneciera así por 10 segundos. Los cálculos s~ r.ealizaron 
-ºº-' - --e- ----~·o;-o .·-- --_.;:.-=- - .- - - --- - - - - --- ~~-=o,_. =----- - ---"o;;=,---:=-o...o_-"--· ------· - -

tomando cómo estándar los valores de la solución de indofenol, considerando 

que la cantidad consumida en mililitros a través de este método, equivale· a un 

miligramo de vitamina C presente en la muestra analizada. 

3.2.3. Determinaci.ón de la capsaicina y la clorofilina 

Fueron hechas de acuerdo con los procedimientos de la AOAC (1990). Se utilizó 

un espectrofotómetro Perkin-Elmer Lambda 2 de doble haz UV /VIS. Debido a que 

en el espectro visible la capsaicina tiene su mayor pico de absorción a los 280 

nm y la clorofilina a los 405 nm, se emplearon estas longitudes de onda para 

realizar las lecturas. La cantidad de capsaicina fue calculada usando una curva 

estándar de capsaicina pura (0.5 µg/ml á 2.0 µg/rril; y= 3.o3x1Q·3 X+ 2,lxl0"2
; en 

donde y= absorbencia a 280 nm y x = concentración de capsaicina en µg/ml) con 

r=O. 9992. Para la clorofilina (2. 5 µg/ml a 20 µg/ml; y= -6.07xio·3 x + 3.6x10·2
; en 

donde y= absorbencia a 405 nm y x =concentración de clorofilina en µg/ml) con 

valor de r=0.9998. 

3.3. ENSAYOS BIOLÓGICOS 

3.3.1. Líneas y cruzas de Drosophila melanoyaster 

Se utilizaron 3 líneas de D. melanogaster con los siguientes marcadores genéticos 

(Lindsley y Zimm 1992). 

a) {1r3 /Jn(3LR)TM3,ri P" sep 1(3)89 Aa bx34
' e Bd5. Esta línea es portadora del 

marcador fiare (f1r3} que se reconoce fenotípicamente por la presencia de 

tricomas de forma irregular en tórax, abdomen y alas. Se ubica a 38.8 

unidades de mapa en el cromosoma 3 y es letal en condición homocigótica. 
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Para mantener esta línea se necesita la presencia ·deLcrcnri~soma balanceador 

con inversiones múltiples (TM3) que además porta eL marcador dominante 
- ·~-· -' -===i~..o:'..,;_=---~-_;--~·'...;;,o;._-_,,,_:..,_· _;_ -· -- -· --'-

Bcf, que per~ite el reconocimiento fenotípico de esta línea por la expresión 

de "serratia" (alas con bordes disfpf1tiri110~). Siendo letal en condición 

homocigótica, la línea está formadaj)or indiViduos heterocig?tos para los 

marcadores flr y IicF es decir, illCUvidÚos'./lrTivf3, Bcf. 

b) OR~lORRi~1!~áLR.J-Tiif-;¡·r;~ie~-7:ii~)s9Á~ b~4·_ e Bd. Además· de los 

marcadores descritosant·e~brrrient:~. ~stalíl1ea porta loscromosomas 1 y 2 de 

la línea Oregon R(R) r~iist~~t~ -~;-qbty;s~-c~ac!efi~acpir.tener niveles 
elevados del citocroni.o '.P4soF su< dpacidacÍ metabólica se debe al gen IR, 

''· ~ '.' :"' . _· ·.: . ': -: . :. ~ : .. ' .. :.·· ! . .. :;·.:. ·::: _. : · ,,·: ": .. ;,-, .: . ; .:~·.-.. ·:-·.; !•:':=. - '.," -- ··. 

ubicado en el cromosóma2--·a.6S.O°l1riidades'deill:apá/ 

c) mwh/mwh. La Úne~ p6rtadof~ ·cikrlll<l.r~~clo~:rn~ft'~e r~cb~~c~ féncitípicamente 
•• - • •••••• ··-· • • • -•-• ·'-•·• ••• ,, ••• _. ',• ·é_· • '--·.o,c<·.·."-·~·~.,,-,,,_·J:•u::;'o~;:.' :,; '- ;.:.:·:·' _ 

por la alteración en el número de tricomas por célul~~en~:e1,¡ru#Uégélndo a 

presentar d_e 2 a 7 en lugar de l .· co~o ·ocurre en el· fenos'fo;9~~Uv~stie. Este 

marcador se localiza en el cromosoma 3 a 0.3 unidades d~ fuá'i)'a) 
,' . ., ,- -_··· - . ,._, '~"".-":"": . ,-". ·-; 

Con las Üneas ·anteriores se reélÍizélron dos cruzas, la est:fu'l'daf (ES) f 'i- flr /TM3, 

Bd x ~i}mwh/rnwh, y la de bioactivación elevada (~E) ~$!0RR;flr/TM3, Bd 

x <S"~mwh/mwh. 

Ambas cruzas producen dos tipos de progenie las cuales se distinguen 

principalmente por la presencia del marcador Bá'. 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, están los organismos 

heterocigotos portadores del cromosoma balanceador con fenotipo de alas 

serratia mwh,flr"/TM3,Bá'. 

3.3.2. Diseño 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 homeopáticos conteniendo 0.7 g de puré de papa (Maggi®) 

hidratados con 5 mi de las soluciones a probar. 

3.3.2.1. Concentraciones 

Se realizaron ensayos preliminares para determinar la toxicidad de los 

compuestos y se establecieron las siguientes concentraciones: 20 mM para MU, 

NS y de la mezcla de ambos. Para los homogeneizados de chile se consideraron 

12.5 %, 25 %y 50 %v/v. 

3.3.2.2. Tratamientos 

Los tratamientos fueron crónicos vía oral a larvas de 48 h de edad de ambas 

cruzas y se dividieron en cuatro series de la siguiente manera: 

(1) Tratamientos simples: 

(a) MU ó NS (20mM) 

(b) CHI ó MZN'o pOB(l2.5 %, 25 % y 50%v/v) 

(2) Coinbiri~cidhes simples: 

(a) M"(J :f <iHr~ MZN ó POB) 

(b)·NS+(CHI ó MZN ó POB) 
- "~: ': 

(3) Mezcla:. 

(a)MÚ+N_s· 

e 4) CombihactóliM.dobles: 

Ca> ·(MÜ+Ns>.+ccAfÓMZN ó POB) 

Se efectuaron 15 tratamientos con sus respectivos duplicados para cada 

experimento)fpara cada una de las cruzas (Figura 3.1). 
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Tratamientos simples: 

MUóNS 
20mM 

CHI ó MZN ó POB 
12.5, 25 y 50 % c/u 

Combinaciones simples: 

MU + (CHI ó MZN ó POB) 

NS + (CHI ó MZN ó POB) 

Mezcla: 
MU+NS 

Combinaciones dobles: 

(MU+NS)+(CHI ó MZN ó POB) 

o 24 48 72 96 120 

-
~-

·''''''''''''''''''"'''''''''''''''''''''''''''''''' ·''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' 
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,. ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,1 

Figura 3.1. Tratamientos empleados en los ensayos biológicos con SMART 

(Modificado de Guzmán-Rincón et al. 2000) 
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3.3.3. Procesamiento del material y análisis estadístico 

Después que las moscas adultas emergieron, se colectaron y almacenaron en 

frascos de 25 ml con etanol al 70 %. Posteriormente se seleccionaron a los 

organismos transheterocigotos a los cuales se les disectaron las alas para hacer 

preparaciones permanentes con 40 alas por laminilla (20 !f ~.y 20 d'rl'). 

Las alas se revisaron er1Hn'.micros~opioópticoa;4?x y se cuantificaron el 
número y el tipo de tri~th~ ~egúíi el.si~ieI\ti~riietjo(qraf et al. 1984): 

a) Manchas simples chieas.~ p~~s~~fan tin s~lÓ'm*¿¡dor (mwh ó f1r3) y consisten 

de una o dos células afectadas.·· 

b) Manchas simples grandes.~ se 111111_1.Ífiesté}:s~Í,();~~~cl~ l<~s·dos marcadores y el 

número de células q~e lo prese~tah ~~·n.f~y~r ~~2.·, > 
c) Manchas gemelas.- exhiben los dos ti~osde marc~do~e~ (trieomas múltiples y . ._• . ·'-- , . \ _, .. , .' '• . 

tricomas en forma de flama) y en su mayoría.consi~ten.de más de 2 células 
. . ... ' _, ,. . ..· ,• -,,,,.. .. -

afectadas. 

Los eventos genéticos que originan a las manchas simples son la deleción, 

mutación puntual, no disyunción y recombinación. Las manchas gemelas son 

originadas únicamente por recombinación mitótica. Sin embargo, la diferencia 

entre la recombinación 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 f1r3) y la segunda en el intervalo entre el marcador f1r3 y el 

centrómero (Ramel y Magnusson 1992). 

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

manchas. 
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1 CÉLULA MITOSIS 2 CÉLULAS CLON RESULTANTE 

mwh + o 
mwh + + Or -mwh + 
± Oc 

+ Or + o -+ Or NORMAL 

mwh + o -+ Or 
mw 

+ Or + o -nr 

DELECIÓN MANCHA SIMPLE 

mwh + o 
mwh + -+ Or 
mwh + 
± Oc -+ mwh nr ~mwh + o -mwh* Or 

MUTACIÓN PUNTUAL 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 CÉLULA MITOSIS 2 CÉLULAS CLON RESULTANTE 

mwh + o 
mwh + --mwh + 
mwli 

= 
+ Or 

~ + Or o • + Or 
RECOMBINACIÓN MANCHA GEMELA 

mwb + o • mwh Or 

+ + --------<O 

• + Or 

RECOMBINACIÓN MANCHA SIMPLE 

mwb + 
o 

mwb + 

mwb + 
± Oc 

·~m+wh + o + Or nr • 
+ flr • 

NO DISYUNCIÓN MANCHA SIMPLE 

Figura. 3.2. Continuación. 
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Se debe considerar que aunque la mayoría de Jos clones grandes son continuos, 

algunos pueden presentar·interrupciones debido·~ la·separación parcial de las 
-.,,-e -----~o-'.·---,,-_-o_~·_o---.- -=c;'.C-c;--= ,-."--=:_--o_c=-;_---c_;o-__;-_;o-.~occ;-o='='.==->--'o;."' __ ==="-='-=-, ''.=--,=;=:_""-- ~C-C--';--;==-=;-=-"--!--·~ --= oe;,--~~-=-~-"--o--=ó-;;-;,-,=,co;:.o. O'"-'"'=' -- ·-=':'o-==-;:-'---,--=-=.== 

células .del don durante. el desarrollo .caúsadas por · presiones tisulares o 
' .. · ,_. -. ,._ -.·,: . ,' '·",\ ·, -. . ., 

independientes·;a~ué~fos q~e ·se e~ci.lentreI1separados por tres hileras o más de 

tri comas noI'll1~e~ (WÜrgler y: Gr~f 19'90). . . 
- -. -_ ;~,-=--o--= -;··-.'--~,--=---'~.;=:-.·-;=:- ~--,_;'o--=--c-,~~-;~-=--~&:~-'-'.'~~ -;~'~'~:--- ~:'=7----"-7¡:-- -,- C-"";_-'-Oo..'.~;o-~~-:.=-=--- -~---~:- - -- -

El efecto genot'óxÍ¿o fu~;eSa¡J~do,Ill~cll~te la prueba de X2 de proporciones, con 

el paquete\esi~cli~-ti~b.s~ii';~rsi6~ pata P.C. de Frei y Würgler (sin publicar). 
- '· . . . ·:~-- ,;- :~' ''·r.. . ·, 

En general eLanállsis~es'tá'.basad~ .. eri/dps hipótesis: (1) la frecuencia de mutación 

Cinducicia illla~. e'spdnt&e~Y}'.enighipós .tratados no es más grande que la 

frect1en~Ia' d~ ·ni~t~~.!~h\ ~~ ~ri.:~~º···!t~~fot~ y (2) la frecuencia de mutación 
inducida en las series ffat~das e~···fu••'.veces'mayor que la observada en grupos 

testigos; Arribas fup6:te~ls i~ori'p~~b~da~ a l1.ivel de significancia del s %. El valor 

de "m1
'; para lri~.fli~~~h~s bhica~·y ~ara las manchas totales que presentan una 

freclienci'~ de ;f,IlJt'a~Í(ni·~!i~~ptfuiea relativamente alta es =2. Para las manchas 

grandes y para las nuíncha's gém~las, que tienen una frecuencia espontánea baja, 

el valor cte'rn=~ (frei y Würgler 1988). 

La evalu.ación de los efectos genotóxicos se hizo comparando las frecuencias 

obtenidas de los grupos tratados con los testigos negativos y se decidió el 

resultado como positivo, débil positivo, no concluyente o negativo, utilizando un 

análisis' de decisión múltiple (Shelby y Olson 1981). Para evitar los resultados 

dudosos en un diseño de prueba óptimo, deberán ser analizadas igual número de 

alas con un mínimo de 110 en todos los grupos experimentales (Frei y Würgler 

1995). 

3.4. REACCIÓN DE NITROSACIÓN IN VITRO 

Antes de incubar la mezcla para realizar la reacción y observar su espectro de 

absorción, se analizaron los espectros de los precursores por separado. También 

se hizo para la MNU que se usó como testigo positivo a la reacción. 
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3.4.1. Espectros de absorción de los precursores y de N-nitrosometilurea 

Se realizaron por separado los espectros de la MU y del NS en soluciones al 20 

µM. Para el espectro de la MNU se pesaron 0.02 g que se aforaron a 10 ml de los 

cuales se tomaron 10 µl y se aforaron a 10 ml quedando una solución final al 20 

mM. 

3.4.2. Reacción de nitrosación a partir de sus precursores 

Se mezclaron los precursores MU y NS a una concentración final de 20 · rriM~ Se 

pesaron 0.074 g de MU y 0.069 g de NS, cada cual fue aforado a 25 rril. A esta 

mezcla se le ajustó el pH a 2. 5 con HCl. Realizado el ajuste, se dejó incubar a 

temperatura ambiente (25 ºC) y en agitación constante durante 60 min para 

realizar posteriormente los análisis espectrofotométricos. 

3.4.3. Determinación del porcentaje del producto final de la reacción de 
nitrosación 

Se realizó una curva patrón de la MNU a partir de su pico máximo de absorción 

(391 nm). Se utilizó el espectrofotómetro previamente descrito para realizar las 

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

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

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

coeficiente de correlación r= 0.9966. 

3.4.4. Cinética de formación del producto final de la reacción de nitrosación 

Se realizaron lecturas espectrofotométricas de la reacción a diferentes tiempos. 

La estrategia consistió en mezclar los componentes como se describió 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 última a 24 h. 

3.5 ANÁLISIS ESPECTROFOTOMÉTRICOS DEL ASC Y CLO CON LA 
MEZCLA MU+NS 

Con el fin de observar si existe alguna interacción del ácido ascórbico y la 

clorofilina con la reacción de nitrosación, se recurrió a una modificación del 
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método·· de espectrofotometría por- titulación utilizado por Dashwood et al. 

(1996) ... -se. el!}pl~~<Lr2!1·.,SeA9.él~~~~~ ~~-11~~().~~~t~~!1i1tu' para el espectrofotómetro 
Perkin-Elmer descrito previamente, el cual estaba ligado al programa estadístico 

WinLamba 2:N.G,\ l.~s,~áli~is consistieron en;'la lectura de los espectros de 

absorción d~ lds co.rip~est()S así'bolllo•de 'shsre~pectivas mezclas en un rango de 

· 800_a 200nm._, 

La hipótesis planteada fue la sigui¿nte: si cada:üno de los compuestos a probar 
•·. ' , ··' ¡, •. ,• .. ·'., ('"•'. '.· ... ··· - ' 

tiene en el espectro picos,mfudmosi'de absorción que difieren entre sí, entonces, 

al realizar la mezcl~ 'de ~116s ~e ¡)Ó&ía. obsenihr- su •. posible interacción en la 

modificación de estos J~p~~tfas. 

Basándose en esta hipótesis, se realizaron las lecturas de los espectros de 

absorción (EA) de la manera siguiente: 

a) ASC + (MU+NS) 

b) ASC + MNU 

c) CLO + (MÚ+NS) 
,, .·.:· 

d) CLO+MNU 

A continuación se detallan los pasos seguidos para la determinación de dichos 

espectros. 

3.5.1. Ácido ascórbico 

a) ASC + <MU+NS). Estos experimentos se llevaron al cabo incubando 

simultáneamente MU y NS (20 mM) y ASC a diferentes concentraciones que 

dependieron de los resultados del inciso 3.2.2, es decir, del análisis 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 procedió de acuerdo con el inciso 3.4.2. La razón de usar esta 

estrategia surgió del hecho de tratar de simular las condiciones dadas in vivo, 

en donde se agregó al medio de puré de papa una solución de MU y NS 
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seguida de cada una de las concentraciones de los homogeneizados de chile. 

Al aliIJ1ei}tarse)as}arvas_de este medio, el Pl:ldE! §l.l tracto gastrointestinal (2-
' ' ' 

4) tuvo efecto tanto en la reacción MU+NS como en el ASC. Debido a que la 

incubación de la mezcla fue de una hora y tomando en cuenta que el ASC se 

oxida rápidamente cuando se encuentra en solución, la incubación se hizo en 

matraces Erlenmeyer de 25 ml con la boca cubierta por un globo inflado. con 

gas nitrógeno, de esta manera se evitó en lo posible el contacto con el 

oxígeno. Además se cubrieron con papel aluminio para evitar el paso de la 

luz, ya que el ASC puede también sufrir oxidación 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 solución 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 + CMU+NS>. Se siguió el mismo procedimiento que en el caso del ASC. Se 

hizo la incubación simultánea de los tres componentes en donde las 

cantidades de CLO variaron .de acuerdo con las encontradas en los chiles. 

b) CLO + MNU. Se utilizó esta serie como referencia al incis~ allterior y se 

siguió el mismo procedimiento del inciso 3.5.1.b. 

Cabe mencionar que debido a la fotosensibilidad de la clorofilina, • estos 

experimentos se llevaron al cabo con un mínimo de incidencia de luz cubriendo 

toda la cristalería utilizada con papel aluminio. 

3.5.3. Análisis estadístico 

La estadística se realizó a través del análisis de varianza (ANOV A) de una sola 

vía, tomándose en cuenta las siguientes hipótesis: H
0
= todos los tratamientos 

producen absorbencias iguales y H.= al menos uno de los tratamientos produce 

cambio en la absorbencia, Se realizó también una prueba de comparación de 

medias de Tukey (Tukey · s Honest Significant Difference Test) para comparar 

todos los tratamientos entre sí. 
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4. RESULTADOS 

4.1. DETERMINACIONES 

4.1.1. Obtención 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 chilaca los Cuales produ~eron 

102 7 mi de jugo; 1500 g de chile manzano con un total de 1000 m}y 1700 g •de 

chile poblano de los cuales se extrajeron 1236 mi de jugo. Se tomar~~ 8bo',nÜ-de 

cada uno para los ensayos biológicos. El resto se liofilizó y se uÚli~ó ll~rr~a.l(z<U' 
los análisis químicos. Se obtuvieron aproximadamente 15 · g de·· liofilizado por 

cada uno de los chiles. 

4.1.2. Determinación del ácido ascórbico 

Los datos de la titulación mostraron que el chile manzano presentó la mayor 

cantidad de ASC con 104.4 mg/100 g de chile, seguido del poblano con. 85 

mg/100 g y finalmente de la chilaca con 47 mg/100 g. En los ensayos biológicos. 

se aplicaron tres concentraciones de los homogeneizados de chile12.S, 2S.y SO% 
, .. ,' .. ·. 

v/v, estos volúmenes en ml de jugo concentrado corresponden a Q,625, L2Scy 2;S 

ml respectivamente. La Tabla IV. l muestra la cantidad de ASC presente en los 

chiles así como la concentración (mmol) al realizar el ensayo biológico. 

Tabla IV.1. Concentración de ASC presente en los chiles 

Chile ASC Ensayo Jugo ASC ASC 
(mg/lOOg) biológico (ml) (mM) (mmol) 

(%) 
Manzano 104.4 12.S 0.62S 1.11 o.oos 

25 1.25 2.22 0.011 
so 2.S 4.44 0.022 

Poblano 8S 12.5 0.625 0.83 0.004 
25 1.25 1.66 0.008 
so 2.S 3.32 0.016 

Chilaca 47 12.5 0.625 0.49 0.002 
25 1.25 0.97 0.004 
so 2.5 1.95 0.009 
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4.1.3. Determinación de la capsaicina 

El análisis químico de la capsaicina mostró que el chile poblano tiene la mayor 

concentración con 169.69 µg eq/ml seguido de la chilaca con 85.13 µg eq/ml y 

finalmente del manzano con 36.94 µg eq/ml. Tabla IV.2. 

Tabla IV.2. Concentración de capsaicina en los chiles 

Chile CAP Ensayo Jugo CAP CAP 
(µg eq/ml) biológico (mi) (mM) (mmol) 

(%) 

Poblano 169.69 12.S 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 
50 2.5 42.56 0.106 

Manzano 36.94 12.5 0.625 4.62 0.002 
25 1.25 9.24 0.011 
50 2.5 18.47 0.046 

4.1.4. Determinación de la dorofilina 

Los resultados mostraron que la chilaca presenta la mayor cantidad con 32.67 µg 

eq/ml seguido por el chile poblano con 23.92 µg eq/ml y del manzano con 18.28 

µg eq/ml. La Tabla IV.3 muestra estos resultados. 
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Tabla IV.3. Microgramos equivalentes (µg eq) de dorofilina presente en los 
chiles 

Chile 

Chilaca 

Poblano 

Manzano 

CLO Ensayo Jugo 
(µg eq/ml) biológico (mi) 

32.67 

23.92 

18.28 

(%) 

12.5 
25 
50 
12.5 
25 
50 
12.S 
25 
so 

0.625 
1.25 
2.5 
0.625 
1.25 
2.5 
0.625 
1.25 
2.5 

CLO 
(mM) 

5.64 
11.88 
22.56 

4.13 
8.26 

16.52 
3.15 
6.31 

12.62 

CLO 
(µmol) 

0.028 
0.056 
0.113 
0.021 
0.041 
0.083 
0.016 
0.032 
0.063 



La Tabla lV.4 resume las cantidades de ASC, CLO y_ CAP pres_entes en Jos 

homogeneizados. -.Se .. puede·• apreciar. que· cada uno :de Jos.· chiles ...• tiene u.na 
molécula de m~ayc>i- abundanCl.a-cC>n respecfo'~~-10.S aemás::E!IácfrlOascórfüco se_ ... 

encontró distribuido de la '~iguiente •. rn,anel'a;~ Ui<lniarib>pobl~o>éhilaca;. la 

capsaicina: pobla1o>~hi1Jc~;m~~~() yla Clo~ofiÚ~a.; chlla~a>poblano>manzano. 
Se observa en la misma tabla la cantidad en gramos de chile y los mililitros 

obtenidos después de· procesarlos. 

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

Chile ASC CAP CLO Material Jugo 

Chilaca 

Manzano 

Poblano 

(mg/lOOg) (µg eq/ml) (µg eq/ml) 

47 

104.4 

85 

85.13 

36.94 

169.69 

32.67 

18.28 

23.92 

fresco obtenido 
(g)' (ml) 

1500 1027 

1500 

1700 

1000 

1236 

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

4.2. ENSAYOS BIOLÓGICOS 

4.2.1. Toxicidad 

La recuperación de los organismos adultos al finalizar los tratamientos simples 

(MU, NS, CHI, MZN, POB) y de combinaciones simples (MU+CHI ó MZN ó POB; 

NS+CHI ó MZN ó POB) fue del 95 ± 2 %. Lo que indica que las concentraciones y 

las dosis utilizadas no fueron tóxicas a las larvas de Drosophila. Cabe mencionar 

que previamente se habían 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 relación no se modificó a lo largo de los experimentos llevados a 

cabo. 

43 



4.2.2. Evaluación genotóxica 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 así como en los testigos concurrentes. Como no existieron 

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

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

las cruzas ES y BE, respectivamente. Para los grupos tratados el tamaño de 

muestra fue de 120 alas.: 

Ni el nitrito 'de sodio ni la ·metil urea produjeron diferencias significativas 
' ~ . ¡ ' - . . . . ,. , . , - . . 

(p<0.05) con respecto al testigo negativo. La frecuencia de nÍÜt~ciÓn basal en el 

número total de manchas del testigo negativo fue d¿ Q)3fi'pai~ l~ cruza ES y 0.48 
. - • : ·• .······;·.';,;•·i;-:•· r .• -< ····:::. •.-··· . 

para la de BE. Los tratamientos con MUmosfráron una:freciiericia basal de 0.33 y 
. ·' - -;--: ·.· ,,. ~e,,;; .·' '·. "e-;·; .. ·. 

0.51 para ES y BE respectivamente. Para.el NS las~·fr~cu~ric!~s.-fueron de 0.33 para 

ES y 0.53 para BE. La Tabla IV.5 muestra las frecuencias de mutación de estos 

grupos para todos los tipos de manchas. 
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Tabla IV.5. Frecuencia de machas obtenidas con MU y NS 

Tipos de Manchas (número de manchas) 

Compuesto No. Chicas Grandes Gemelas Totales 
Alas 

Cruza estándar 

HZO 280 0.32 (90) 0.04 (ll) 0.00 (O) 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 (O)- 0.33 (40)-

Cruza de bioactivación elevada 

HZO 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)-

Análisis estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988) para la comparación con el testigo 
concurrente: +=positivo; - = negativo; i =no concluyente. 



Ninguna de las dosis de los tratamientos con los homogeneizados, de los chiles 

presentaron efecto. genotóxico. a·· las. larvas. El análisis. estadístico mostró que los 
----- - -=-~-c'----:o--,---- - -~--- -=-""'--:'--- -r -;c:o-.=-= - ,,-:O=-cOc:o--···=·==---';;..._--"cc=-==-==-=~=,c;-.'.---'-- - '--- • - ·-o;o="=..==-=..:=;-,-·-=::;o-'- __ --o_ 

resultados no:fueronsignificativos'(/XÓ.05) con'respecto•a su testigo negativo. 

Para lacruza~ES'estas•;fr~étl~~das·estuvl~rC>nen un:intei-valo de 0.30 a 0.35 
__ · ----·- -·-.. -·--'"·º----:-:-·.;• ___ ,,_·r--''·~; •• · ••. -~---~-¡-,.o- .. .".:> .. :,-,.=-·:,.:_-,_-_·, •• __ -c-=o,-- .. =~-~-""~- :.·0 ,;oo, .•. ,-oc •. -,--- -· 

manchas.por ál~. i.a~ c'JII1ili~~ci6I1~ssi~~1es'coll1ós'hoxriogeneizados de chile 

más MU ó NS·tampoco:fu~;~~ g~~otóxÍ~as•·~. l.as.l.irvas~Elrango de la fre~encia 

:~:f:Ii1~~7~~~~~1!S~i;!füfat;JE~~t~f~~~~:. ~::º:s7;.~~: 
IV.6A). ' ¡', )} ... . .· .. 

La cruz'aB~;Iliiist~ói:~n~ fre~encia de mutación basal de 0048 (con untotal ·de 

154 ·lri~~h~sf~~ri'::32b individuos). Los tratrunielltos con los homog~I1~izados 
- • " •. ,, ' • ' : ~- -,;;;· •. '., ~-¡:,·.· ·, . , • \•. r , - • • • ~ -: •• • • • • -

mosfrilr{iny~~\FMTentre 0.39 y 0.55. Estas freCÜencias comparadas con la de su 

testigo rtegáti~a,'•'no fueron significativas (p<0.05). Los mismos resultados se 

obtu~e;~n-J~~# las combinaciones simples con MU (FMT entre 0.37 y 0.53 

manchas por ala) y NS (FMT entre 0.32 y 0.54) (Tabla IV.68). 

En ambas cruzas el fenotipo de mancha predominante fue el que presentó 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 categoría de manchas grandes, la cantidad de células 

afectadas no fue mayor de 32, siendo este resultado un indicador del número 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 mutación basal de los organismos, lo que permite tener 

una amplia gama de testigos que serán posteriormente comparados con los 

experimentos realizados con las combinaciones dobles, es decir, con la mezcla de 

ambos compuestos, MU y NS más la adición de cada una de las tres dosis de los 
chiles. 
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Tabla JV.6. Resultados obtenidos en el ensayo SMART después de la 
exposición a tratamientos simples y combinaciones simples con MU, NS y tres 

concentraciones de los extractos de chile 

A. Cruza estándar 

Manchas 2or ala (número de manchas) 
Tratamiento No. Chicas Grandes Gemelas Totales 

(96) Alas (1-2 cels.) (>2cels.) 

H,O 280 0.32 (90) 0.04 (11) 0.00 (0) 0.36 (101) 

CHI 12.5 120 0.29 .· (35)- 0.01 (1)- 0.00 (O)- 0.30 (36)-
CHI 25 120 0.31 (37)- 0.03 (3)- 0.00 (O)- 0.33 (40)-
CHl 50 120 0.34 (41)- 0.01 (1)- º·ºº (0)- 0.35 (42)-
MZN 12.5 120 0.31 (38)- 0.01 (1)- 0.01 (1)- 0.33 (40)-
MZN25 120 0.31 (37)- 0.03 (4)- 0.01 (1)- 0.35 (42)-
MZN 50 120 0.29 (35)- 0.03 (4)- 0.01 (1)- 0.33 (40)-
POB 12.5 120 0.30 (36)- 0.00 (O)- 0.01 (1)- 0.31 (37)-
POB 25 120 0.26 (31)- 0.03 (3)- 0.02 (2)- 0.30 (36)-
POB 50 120 0.29 (35)- 0.03 (4)- 0.00 .(O)- 0.32 (39)-

MU20 mM 120 0.29 (35)- 0.03 (4)- 0.01 (l)i 0.33 (40)-

MU+CHI 12.5 120 0.30 .(36)~ 0.02 (3)- O.DO (0)- 0.32 (39)-
MU+CHI 25 120 0.31 (37)-. ·0.02 (2)- 0.01 (1)- 0.33 (40)-
MU+CHI 50 120 0;33 (40)- 0.02 (2)- 0.01 (1)- 0.36 (43)-
MU+MZN 12.5 120 0.32 (39)- 0.01 (1)- 0.01 (1)- 0.36 (43)-
l\fU+MZN 25 120 q,35 (42)- 0.04 (5)- o;oo (O)- 0.38 (46)-
l\fU+MZN 50 120 037' (45)-. 0.02 (3)- 0.00 (O)- 0.40 (48)-
MU+POB 12.5 120 0;37 (44)- 0.02 (2)- 0.00 (O)- 0.38 (46)-
MU+POB 25 120 0.30 (36)- 0.02 (3)- 0.03 (4)- 0.40 (48)-
l\fU+POB 50 120 ·Q;35 (42)- 0.02 (2)- 0.02 (2)- 0.38 (46)-

NS 20 mM 120 0.32 (38)- 0.02 (2)- 0.00 (0)- 0.33 (40)-

NS+CHI 12.5 120 0.29 (35)- 0.03 (4)- 0.00 (O)- 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)- o.os (6)- 0.00 (O)- 0.35 (42)-
NS+MZN 12.5 120 0.29 (35)- 0.02 (3)- 0.00 (O)~ 0.32 (38)-
NS+MZN 25 120 0.31 (37)- 0.03 (4)- 0.01 (1)" 0.35 (42)-
NS+MZN 50 120 0.32 (39)- 0.04 (5)- 0.00 (O)- 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)- 0.02 (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. Continuación 

B Cruza de bioactivación elevada 

Manchas Qor ala (número de manchas) 
Tratamiento No. Chicas Grandes Gemelas Totales 

(%) Alas (1-2 cels.) (>2cels.) 

Hp 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 (O)· 0.40 (48)· 
MZN 12.5 120 0.36 (46)- 0.01 (2)- 0.00 (O)- 0.40 (48)· 
MZN 25 120 0.41 (49)· 0.03 (4)- 0.00 (O)- 0.44 (53)-
MZN 50 120 0.37 (44)- 0.02 (3)- 0.01 (1)- 0.39 (47)-
POB 12.5 120 0.36 (43)· 0.03 (3)- 0.01 (1)- 0.39 (47)-
POB 25 120 0;37 (45)· 0.05 (6)- 0.02 (2)i 0.44 (53)· 
POB 50 120 OA3 (51)- 0.03 (4)- 0.01 (1)- 0.47 (56)-

.MU20m.M 120 . 0.43 (51)· 0.08 (9)i 0.01 (1)- 0.51 (61)· 

l\IU+CHI 12.5 120 0.36 (44)- 0.03 (3)- 0.01 (1)- 0.40 (48)-
MU+CHI 25 120 0.33 (40)· o.os (6)- 0.00 (O)- 0.38 (46)· 
l\IU+CHI 50 120 0.43 (51)· 0.03 (3)- 0.00 (O)- 0.45 (54)· 
MU+MZN 12.5 120 0.35 (42)- 0.01 (2)- 0.00 (O)i 0.37 (44)· 
MU+MZN 25 120 0.43 (52)- 0.01 (2)i 0.00 (O)- 0.45 (54)· 
MU+MZN 50 120 0.35 (42)· 0.01 (2)- 0.00 (O)- 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)i 0.00 (O)- 0.52 (62)-
l\IU+POB 50 120 0.43 (51)· 0.03 (3)· 0.03 (3)i 0.47 (57)-

NS 20mM 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 (O)- 0.51 (61)-
NS+CHI 25 120 0.46 (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 (O)- 0.32 (38)-
NS+MZN 25 120 0.39 (47)- 0.01 (1)- 0.00 (O)- 0.40 (48)-
NS+MZN 50 120 0.32 (38)- 0.00 (O)- 0.00 (O)- 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)· 

Análisis estadístico de acuerdo con Frel y Würgler (1988) para la comparación con el testigo 
concurrente:+= positivo; - =negativo; 1 =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 estándar 

l. MU+NS. El efecto producido por la mezcla MU+NS resultó genotóxica 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 primero y 0.36 para el 

segundo. Esta tendencia se presentó 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. 

JI. Chilaca. Los tratamientos simultáneos de la mezcla con este homogeneizado 

mostraron un efecto genotóxico al ser comparados con el testigo negativo. Sin 

embargo, este efecto fue menor que el que presentó la mezcla sola. 

Comparando las FMT de estas combinaciones con la obtenida con MU+NS, se 

observó que la CHI tuvo un efecto sobre la mutagenicidad de la mezcla, 

inhibiendo 36 96, 42 96 y S6 % los efectos genotóxicos de la misma (Tabla IV. 7). 

III. Manzano. El homogeneizado derivado de este chile mostró en todas sus 

dosis, una FMT menor a la de la mezcla sola. Este efecto representó un 

porcentaje de inhibición de 44 96, 62 % y 7S % para cada dosis, respectiva

mente. La disminución en cada uno de los tipos de manchas fue proporcional, 

pero se evidenció más en las gemelas, las cuales presentaron solo 1/120 

individuos comparadas con la de la mezcla que mostró 11/120 (Tabla IV. 7). 

IV. Poblano. El extracto de este chile disminuyó 40 96 46 96 y 61 %. la FMT original 

de la mezcla. Al igual que con los concentrados anteriores, este decremento 

fue proporcional a la dosis. La distribución de manchas siguió el mismo 

patrón de los tratamientos con CHI y MZN siendo: chicas >grandes>gemelas. 

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

el efecto genotóxico provocado por esta mezcla. Sin embargo, sólo la dosis del SO 

% de los concentrados produjeron una inhibición mayor al SO %. 
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La Tabla IV. 7 resume los resultados de las frecuencias de manchas obtenidas en 

la cruza estándar en sus combinaciones dobles. 

Tabla IV.7. Frecuencias de manchas por ala obtenidas en la cruza estándar con 
los tratamientos con la mezcla (MU+NS) y las tres dosis de los 

homogeneizados de chile 

Manchas QOr ala (número de manchas) 
Tratamiento No. Chicas Grandes Gemelas Totales 

(%) Alas (l-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)- o.os (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)- 0.76 .. (92)· 

(MU+NS)+MAN12.5 120 0.91 (110)- 0.04 (5)- 0.01 (1)- 0.97 (116)· 
(MU+NS)+MAN 25 120 0.62 (74)- 0.02 (3)- 0.01 (l)· 0.65 (78)· 
(MU+NS)+MAN 50 120 0.40 (48)- 0.03 (4)- 0.00 (O)- 0.43 (52)· 

(MU+NS)+POB 12. 5 120 0.95 (ll4)- 0.03 (4)- 0.05 (6)- 1.03 (124)-
(MU+NS)+POB 25 120 0.84 (101)- 0.08 (9)- 0.03 (3)- 0.94 (113)-
(MU+NS)+POB 50 120 0.62 (75)· 0.03 (4)- 0.03 (3)- 0.68 (82)-

Análisis estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988) para la comparación con el testigo 
concurrente: +=positivo;·= negativo; i =no concluyente. 

4.2.3.2 Cruza de bioactivación elevada 

l. MU+NS. El efecto provocado por la mezcla en esta cruza superó en mucho a 

la observada en la estándar. El incremento en el número de manchas totales 

con respecto al testigo negativo fue 55 veces mayor. De 154 manchas 

obtenidas como resultado de la mutación espontánea (0.48 manchas/ala) 

aumentaron a 3175 (26.46). De la misma manera se incrementó la frecuencia 

de manchas en todas las categorías (Tabla IV.8). El número 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 inhibición de estas frecuencias con respecto al testigo 
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fueron el 63 %, 7¡' % y SS 96 para cada dosis. La ocurrencia de las distintas 

categorías de manchas se presentó: chicas>grandes>gemelas (Tabla IV.8). 
",-:0-=7_,~,,.- = -·-··---·-=-=-=~-;;---.-;=:c;--'-'";-'=i~.~~,=--;~,-=--7:0::0--:c=~ """'.7'=----,-~_=--....,..o..~ =--~"' - ---"~ =-

III. Manzano. Este homogeneizado dismilluyó. con .mk}'ol' efi.ciencia . fas. FMT 
,_,_ --J~-···-···,,-~--~-·'-~----~---i-~---· •. -.·. -~"-.Ol-'oo.· :-.- •• ·.-,:c..•. ~>O~ó;:._••"':='-~··'-'"~=--•.C•-•·· ':o'-- • 

producidas por la reacción MU-tNs:. Estas fI'ecii~n~ias;fU:~ro~ m~llores. a una 

mancha por ala (0.75, 0.5?_~;~;~~L~:~Ie~~~l~~~-~~-kfi5~ríJ~~EÚI1Iii~:i~i~I1 
del 97 %, 98 % y 99 % (Tabla IV'.~). 

. . ' . ' . . ' ' - :~ . ~ .\. 

IV. Poblano. Las FMT opsel'Va~l~~Xc~~ ~,~t·~~concentrado fuer().n :~7~o~es a la 
producida por la mezcla sola;· .Esta reducción fue proporcionaL á la.dosis y 

sus porcentajes de inliibki<>ri fu~fbn del 46 %, 59 % y 79 %. ·· · . 

Con excepción de : la~; c~~~i~a~!~11 (MU+NS)+POB 12. 5 %, todos los 

homogeneizados ejercierofruha irihibición mayor al so%. 
--: .·:: __ :.:i. i-'~:.·' -- , : '. 

Comparando iafreetÍehcia de manchas totales encontradas en ambas cruzas, se 

observó qu~ • ~l >efecto mutagénico provocado por la mezcla MU+NS fue más 

evidente -~11 : la ~za BE. Asimismo el efecto ah:timutagénico de los 

homogenéiz~clos de chile fue más efectivo en esta cruza. 

La Tabla jv:~ tmiestra' los porcentajes de · inhl})ición de cada uno de los 

tratamientos 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 característica común en estas gráficas es la clara 

disminución dosis-respuesta de la frecuencia de mutaciones provocadas por la 

mezcla MU+NS, así como la respuesta negativa de los tratamientos simples y de 

combinaciones simples. 

50 

---··--·------·--- ---- -----·-------



Tabla IV.8. Frecuencias de manchas por ala obtenidas en la cruza de 
bioactivación elevada con los tratamientos con la mezcla (MU+NS) y las tres 

dosis de los homogeneizados de chiles. 

Manchas por ala (número 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 2 5 120 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)+MAN 12. 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)+!lvlAN 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)-

Análisis estadístico de acuerdo con Frei y Würgler (1988) para la comparación con el testigo 
concurrente: + = positivo; · =negativo; i = no concluyente. 

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

Extracto/ ES BE 
Concentración 

% (%) (%) 

CHI 12.5 36 63 

CHI25 42 77 

CHI50 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 

---------------------------- ------------ ---- -
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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. 

MU+ 
NS+ 
CH! 

0.76 

3.2S 



¡-;::-:;-] ¡ _:-__:_ 
i - -- :--7'. 

l'.~: ~~11 
i ,----., 

11~~--~-J~1 
. ~-::::; 
! '~::- :; 
!. ..... --

VI 
\,J 

s 
ni-

' .! 
~ 

ª ~ u e 
Cll 
:::s u 
~ 

'"" 

30-/ 

25-

20-

15-

10-

5-

o /; 
H20 

!•ES 0.36 

je BE 0.48 

-= 

;py-~ -; ~~~ ~ ~~~-,¡p-~~ 
MAN MAN MAN MU MU+ MU+ MU+I NS NS+ NS+ NS+ MU+ MU+ MU+ 

12.S 2S so 20 MAN MAN MAN 20 MAN MA1'-: MAN NS NS+ NS+ 
mM 12.S 25 50 mM 12.S 2S so 20 MA"l MAN 

0.33 0.35 0.33 0.33 0.36 0.38 0.40 0.33 0.32 0.35 0.36 l.73 0.97 0.65 

0.40 0.44 0.39 0.51 0.37 0.45 0.37 0.53 0.32 0.40 0.32 26.5 0.75 0.57 

Figura 4.2. Frecuencia de manchas totales por ala obtenidas con el homogeneizado del chile 
manzano en ambas cruzas de Drosophila melanogaster. 
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Figura 4.3. Frecuencia de manchas totales por ala obtenidas con el homogeneizado de chile 
poblano en ambas cruzas de Drosophila melanogaster. 
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4.3. REACCIÓN DE NITROSACIÓN IN VITRO 

4.3.1. Espectros de absorción de los precursores MU y NS 

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

máxima absorción de la metil urea se detectó a 193 nm con una absorbencia (A) 

de 2.79. Para el nitrito de sodio se observó un pico a 209 nm con una A=l.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 absorción 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 

absorbencia de 0.37. Este pico podría deberse a la formación de la MNU (Figura 

4.4). 
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Figura 4.4. Espectros de absorción de los componentes de la mezcla MU+NS 
MU (20µM) i..=193, A=2.79; NS (20µ.M) i..=209, A=l.90; MU+NS i..=391, A=0.37 
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4.3.3. Espectro de absorción de la MNU y su comparación con la mezcla 

Este espectro mostró un pico a los 390 nm con una A=l.20. En la Figura 4.5 se 
puede 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 gráfica) el patrón de los espectros es prácticamente el 

mismo. Entre los 800 a 440 nm no se detectan cambios en la absorción de los 

compu~~t~~.·p~sterj~;-~ ~ste punto, poco a poco se einpiezaji a incrementar las 

absorben~las h~~t~ Úe¡~ ~ las máximas de 0.3 7 para MU+NSyl.20 pára MNU en - .. _,.,_. - -·, 

una t.=~90~ D~s.Pl1é~\c(~ fo~· ~oo, nil1, éstas se di~Pé!!.an\arfib.a, de 6.0 unidades en 
una serie de;picbsilifÍ~iles·tledefinir debido•a ·fa·cdmpactación entre ·ellos. Estas 

i><.- :·,:.:~-. -~·;;;:~:: r~:-·~: ,y:·· .··::. ·,, "--< ,_·,_:.> ··- . ._.· : ;;~·'; :_:~-~--- .·:_·:·:. ·. 
absorbencias,• erifrélcis3ÓQ;•y 200 nm> pudieron debérse a la presencia de los 
precur~ores;· Esté>s r~~tiitado~'c~tirfrinari au{~1 l)icb .. dJ la.mezcla observado a los 
391 nm corr~~p~nde al~ formaclóncte'laMNU .. ·· .... 
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Figura 4.5. Espectros de absorción entre 450-320 nm de la MNU y MU+NS 
MNU (20mM) pico =390 run, A=l.20; MU+NS 1:1 (20mM) pico=391 run, A=0.37. 

En la esquina superior derecha se puede apreciar el espectro completo (800-200 run). 
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4.3.4. Porcentaje del producto final de la reacción de nitrosación 

A través de la curva patrón de MNU se pudo determinar el porcentaje del 

producto final de la reacción MU+NS. Tomando en cuenta que el pico de la MNU 

(391 nm) presenta una A=l.2 que representaría el 100 % de proc1ucto1 se 

determinó el porcentaje de producción de MNU después de la incubaciói;i de la 

mezcla por 60 min. El resultado mostró que la cantidad !()~al <f_er J:Il~tfi~~no 

generado a partir de la mezcla MU+NS fue de 17.99 %. 

4.3.5. Cinética de la reacción de nitrosación 

Los espectros de absorción resultantes de las lecturas cada 15 min de la mezcla 

MU+NS se muestran en la Figura 4.6 en donde se observan las curvas a los 

tiempos t
0
= O, t,= 15, t

2
= 30, t

3
= 45, t,= 60, y t

5
= 75 min. 

0.40-;---------------------------------, 

310 330 350 370 390 410 430 

nm 

Figura 4.6. Formación de la metilnitrosourea a partir de sus precursores 
t

0
= O, t,= 15, t

2
= 30, t

3
= 45, t,= 60, y t

5
= 75 min. 
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FALLA n.¡;i e--· - -:.,; j 

450 

57 



Se continuaron registrando 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. Finalmente se 

hizouna Últimá lectura 24 h después de la incubación inicial (Tabla IV 1 O). 

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

Tiempo A 
(hrs) A.=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 qe los espectros a las 2, 3, 4 y 5 h no presentó cambios significativos 

(p<0.05)en sus absorbencias. La Figura 4.7 muestra los espectros a los tiempos 1, 

3, 6 y 24 h. Tomando en consideración las absorbencias de estos espectros, se 

realizó la evaluación del porcentaje total de formación de la MNU a partir de sus 

precursores. Los resultados se muestran en la Tabla IV.U. 

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

A.=390 formado 

o 0.18 o 
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 absorción (440-330 nm) de la mezcla MU+NS 
de 1 hr a 24 hrs de incubación 
t,h= 1, t3h= 3, t6h= 6 y t,,h= 24 hrs. 

440 

Estos resultados muestran que el 100 96 de formación de la MNU a partir de la 

mezcla se dio a las 6 h, siendo este el punto en donde la reacción llega al 

equilibrio (Figura 4.8). Esta Figura presenta con claridad la cinética de la 

formación de la MNU a partir de sus precursores. También se puede observar que 

la producción de MNU tiene un crecimiento exponencial siendo la primera hora la 

que nota la mayor variedad de cambios en sus espectros (Figura 4.6) y por 

consecuencia en su producción. 

TESIS CON 
FALLA or, nrv~1nr 

~--c.:..=.:.. ____ ":_'::__-_.~·-·-~=-J.-~ 

-------- ----- --- .. ~·--------
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4.4. ANÁIJSIS ESPECTROFOTOMÉTRICOS DEL ASC Y CLO CON LA 
MEZCLA MU+NS 

4.4.1. Ácido ascórbico 

a) ASC + CMU+NS). Se realizaron incubaciones simultáneas de los precursores las 

concentraciones de ASC (0.49, 0.83, 0.97, 1.11, 1.66, 1.95, 2.22, 3.32 y 4.44 

mM) que se obtuvieron de los análisis por titulación realizados con los chiles 

(Tabla IV. l columria. 5) .. El' análisis. estadístico evide~cióq~e }~~ <lif~r~ncI~~ ~n 
absorbencias.· entre•• los •·•espectros fueron .significativas (p<0.005), con respecto 
al testigo de MU+Ns.'.ta· Figura 4.9 muestra los espectr9sire~~Üant~s a las 
concentracio~e~ d~· Ln, 2.22 y 4.44 mM de ASC (~s6ec~r~~: b, e y d 

respectivamente) ~n élo~de se observa que a medida que aumentan estas 
concentraciones,· 1~'ab¿orbencia ·de la ·MNU clisminuyé. 

- ··." :'. . .. . . ,. ' 
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0.12 
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nm 

Figura 4.9. Espectro de absorción de la incubación simultánea del ASC+(MU+NS) 
(a) MU+NS 20 mM; (b-d) (MU+NS)+diferentes concentraciones (mM) de ASC; 

{b) 1.11; (c) 2.22 y (d) 4.44 
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Estos resultados indicaron que las concentraciones de ASC en los chiles 

fueron efectivas para disminuir la producción de la MNU. Esta disminución 
-·----- --- -- -' _2_~= -=-· 

puede ser i11terprétélda como efectos de descomposición o de degradación de 

la MNU por el ASC 
- -- \-"·- -

En la Figura 4~ 1 O se observa una clara relación dosis respuesta del ASC sobre 
-- - - - ------- ------- -------

la producción de MNU a partir de sus precursores. 
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Figura 4.10. Inhibición del ácido ascórbico sobre la producción 
de la MNU a partir de sus precursores 



ASC + MNU. Las lecturas de los espectros después de añadir las diferentes 

concentraciones de ácido ascórbico del inciso anterior, disminuyeron 

significativamente (p<0.05) en una relación dosis-respuesta, las absorbencia del 

pico 390 del testigo MNU (Figura 4.11). Este resultado sugiere que el ASC está 

degradando a la MNU en sus precursores ya que a lo largo del espectro no se 

observó la presencia de otro pico que propusiera la formación de otro compuesto 

distinto al ASC y MNU. 
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390, 1.20 (a} 
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0.6 
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330 340 350 360 370 380 390 
nm 

400 410 420 430 

Figura 4.11. Espectros de absorción de la combinación MNU+ASC 
(a) MNU; (b-d) MNU ± diferentes concentraciones (mM) de ASC. 

(b) 1.11; (c) 2.22 y (d) 4.44 

·---··----·--------------

440 450 
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A diferencia del tratamiento anterior en donde el ASC mostró clara .relación 

dosis-respuesta sobre la inhibición de la producción de MNU, en este 
- - - - - - -- --- --- --_- __ --

tratamiento se observa la disminución significativa (p<0.05) . en las 

concentraciones de 2.22. y 4.44 mM de ASC. Estas diferencias representan el 

80 % y 60 % de inducción con respecto a la de MNU pura (Figura 4.12). 
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Figura 4.12. Inhibición del ácido ascórbico sobre el 
producto total de la MNU pura. 
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4.4.2. Clorofilina 

a) CLO + CMU+NSl. Este tratamiento al igual que los anteriores se realizó. con las 
-~--e;--- ,-o-o. 

concentraciones de clorofilina que se determinaron en los chiles (Tabla IV.3). 

Se llevaron al cabo .. un· total. de nuevecoincubaciones, de las ruales cuatro 

concentraciones 4.13, 8.26, ll.88y 22;S6 rrii\t de CLO se niu'estran c~mo 
representativas de este experimento en la Figura4.13. En, esta gráfica. se 
observ~ el testigo de la mez~Ía Mirt_N{-'·<~~p[ctro a~-i-rr;~-aJi-filTsis·-. de fas 

incubaciones simultáneas (espectros b/c/d y e) que muestran:tres picos bien 

definidos a los 350, 373 y 3g() nm:lc6nio-se ~\lecle I16ik;clos espectros 
• . . . -» ·.. - ~-; • ,. "-' ' -: ". ... ~· . . ··-- . '• ... ·. -'' . . '··'·"· e . .,:.::. 

resultantes de estas combinaciones:sd~ niuy p~ecidos ~Jos qUe Presentan t0 

y t, de la Figura 4.6, lo que iridi~a .~l po~tbi~ ~~c~~fuÓ 1 cÍe acción de la 
: .. .-,-- . . .. .. ·, .. . .. ·. . -· ' ; -.~ _:: . . ~- . ~ ·--'", . . ..•. . '... .. - " - ... , 

clorofilina sobre la reacción de ríit~<>sación, tjl.ll~efá disctiü<l() hlás adelante. 
": .. ; - ·-' --~ . ,. . \ . . ' 
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0.2S 

A 0.20 
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Fig. 4.13. Espectro de absorción del tratamiento simultáneo de (MU+NS) 
con dorofilina 

(b) l\fü+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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b) CLO + MNU. Los espectros de esta combinación se muéstran en la Figura 4~14 
·' . . 

en donde se observa que la absorbencia del pico 390 'de. la, MNUva 
----- ______ _:_._!e__ 

disminuyendo proporcionalmente a las diferentesconceritraciones de CLO. 

Estos resultados indican que la clorofilina está. degradando a la ·MNlJ en sus 

precursores originales. 
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A diferencia de los análisis .tn vitro de la ificubación simultánea 

CLO+(MU+NS), se pudo observar que la CLO no sólo está interfiriendo en la 
formación de .1a. MNu-si-;~ C1ue=.c=a.Ciemás_-é1~ ·~sir Ciescomllonieñcto en sus 

precursores al igu.aj q~e)oha~e el M)C. 

La Figura 4.15 muestra los porcentajes de producción total de la MNU en 
----=--- -"= =-=-~=---==.-7 __ •• __ -o-;_,,~c-·=-º =--.'-__ 

presencia de la clorofilina .. · 
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Figura 4.15. Inhibición de la dorofilina sobre el producto 
total de la MNU 
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5. DISCUSIÓN 

5.1. DETERMINACIÓN DEL ASC, CAP y CLO. 

Las cantidades .de vltamilrn C Y ca~s~~LiR~~:J~~ :en ~it~ tr~~~~ ~ •• t d~ntro 
del rango obtenido ¡mr- otros in~e~tigacl~res que han. répoftaélo;ctesde 52.8 

mg/100 g hasta 242SJl1g/1Óo iúfe~Yft:.c (sunt~msuk et al 2oo2){:E?l'ifre·o.0018 a 

510 µg/g de peso secop'~ra·Í~ 'i~ps~icin~ (Reilly et al. 200lá). En ~ste trabajo se 

reportó como µg equivalentes de capsaicina ya que el método utilizado para su 

determinación no discriminó entre los 5 análogos químicos que comprenden a los 

capsaicinoides. que son capsaicina, dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, 

homocapsaicina y homodihidrocapsaicina. Sin embargo, está bien establecido que 

el análogo más potente y abundante en los chiles (y consecuentemente en los 

extractos) es la capsaicina (Reilly et al. 200lb). Las mismas unidades (µg 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 ión metal quelado al centro de la molécula, 

que le confiere una mayor estabilidad química (Hayatsu et al. 1993), razón por la 

cual fue utilizada para su cuantificación y los análisis in vitro. 

Todos estos componentes además de muchos otros, varían de acuerdo con la 

temporada de siembra, tipo y grado de maduración del chile (González de Mejía 

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 maduración. Este 

periodo intermedio se caracteriza por la presencia de grandes cantidades de 

clorofilas más que de otros pigmentos. La etapa previa a la deshidratación de los 
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chiles es la que presenta mayor cantidad de Vit.C, así como de carotenos, 

xantofilas y percisinas (Cordell y Araujo 1993). 

5.2. ENSAYOS BIOLÓGICOS 

5.2.1. Genotoxicidad de la mezcla MU+NS 

A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio se pudo determinar 

que los tratamientos simples (MU, NS, CHI, MZN y POB) y de combinaciones 

simples (MU+CHI ó MZN ó POB y NS+CHI ó MZN ó POB) no eJJ;ci~ori efecto -· •.·,; ,' -,·. ·'.'..-"' 

tóxico o genotóxico sobre las larvas de los organismos en nirigÚn~"delas cruzas; 

Sin embargo la combinación entre la MU y NS resultó rri.u:V~~ri6tóXic~ c~n un 

inc~erriento en la FMT de 5 y 55 veces para las cruz~¿zES'y,BE; respe~tivamente . .. ,-··. ··,,-.,,,,·;··. ... 

De acuerdo con algunos investigador~s, el metapofüo'!esiiitantede la nitrosación 

intragástrica de esta combinación es la MNlJ, tih:a'alquilhitfósaÍnina mutagénica 

(Guzmán-Rincón et al. 1998, Sen et al. 2001). L~ fbr~ación de la nitrosamina se 

llevó al cabo bajo las condiciones acíclicas del traeto gastrointestinal de las larvas 

cuando ambos precursores estuvieron presentes. Probablemente el nitrito se 

protonó rápidamente a ácido nitroso (HN0
2

) y dos de sus moléculas f armaron al 

trióxido de nitrógeno (Nz01), el cual como especie nitrosante reaccionó con la 

amida desprotonada para constituir la nitrosamida. 

Los primeros reportes que evidenciaron la formación de la MNU a partir de la 

nitrosación de precursores fueron hechos por Mirvish (1971) y Mirvish et al. 

(1982). Recientemente se ha reportando la formación de MNU a partir de 

precursores presentes en la dieta (Deng et al. 1998, 1999, Sen et al. 2000, 2001) y 

su relación directa con la incidencia al cáncer gástrico (Deng et al. 1999). 

Probablemente la mutagenicidad de la MNU observada en las larvas se debió a la 

capacidad de esta nitrosamida de alquilar sitios específicos en las bases del DNA. 

En un estudio realizado en D. melanogaster se determinó la genotoxicidad de la 

NOMA y NDEA a través de la prueba SMART y por radioimnuno-ensayo se 

detectaron los aductos 0'5-MedGuo, 0'5-EtdGuo y O'-EtTh provocados por estas 

alquilnitrosaminas. Los resultados mostraron que la presencia de los aductos 
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estaba directamente relacionada con la genotoxicidad de los mutágenos (Gota et 

al. 1999), 

Aunque es sabidoque en la metilación del DNA el sitio N-7 de la: guanina es el 
- .. ·. - .. . .· :- ,- - . - -· .·-

principal blanco, la N-7 ~quilguanina por si sola no altera el apareamiento de 

bases. (Singer:1996), sin ,embargo, algunos autores sugieren que la formación de 
- =---=-·co·co.'.="------==·,=·-c=--;-~~'----~~-'==-;:o;,-_;._~~º=T==--_:=-"~-=-·~:_c; ==--,/---='--·.cooo=::'=c_:.;o-_-=-"''-'=-o---o~.-- =~ ~ ·=-

este adu~tolp~ede ;facilitar ·•la·. irecorJi.~iJ1ación>cromosómÍca en~Drosophila 
(Rodrí~ez~Arri~z.: et}aÍ.1é96)~ Qab-e ~Jici~n<lf- que el daño a las células 

somáticas :·ta.mbien ;.·~~Cici•t .h'aber~e. · ~casi~nado por otros mecanismos 

independieri.tes ~-1~·1i?frri,Üci~p cÍ~ c;tlquil-áductos (Hecht 1999). 

Debido a que la respuesta genotóxica fue mayor en la cruza BE, es evidente la 

importancia del citocromo P450 en estos resultados. 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 enzimática como la especificidad al sustrato de 

algunas enzimas microsómicas del P450 y su relación 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 0-depentilasa (actividad catalizada por la enzima 

CYP281), este incremento fue asociado con el aumento del efecto alquilante de la 

NDPA y NDBA sobre el DNA, RNA y proteínas. Sin embargo, la inducción de esta 

enzima no contribuyó a la alquilación de las macromoléculas por la NOMA. Por 

otro lado, la inducción de la enzima CYP2El, cuyo efecto se observó en el 

aumento de la actividad catalítica de la p-nitrofenol (pNP) hidroxilasa, incrementó 

significativamente la alquilación del DNA y RNA provocado por la NOMA y NOPA. 

Los estudios de inhibición utilizando orfenadrine (OP) y dietildiocarbamato 

(DOC), los cuales son específicos para las enzimas CYP2Bl y CYP2El, 

respectivamente, indicaron que la CYP2Bl no estuvo involucrada en la activación 

metabólica del NOMA y que la CYP2El no fue la responsable de la activación de la 

NDBA. Estos resultados demostraron que la especificidad al substrato de las 

enzimas CYP2Bl y CYP2El juega un papel importante en la bioactivación de 

nitrosodialquilaminas sugiriendo que múltiples mecanismos pueden estar 
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involucrados en la carcinogenesis inducida por nitrosodialquilaminas (Maliakal et 

al. 2002). 

Los insectos presenta enzimas del citocromo P450 relacionadas filogenéticamente 

por sus secuencias aminoáddéls ~ las familias cYP4 y CVP3, de \.'ertebrados, el 

principal grupo metabolizador de ctrogas, ,p9r lo, que es .muy probable que en 
vrosopizila ~estas -eiiZinra.;rca:ét:ifoli-<l~ ·'riíc\Ilera- ~rmii¡gTeiF la bioáctivadón de 

nitrosoalquÚ~Ín~~ cAri-.J~1tót~e~~l.199S; TlJ~t et~l.;2ooi>. .. 
~,· : ',-~ ,' .·, ~ 

~-:·;~~>· ·,•. 

El efecto,;g~ndtpaj~c>XclJ;•1a:~m~h!~-~lJ~NS':i~dujo todos los tipos de manchas, 

aunque ias,ili;~éh~s chicas fUeroni:lasi predominantes. El tamaño de mancha 
• - -- • • • •• 1 • " - =·' - ·-· -.-v . , , • "' ;: ·:· . + _,' • ,. • ••• ., ,. "' + .... ,_,_ -- '· - .,. -· • ".. • ' •• ' ' ~ • 

depende del tielllpo de la inducción del evento genético en las células blanco, por 

lo tanto; las manchas con 1 ó 2 células mutantes representan clones que 

surgieron tarde en el desarrollo de la larva. Los resultados implican que el 

carcinógeno ejerció su efecto genotóxico continuo durante el tiempo del 

tratamiento. Aunque el evento genético que originó a este tipo de mancha no se 

pueda identificar solamente con el fenotipo de la mutación, si se saben cuales 

son los eventos que podrían haber participado en su formación. Las manchas 

gemelas, que también se incrementaron significativamente, representan 

exclusivamente entrecruzamiento mitótico entre el centrómero y f1r1 por lo que la 

MNU indujo también recombinación mitótica. 

La genotoxicidad de la MNU fue demostrada en este trabajo y concuerda con los 

resultados reportados con SMART-ala para otras nitrosaminas como la NOMA, 

NDEA, NDBA, NMOR, NPIP y NPYR (Graf et al. 1983, 1984, 1989, Negishi et aL 

1991, Gota et al. 1999), en donde la frecuencia de mutaciones por ala fue más 

alta para la cruza de bioactivación 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 otros mutágenos (Helser et al. 1992, Espinosa-Aguirre et al 

1993, González de Mejía et al. 1998, Ikken et al. 1999, Ramírez-Victoria et al. 
-_- o;;oo--" ;-o.->o - -- ---=---='.=-=--- '"-O..-...=-;...c._--=¡-~---

2001, El Hamss et al. 2003). 

Los resultados obtenidos mostraron que el chile MZN inhibió }lasta en 99 % la 

mutagenicidad de la MU+NS. En concordancia.se obsenló que fu~ ~ste extracto el 

que pr~s~~tÓ la lllayor cantidad de Vit.C (l04.4~Jl1g/foo g).~p~~b~bl~l-il.~.-{te ~ste 
fue uno de los factores que contribuyeron a la modulación del daño provocado 

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

principales antimutágenos activos en los homogeneizados, está actuando a 

concentraciones menores a las probadas para ASC puro, del que se ha reportado 

que 17 mM (Graf et al 1998) y 285 mM (Guzmán-Rincón comunicación verbal) 

inhibieron la reacción de nitrosación en Drosophila. 

Asimismo, si la clorofilina (clorofilas) y la capsaicina (capsaicinoides) fueron 

compuestos que actuaron disminuyendo la genotoxicidad de la mezcla MU+NS, 

estas moléculas probablemente ejercieron su efecto a través de tres vías 

principales: (a) modulando la actividad enzimática del mutágeno, (b) bloqueando 

la interacción de los intermediarios reactivos con el DNA y (c) actuando como 

antioxidantes (Miller et al 1993, Negishi et al. 1994, Rosa et al. 2002). Por 

ejemplo, en microsomas de criceto dorado, la capsaicina inhibió el metabolismo 

de la NNK afectando las reacciones de reducción, N-oxidación y a.-hidroxilación 

del mutágeno, sugiriendo que esta molécula inhibió las isoenzimas de las familias 

CYPIA y CYP2B del citocromo P450 (Miller et al. 1993). 

Independientemente a la acción de estas moléculas, se ha determinado que los 

chiles contienen además cantidades importantes de otros antioxidantes como 13-

caroteno, licopenos, luteína, capsantina y 13-criptoxantina, cuyas funciones están 

asociadas a la disminución del daño causado al DNA evitando la peroxidación de 

la membrana lipídica o inhibiendo la transformación maligna en estudios in vitro, 

sugiriendo que frutos con alto contenido de estas substancias proveen un 

mecanismo para prevenir el daño oxidante in vivo, y por lo tanto la 

carcinogenesis (Hursting et al. 1999). 

72 



Existe una teoría que _mencionac¡ue la combinación ele ~!io~gant,~s provee una 

mayor .capacidad"protectora en con.tra deJa genotoXi~id(ldde I11Ut~genos que la 
que ofre-ceii ~ús ~~C:tiViCtades ihiliViduales (Bast et-al.~ l 9gS).~Esta teoría es· apoyada 

por los estii~o~ epidemiológicos quehélll :dernostrádo,<'q~e la interacción 

compl~jade :~úÍtipl~s antioxidantes pres~ht~~ en ~erctiir~~ y.frutas contribuyen a 

disminuirlos·•·ef~ct~s··negativos··de .. mutá~eno~i:ycarfi~ógenos·con.unél' mayor 
efi caCi¿ca· liü!"aeuJi~ simple tom piles to( G lovann\i~clol é99;"Zh~g-et alr 1999);· 

;:.:~.:-· -~-~ -~.,. ·• l; j/ .. _ -;_--~ '-- "--·..o;.·.o-:cc ;-~ 

:;, • h -- :·..... : ;-j;>_ .::-~ 

Estos resultados súgieren que la ;capacid<ld de irilubiciónde\l()s extractos de chile 

se . pudo . deber ª la acción sinérgi~~ tiJí-Ásc?ctb :~ · tAP/ as:í ~orno • <ie otros 

componentes antioxidantes como los polifenoles y de otras moléculas 

antimutagénicas que son abundantes en frutas y verduras. 

5.3. REACCIÓN DE NITROSACIÓN IN VITRO 

De acuerdo con el aumento de absorción que se observó alrededor de 390 nm en 

los espectros de absorción de la MNU y de la mezcla MU+NS, así como de la 

cinética de formación de ésta última, se pudo determinar que el metabolito final 

de la reacción fue la MNU. Este resultado se apoya en los obtenidos por otros 

investigadores que han determinado directa e indirectamente la formación de la 

MNU a partir de sus precursores (Mirvish et al. 1982, Guzmán-Rincón et al 1998, 

Sen et al. 2001). 

De acuerdo con los resultados obtenidos con la curva patrón de la MNU, se 

observa que el porcentaje de producción 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 genotóxicos que se observaron en los ensayos 

biológicos. 

Ya que la MNU es una de las nitrosamidas a la que los seres humanos están 

expuestos con regularidad a través de vías endógenas o exógenas, 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 •. alquilnitro~o .. Sin_. embargo, .es de recon()cer._qu~_las _condiciones 

utilizadas·. para)levár.·.al .cabo est_a. reacción .tanto in. yitro_c()n}o. !rz .vivo :no 

·.· reflej a:rori-la¿:éaÍ"ldicion~s~gástricas reales que· ocurren·:.en-ci~estc'.nrlag~::hllmano; · 
• . ., ,,._ . '•, '. . ... •· .. ·' '¡·' :·,, •,.;., 

Primero, •la cohcentl"aciem ~e nitrito utilizada fue mayof.a'.JaseiiCo~tradas· en 
condiciories··· nciriñáiés 6aíil1 ~n· ¿on'diciones inusua1es'(gastrit:istKt~óí i~·a, -·aneinia 

perniciosa;-'. cónsÜrnó ·.-de' alim~I'ltos ric~s en' ni tritós, en~re: ol:r~s);\ fui: co~dici~nes 
'· •. , •. ,,. ·¡ ., ..• :·· ,- ) '' '•-. .; '- •. ·;···· --' .; 

normales';üccohb-etit:raeióri-denifrito·en el jugo gástrlcd:dcfhúmaiiosces 'muy baja 

y usualm~iite:~~:~hfileiitr~'.eiiie1-rarigo entre b.3· a .'7.6'~p7iii '(4.3-µM a 0.11 mM). 
' ~ -~. . ' - . - .• -,, • - - » ,- : .. ,- - ' .:_ ' " ' :. - ' . - • 'i'' - . - . . . . . -

Estas cantidades.pueden elevélrse·hasta 9.a32ippm (0.1_3.a_0.46 mM) (Pignatelli et 

al. 1993). seliünao, el/ nÜÍdo>gásfric(). contie~e· illfér~ntes tipos de ácidos e 

ingredientes org{tnicos e inor~án¡¿~~Üo~ ciiaI~s sC:m.catalíticos para la nitrosación 

y pueden modificar la respue~ta ~eJÓtÓ~c~-dela~eacción (Sen et al. 2001). 

Aunque las condiciones en las que se llevó al cabo la reacción de nitrosación 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 estómago 

de los seres humanos. 

5.4. ANÁLISIS ESPECTROFOTOMÉTRICOS 

5.4.1. Ácido ascórbico 

El ASC demostró 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 

observó la disminución del porcentaje total de MNU que se obtuvo en el testigo 

positivo. Esta reducción fue más evidente cuando el ASC fue incubado 

simultáneamente con la mezcla, lo que sugiere que esta molécula no solo actuó 

degradando a la MNU ya formada, sino que muy probablemente tuvo un efecto 

directo sobre la reacción de nitrosación evitando la interacción de sus 

precursores para inducir el producto final. Esta inhibición se llevó al cabo con 

mayor eficiencia cuando la relación ASC/nitrito se presentó en una razón molar 

de 4:1. 
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Las vías por las cuales el ASC inhibe a los CNO están bien definidas(Mirvish 
- - ,- - - - - --.-- - - _. -·- - -" ._ -. ---~-"_-_ - .-. ----_ _- - _. __ "-. - - = ' 

1997, Griffitp~_y:Lti~~~ 20()1)y cie acuerd? con los resultados obtenidos .. ~ne~tós 
análisis in vÚ-ro;und'delos·probables mecanismos de acción sobre·la·reacdónde -· 

'" . ' ,., ' ' .. . . ' .. ' ~ "' . - . . - . '-. ·-· . : 

nitrosa5ión fll~ la CO~P,ete~cia por el nitrito. Este supuesto se bas~ en la 
capacidad/~~Ími?~·q~~·ti~he~lASC de reaccionar con el nitrito (más rápiclo'delo · 

que lo hacela.iitina), lo que provoca la reducción del nitrito a óxi~Ó IiÍtrico (NO) 

el· cuaPno ·es~ul1 agente ·nitrosante directo; Posteriormente se~ tr~sf orina así 
c. o~_ · _ .-_,__.__ -, •· _., _ _ • , _ --' -.:.. •_';.,_,_- ': i' <-. _ • .• :!.'._.- ·; . -

mismo encácÍdo Cle-shidroascórbico el cual compite por laaifüfü1 ~·apida por el 

nitrito/Es.te.mecanismo es particularmente efectivo e? un• ambiente.acuoso con 

pH de 2-i;entcto~de la urea no es efectiva para capturatalriii~~óiy'a:Cl~e~ecesita 
,/,-T. -

de un ambiente mas ácido (pH 1). Cabe mencionar que en éste trabajo él pH fue 

un facto~ ~ue estuvo bajo control constante ysu ran~C>~~ mantuvo entre pH2-3. 
- -~-· >,• " 

Para evitaf.la' ·oxidación del ASC en los experimentos de coincubación, se cubrió la 

boca de. los matraces con globos inflados con gas nitrógeno, por lo que la 

reacción se llevó al cabo en un sistema gas-acuoso. En este medio, los óxidos de 

nitrógeno que se formaron a partir de la oxidación del NO durante la fase gaseosa 

pueden reentrar a la solución 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 

características que influyó en el resultado de los porcentajes de inhibición de la 

MNU entre la coincubación y la interacción ASC+MNU (que no necesitó 

incubación) la cual se llevó al cabo en un sistema acuoso abierto. Sin embargo, el 

mecanismo de competencia por el nitrito actúa de igual manera en ambos 

sistemas. Este fue también el modo de acción propuesto por otros investigadores 

que observaron que el ASC inhibió la nitrosación 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 así, la cadena de 

reacciones involucradas en la carcinogénesis (especialmente en la promoción). 

Esto explica por qué el ASC reduce la carcinogénesis producida por compuestos 
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nitrosos preformados. Probablemente esta fue la acción del ASC sobre la MNU 

pura (Mirvish 1997). 

5.4.2. Clorofilina 

Los resultados con esta molécula evidenciaron laJnterferencia en la formación 

del producto final de la reacción; la Figura 4.13 · nit1estra, qu,e los espectros de la 

incubación simultánea. de loshres compllestos SOn'";muy~parecidos a los que 

presenta t.,. t, y t
2 

de la Fig\l~a'.·4.~·{Óbt~~~ibn:cde;~l~ MNU a partir de sus 

precursores), sugiriendo que la C[.O ~stá bloqueando la producción de la MNU. 

Las evidencias se basan en el ~echo de que al t
0 

se pueden observar distintos 

picos , que c9rresponderían a los intermediarios de la reacción. Conforme la 

mezda se ~igiie incubando estos picos van desapareciendo hasta llegar a ser uno 

soloa391 nm, que es el característico de la MNU. En el caso de la coincubación 

con CLÜ (FÍgura 4.11), estos picos no desaparecieron durante el tiempo de 

incubación de los compuestos (1 h), indicando la interferencia de la CLO en la 

obtención de la MNU. 

La CLO no solo interfirió durante la reacción para evitar o retardar la generación 

de la MNU a partir de sus prec.ursores, sino que también degradó al mutágeno 

puro, como se mostró en la Figura 4.14, en donde la disminución 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 mutágenos como el benzo[a)pireno (B[a)P) en donde opera 

interceptando moléculas y acelerando la degradación del metabolito intermedio 

activo (Tachino et al. 1994). 

Existen pocos estudios sobre la capacidad de inhibición de la CLO sobre 

compuestos nitroso y la mayoría de ellos sugiere como mecanismo de acción la 

modulación de la actividad metabólica de los compuestos (Romert et al. 1992, 

Negishi et al. 1994), mecanismo plausible que pudo actuar durante los ensayos 

biológicos. Otros investigadores proponen la formación 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 mutágenos .. a probar tengan un tipo de.e.structur(l PJanarque.sea compatible 

con la que present~l~dorofilina .. Enlosespectros realiz~dos duran.te este trabajo 
no-se ol:)s~ervóo-la~aparicióil~aé'~piC:ot~n.t.~vC>s ~qué:sug¡ri~frufla·· presencia. de un .. 

compuesto cllstint~ <lJ · de ~us componentes originalés, lo. cual coincide con la 

premisa d<t'~tl~ 'i~ fÓ~riiaclón:d~ úl1 corripl~jo enl:ie- los ml!táge~oses poco 

prob~ble; 

De acuerdo con los resufrados in vitro se sugiere que los posibles mecanismos de 

acción· .. de ... la , CLO seaii · 1a. intercepción·. de . moléculas y .la.· captura de radicales 
libres; Éste úitimó in~canismoJue. demostrado ell el bioensáyoSMART, en donde 

la .CLO di~minJyóJa.~T.producidas por l(l•raclia.ciÓriy··en.células somáticas del 
ala de D.·~~lanogaSter(Zimmering et al. 1990). . 

. ,-. ,_ .. ·.. -

Es interesante el hecho de que tanto el ASC como la CLO en sus incubaciones 

simultáneas con la mezcla mostraron un efecto de inhibición de la nitrosación. 

Estos. análisis in vitro serían el equivalente a los pretratamientos administrados 

en los ensayos biológicos. Estos resultados ofrecen una evidencia más de que el 

seleccionar el protocolo adecuado al momento de realizar un análisis 

antimutagénico es de suma importancia para evidenciar el efecto de inhibición 

genotóxica de los compuestos a probar. 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la capacidad de inhibición 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. Además de evidenciar que el 
sistema Drosophila-S~lART es una buena herramienta para la determinación de la 

genotoxicidad y antimutagenicidad de compuestos sintéticos o naturales. 
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6. CONCLUSIONES 

l. Los precursores de la reacción de nitrosación MU y NS no ejercieron efecto 

genotóxico a las larvas de los organismos tratados. , . 

2. Se evidenció la actividad genotóxica de la mezcla MU+NS .en larvas de las 

cruz~s-e~~t~(ltr)@~bioaciivac:ión elevada de D.melanoga~te~:;-
3. La·respúesfa gel1.otóxica·fue más.efectiva en la.cruzacon'niveleselevados de 

'·, - _,, .. ,,.. ,,, ' . . " ''· ·-···- "''", ,._,"•.' ;;:- ._.,.- ' 

las enziriíá~(del citocroino P450, evidenciando la impoffanciá;d~ este sistema 
en-la~indii:é:~ióri d~ compuestos nitroso. '} ·f.'> ' . . ... · · - · .. ·· 

4. Los extrac~os d.e lo~ chiles .CHI, MZN yPÓB a.l~~dosf~~tilii~ct~s'rio fueron ··>'' .,. "''- ... --- . -- '.' ;_ .... ·-:-;~·~: '.::~::··¡·?<-_-;·.··. "':' ~----·~··"".''- '"":';'- :•.·\ 
tóxicos o genótóxicos a las larvas de los organismos; 

- ,, '' ·-----i ···--.\ .. -·i 

5. Las combinaciones sencillas de. MUó. NS'cÓ'n los extractos de los tres chiles no 
. --- ---·:.,e-·· -- ' 

mostraron respuesta genotóxica en los ens~yos in vivo. 

6. Las combinaciones dobles de la mezcla (MU+NS) con los extractos de chile 

mostraron disminución significativa de las mutaciones provocadas por la 

mezcla sola. Siendo más evidente en la cruza de bioactivación elevada. 

7. El extracto de chile manzano presentó la mayor respuesta inhibidora hacia la 

genotoxicidad producida por la mezcla. 

8. La determinación de ASC, CAP y CLO en los extractos de chile mostraron una 

relación: ASC: manzano>poblano>chilaca; CAP: poblano>chilaca>manzano y 

CLO: chilaca>poblano>manzano. 

9. Los ensayos in vitro mostraron que el producto final de la mezcla MU+NS fue 

la N-nitrosometilurea. 

10. El ácido ascórbico y la clorofilina evidenciaron una inhibición en la producción 

de MNU a partir de sus precursores. 

11. Los posibles mecanismos de acción del ASC y CLO sobre la reacción de 

nitrosación son: (a) captura de radicales libres, (b) intercepción de moléculas y 

(c) reducción y competencia por el nitrito. 

12. El bioensayo Drosophila-SMART demostró ser efectivo para evidenciar la 

respuesta genotóxica de alquilnitrosaminas y la respuesta antimutagénica de 

compuestos naturales presentes en la dieta. 
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It is known that the poblano green pepper, a significan! component in the Mexican diet, contains certain natural com
pounds such as chlorophyll. 13-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 cvaluated 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 bioacti\'ation (HB) crosses were exposed in a simultaneous, chronic treatment with the ju ice expressed from the crushed, 
whole, fresh pepper fruit, plus the mixture of 20mM methyl urea (MU) and sodium nitrite (SN), mixed with the animals' 
food. Three doses of pepper juice (12.5, 25, and 50'ñ-) wcre 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 pcr wing. The poblano juice decreased the above rates between 40 and SO'k, respectively. The 
experiments suggest that sorne compounds present in thc green pepper may cause this antimutagenic effcct by interfering 
with the nitrosation process. The role oi the extrae! and one of its components, such as vitamin C, in the nitrosation process 
will be discussed. © 2001 Published by Elsevier Science B.V. 

Keywords: Antimutagcnicity; Green pepper; Endogcnous nitrosation; Drosoplrila melanogaster; SMART 

l. 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 addrcss: lnstitute for Rivcr Re
search lntemational. 920 lronwood Dr .. Suite 344, Rochester. MI 
48307, USA. Tel.: + 1-248·650-9144; fax: +1·248·650-9144. 
E·mail address: pr.,.irri@ees.eesc.com (P. Rarnirez-Victoria). 

40 g/day [ I ]. 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 recen! 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 ali 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 

1383-5718/01/S - see front matter © 2001 Publishcd by Elscvier Scicnce B.V. 
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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, tish, cheese and tobacco smoke, among oth
ers (6,7]. These N-nittosamines are chemically stable 
under physiological conditions, and require metabolic 
activation by microsomal rnixed-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]. Sorne of these species alkylate DNA 
bases, especially at the N-7 and 0-6 of guanine 
and the 0-4 of thymine. 0 6-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 importan!. Previously mammalian and 
bacteria systems ha ve been employed for these investi
gations. But a more sophisticated system was needed. 
Graf et al. (15] and Guzmán-Rincón 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. Chemica/ compo1mds 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 patato (Maggi®) 
obtained from a local supermarket. 

2.2. Preparation of the pepper extraer and 
determination ofvitamin e 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 (-70ºC) 
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) 
jlr3!Jn(3LR)TM3, ri pP sep /(3)89 Aa bx34• e Bd5 ; (2) 
mwh/mwh, and (3) ORRIORR:jlr3fln(3LR)TM3, ri pP 
sep /(3)89Aa bx34

' e Bd'. V1tgin 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 leve! of cytochrome P450 not present in 
the ST cross (24]. The progeny in both crosses will 
consist of trans-heterozygous larvae for the markers 
jlr3 (jlare3) and mwh (mu/tiple 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
tras! to one in the wild type. The jir3 marker produces 
a trichome with irregular morphology. Detailed infor
mation on ali the genetic markers is given by Lindsley 
and Zimm [25]. Ali the stocks were maintained at 
constan! temperature 25 ± l =e and 60% humidity. 

íi1J. ;- ('1j e, ;,-.· ¡ 

,, ;;;.)!, .' '. .• ·. 

FALLA DE C!i-d\~Í.tJ.LJ 



P. Ramire:•Victoria et al./Mutation Research 496 (::00/¡ J9-IS 

2.4. Experimenta/ procedures 

Eggs from the two crosses were collected far 8 h 
in culture bottles containing a salid 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 patato hydrated with 5 ml 
of the test soluúon. 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 'k 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 pupa! 
stage were collected and stored in 70% ethanol; the 
wings were removed and mounted in Faure's solution 
and scored under 400 x magnification far the presence 
of regions ar spots of mutant (jir or mwh) trichomes 
[ 17 ,26]. Two types of spots are observed: ( 1) single 
spots, either mwh ar ji?, which are due to various 
types of mutational events as well as mitotic recombi
nation, and (2) twin spots, consisting of adjacent mwh 
and jir3 subclones, which originate exclusively from 
mitotic recombination [27]. 

2.5. Data analysis and sraristics 

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 far proportions was used far statistical eval
uation of the data [28]. Test responses were classified 
into three categories: ( 1) positive (p), a strong response 
was faund: (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 1 summarizes 
the results. 

The background levels of spontaneous mutation far 
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 :\.1U, :-.IS. PPE. MU + PPE. 
and SN + PPE, demonstrating that nene of the com
pounds tested alone ar 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-fald 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 perforrned, the 
genotoxic effect was reduced in a dose-dependent 
manner with the fallowing FTS. 1.03, 0.94, and 0.68 
from the lower to the higher concentration of PPE 
(Table l. 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-fald greater than the H:O control. Treatments 
perforrned with the mixture of ~·•1U and SN together 
with PPE. produced the fallowing 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:O), 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 
60% 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 dese-response relationship, suggests a recep
tor type of mechanism as opposed to an ali ar nene 
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. farrnation of methvlnitrosourea) ar at the 
DNA binding step. But beca~se the dose-dependent 
effect takes place in both. the ST and HB crosses, it 
is possible that the antimutagenic effect occurs befare 
metabolic activation. In am· case. the dvnamics of this 
hypothesis needs further srudy. • 

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

Summary of rcsuhs ohlaincJ in lhc /)m"'phifo wing spol lcsl aflcr cxp<"urc wi1h MU, SN anJ lhrcc cunccnlralinns of Pl'E 

Spnls pcr wing (numhcr nf sp<1ls)' 

Cumpoun~ No. wings Small single 1.argc single T\vin S(llllS 1i1lal S(llll' Sp<1l wilh mwh dones 
(N) sp<1l (l-2 cclls) sp<1ls (>2 cclls) mK·/J clolic pcr wing 

(111=2.CI) (m =5.11) (m =5.11) (m =2.11) (n) {n/N) 

(A) S1a11d1ml cross 
lhO 120 0.32 (3!!) 0.04 (5) 0.IKI (O) 0.36 (43) 43 ll36 
l'l'E 12.5% 1211 11.311 (36) n 11.IHI (11) n 11.111 (l)i 11.31 (37) n 36 11.311 
PPE 25% 1211 0.26 (31) n 0.113 (3) n 0.02 (2) i 0.30 (36) n 36 OJO 
l'l'E50% 1211 0.27 (32) n 11.116 (7) n 0.IKl (O) i 0.32 (39) n 39 1133 

:o 
MU 20mM 1211 0.29 (35) n ll.03 (4) n 0.01 (1) i 0.33 (411) n 40 0.33 il' 

3 MU + l'l'E 12.5% 1211 ll.37 (44) n O.!l2 (2) n 0.(KI (!l) i 0.38 (46) n 46 038 ~-MU"+l'PE 25% 1211 11.211 (33) n 0.ll'!(ll)i 0.03 (4) i 0.411 (48) n 48 0.40 
MU+ PPE50% 120 0.35 (42) n IUl2 (2) n 11.112 (2) i 0.3!! (4(1) n 46 0_18 ~ o SN 20mM 1211 ·0.32 (38) n 11.112 (2) n 0.IKI (11) i 0.33 (41l) n 411 033 :'.!. 

~ SN + l'PE 12.5% " > 1211 0.25 (30) n ll.06 (7) n 11.111 (l)i 0.3:?. (38) n 38 0.32 ~ 
SN +l'l'E 25% 120 0.33 (40) n 0.011 (IJ) i ll.ll3 (3) i 0.43 (52) n 52 0.43 " e--: :-r·-··, --':1 SN + l'PE 50% 120 0.41 (49) n O.Oh (7) n 0.02 (2) i 0.48 (58) n 58 ll.48 ' ::: ~ . ·'" ;~:i-:! (MU + SN) 20 mM 120 1.33 (160) p 0.31 (37) p 0.(1'! (11) p 1.73 (208) p 206 l.72 " •".,':) (MU + SN) + l'l'E 12.5% 120 11.95 (114) p 11.113 (4) n 0.115 (6) p l.113(124)p 124 1.03 

¡; 
•·-< 5· 

(MU + SN) + l'PE 25% 1211 0.84 (llll) p 11.118 (9) i 11.113 (3) i U.94 (113) p 110 U.92 :. 

-:··.~ i (MU + SN) + PPE 50% 120 0.62 (75) p 0.03 (4) n IJ.03 (3) i 0.68 (82) p 82 0.68 "" " ... 1 • 1 
" · .... _ .. • i (U) Hi¡¡/1 bioartfration mm " \.. " - ~ ~ ;i 

1120 120 0.43 (52) ll.04 (5) 0.01 (1) 0.411 (58) 56 0.47 
:::-
.... ,. . 

l'l'E 12.5% 120 0.36 (43) n 0.03 (3) n 0.01 (1) i U.39 (47) n 46 U.38 8 L ¡ .. \ Pl'E 25% 120 0.37 (45) n 11.05 (n) n 0.02 (2) i 0.44 (53) n 51l 0.42 ;:, 
.. ---·l Pl'E 511% 1211 0.43 (51) n 11.113 (4) n 11.111 (l)i 0.47 (56) n 56 0.47 ~ l\IU 20mM 120 0.43 (51) n 0.1111 ('l) i 0.01 (1) i 051 (61) n 60 050 .... 

MU + l'PE 12.5% 120 0.49 (59) n 11.113 (3) n 11.112 (2) i 0.53 (64) n 64 º-~3 r 
l\IU + PPE 25% 120 0.45 (54) n 0.117 (8) i O.<KI (O) i 0.52 (62) n 62 0.52 "' MU +l'l'E511% 1211 11.43 (51) n 11.113 (3) n 0.03 (3) i 0.47 (57) n 57 0.48 
SN 20mM 120 0.41> (55) n 11.11-1 (5) n 11.113 (4) i 0.53 (64) n b4 053 
SN + l'l'E 12.5% 120 0.45 (54) n 0.11.1 (4) n 0.02 (2) i 0.511 (<~I) n 110 0.50 
SN + l'l'E 25% 1211 IJ.52 (112) n 11.111 (1) n 11.IMI (11) i 0.52 (n3) n 63 11.53 
SN + Pl'E 511% 1211 0.51 (M) n ll.112 (2) n 11.112 (2) i 0.54 (65) n 65 0.54 
(MU+ SN) 20mM 1211 19.57 (2.148) p 3.7'1 (455) p 3.111 (372) p 26.46 (3175) p 244'1 20.41 
(MU + SN) + Pl'E 12.5% 1211 111.74 (12119) p 2.37 (2X5) p 1.12 (134) r 14.23 (1711X) p 15711 13.1111 
(MU + SN) + l'l'E 25% 1211 H.13 (971>) p 1.113 (219) p 11.114 (1111) p 10.liO ( 12'16) p 11116 9.72 
(MU + SN) + l'l'E 511% 1211 3.67 (441) p 1.21 (1521 r 11.52 (62) p 5.46 (1155) p 5K3 4.86 

• Slalislical Jiagnnscs accorJing 10 Frci and Würglc¡ (71 for cnmparisons wilh torrc-sp<indin¡; conlrnls: p. p<isi1ivc; n, ncgalivc; i, incondusivc; m, mulliplil-Jlinn fotlnr. 
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Fig. l. Comp:uison of antimutagenic offects of different ,;oncontrations of pepper extract on thc nitrosation cocktail in two crossos of D. 
m~{anogaster. 

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 somevJhere 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 tinally the diazonium ion, 
the most reactive metabolite (30,31 ]. A number of cy
tochrome P450 genes belonging to fomilies 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 e.~pression 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 
niuite to NO. which cannot directly form N-nitroso 
compounds. Thus, perhaps vitamin C inhibits ni
trosamine formation simply because it uses up niuite 
(37]. Altematively, ascorbic acid as an antioxidant. 
might prevent oxidative metabolism of the test com
pound via the cytochrome P450 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 85 mg of vitamin C 
100 g fresh pepper. Thus, its concentration in the 50% 
PPE is 1.75 mM: 0.87 m:V1 in 25% and 0.43 m.\1 in 
12.5%. These amounts are far lower than commercial 
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preparations tested by Gra.f et al. [ 15] who reported 
that 17 m.\1 of vitamin C was able to inhibit the ni
trosation in Drosophi/11, and those reported by Olvera 
et al. (22] of 25-100 m}.1, to reduce the damage caused 
by 'Y-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 ali 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 deterrnination of a protective mechanism can be 
difficult due to severa! antimutagens are known or 
suspected to act through more than one means [38). 
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