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RESUMEN

Dasde hace varias deécadas fue demostrado qua
la clorofila y sus derivados solubles en agua, coao
las clorofilinas, tenfan valor terapefitico para él
tratamiento de varios malestares; dltimamente se
observd que también tienen una actividad
antimucagdhica en diferentes sistemss de prueba.

El objetivo de esta tesis fue investigar s{ la
clorofilina tiene efecto radioprotector ante los
rayos gaama. Para este fin, se utilizd la prueba de
mutacidn somatica y recombinacidn (SMART) en el ala
de Drosophila. Esta pruaba detecta,
iilultihealente. mutaciones génicas, aberraciones
cromosdmicas y recoabinacidn mitdtica.

Para realizar los experimentos se formaron
cuatro grupos: el primero se tratd con sacarosa al
5%; el segundo con clorofilina al S%; el tercero
con sacarosa al 5% mas 20 Gy de rayos gamsa Yy el
cuarto con clorofilina al SX mas 20 Gy de rayos
gasma. Los tratamientos tuvieron una duracidn de 24
horas.

En los tres experimentos realizados los
resultados obtenidos mostraron una dismlnucich

significativa en el nirero de manchas encontradas



i,

en el grupo pretratado con clorofilina a la
irradiacich.

Se concluye que 1a clorofilina tuvo un efacto
radioprotector cuando se irradiaron las larvas de
Drosophila con 20 Gy de rayos gamma.

- Tambien se noto disminucidn significativa de
la recosbinaclidn mitdtica. Este hecho es importante
porque los procesos recomblinogeénicos estan

relacionados con la induccidh de cdncer.



INTRODUCCION

Desde la formacién de la Tierra -hace
aproximadasente 4 mil 750 millones de afios- hasta
nuestros dfas, las radiaciones han estado

Alnvolucradal en el origen y preservacién de 1la
vida (Negrdn, 1986).

En la Tierra Primitiva, 1la sfntesis de
moléculas biolégicamente importantes ocurrié
gracias a las condiciones aambjientales existentes,
donde interactuaban la energ{a proveniente del sol,
las  descargas eléctricas, la energf{a téramica
procedente de la actividad volcdnica y la
radiactividad (Negrén, 1990).

Segin evidencias fésilas, la vida microbiana
existié desde hace 3 mil millonas de afios, en un
ambiente de tipo reductivo (Brock, 1974).

Sta;ley L. Miller experimentalmente logré la
s{ntesis de compuestos orginicos a partir de una
mezcla de hidrégeno, amoniaco, metano y vapor de
agua, en una atmésfera parecida a la que hubo en la
Tierra Primitiva (Junqueira, 1983).

Para la formacién de una célula primitiva a
partir de una mezcla rica en compuestos org‘n(co-,
tuvo que darse un largo y complicado proceso que

dié como resultado células que pose{an dos rasgon



bésicos: a) la habilidad para acumular, convertir y
transformar nutrientes en energf{a y b) la capacidad
para duplicarse y dejar descendencia (Brock, 1974).

Ambas caracter{sticas requirieron del
desarrollo de una estructura celular para conservar
¥ proteger el Iaterial orgénico y con ello dar
origen, después de un largo y complejo proceso, a
las primeras células denominadas procariontes, que
tienen como rasgo la presencia de una membrana
plasmitica rodeada de una pared celular, Esta
eatructura permiti§ tener un control de las
interacciones dindmicas con el medio, protegiendo y
albergando los componentes celulares.

Otra particularidad de egtos organismos era
que el material cromosbmico se encontraba en el
citoplasma sin una membrana que separara . el
contenido nuclear del citoplasmatico,

Por la presién de seleccidn de su medio, aestos
organiemos sufrfan alteraciones en el naterial
genético. Con estos camsbios, surgieron
paralalamente los primeros intentos de mecanissos
da reparacién, aaf como nuevos organismos con
capacidad para reparar los dahos causados.

La diversidad de la vids en la Tierra dependid,
poaterlgrlnnte, de la aparicién de células

autotréficas y del paso de una atmésfera reductiva



& una oxidativa (Junqueira, 1683).

Con la generacidn, acumulacidn y difusién del
ox{geno, se formé la capa de ozono que protegié a
la Tierra del dafio provocado por las radiaciones
provenientes del sol.

La tranaformacién de la atmdsfera provocéd
cambios que persitieron la aparicién de células
eucariontes, cuya caracter{stica prlnélpal €8 una
mayor complejidad en sus sistemas: de proteccidn
estructural, metabSlicos y de reparacién.

La sobrevivencia y diversidad de la célula no
hubiera w®ido posible sin 108 mecanismos de
reparacidn (fotoreactivacién, reparacién  por
escisibn, reparacién posreplicativa, etc.) y los
procclél sutacionales.

El mecanismo de fotoreactivacién debié ser uno
de los primercs que surgieron, pues ademis de estar
presente tanto en procariontes como en eucariontes,
es  muy alpecfflco y repara 86lo dafios producidos
por radiacién ultravioleta (Goodenough, 1981).

Paralelamente a los casbios bioldgicos, los
diferentes mecanismos de reparacién evolucionaron y
adguirieron el perfil que actualmente conocemos. A
las radiaciones naturales, que contribuyeron para
el origen y evolucién de la vida, se han sumado

recientemente otras que fueron inducidas por el



hoabre.

En las dltimas décadas, la energfa nuclear ha
contribuido significativamente para el desarrollo
tecnolégico e industrial contemporidneo. En 1la
agricultura, se ha logrado mejorar plantas,
produciendo varledad?s ads resistentes a loa
diferentes agentes f{sicos, quimicos y biclégicos a
lo8 que eatin expuestos. En la eliminacidn de
plagas por insectos, se alcanzdé éxito con la
introduccidn de machos estériles que hacan
disminuir la descendenci{a de los {nsectos dahinos.
La esterilizacién se logra con su exposicidén a la
radiacién gamma. En la industria alimentaria, se
utiliza para conservar alimentos y as{ alargar su
periodo Gtil t(Dfez, 1990}.

Taabién se fabrican reactores para fines
espec{ficos: los isbtopos radiactivos producidos
en éstos, son utilizados como nuevos instrusentos
de diagndéstico para descubrir algunos procesos
metabdlicos que habfan sido indescifrables con las
técnicas quimicas y bioquimicas convenclonales
{Clark, 1979).

Con la fabricacién de centrales
nucleceléctricas, se pretende hiacer frente a
la escasez de hidrocarburos, fuente principal de

energfa en la actualidad (Clark, 1979).



c?n este proceso se disminuye la dependencia
de 1los hidrocarburos, pero por otro lado se
incrementan 1los costos biolfgicos, pues el wmal
manejo de 1la energf{a nuclear puede propiciar
grandes tragedias. Loam accidentes de Chernobil
(1986) y de la 1Isla de Tres Millas (1979) , son
muestra de ello {(United Press International, PNUMA,
1986). ‘

Este tipo de energ{a, desgraciadamente ha sido
utilizada también con fines bdlicos. dQuien puede
olvidar Hiroshima y Nagasaki con sus 115 wmil
suertcs y las consecuencias f{sicas, ecolégicas y
de otros tipos en 1a poblacibén y el territorio de
esa nacién asidtica?

Lo} acontecimientos arriba mencionados no han
detenido la utilizacién de la energi{a atdmica con
fines militares. Por eljeaplo, la ONU reveld
recientemente que en la actualidad hay en el sundo
més de 50 all cargas nucleares, equivalentes a un
willén de bombas como la lanzada sobre Hiroshima en
1945 (Herrera, 1985).

Nadie puede subestimar los efectos negativos
que causa el mal uso de la energla nuclear, pero
tampoco se deben sinimizar sus beneficjios.

En el frea de la medicina, la aplicacién de las

radiaciones ha permitido avanzar en el <trataajento



del céncer (Df{az, 19%0). Ahora bien, cabe indicar
que este proceso no ha sido del todo exitoso, pues
e detectdé que también puede causar dafio a los
tejidos adyacentes al tumor, por 1o cual una parte
de las investigaciones en el Area de ia
radioterapia se dedléa a2 hallar compuestos que
ainimicen ese tipo de leaiones (Arena, 1971}.

A estos  compuestos se les denominé
radioprotectores de tipo quimico que, sBuministrados
antes de la exposicidn, tienen la capacidad de
praeservar 2 las células de las alteraciones

inducidas por la radiaciédn.
GENERALIDADES DE LAS RADIACIONES

De 1886 a 1898, Roetgen, Becquerel, Thomeon,
Pierre y Marie Curia descubrieron, respectivamentae,
los rayos X, la radiactividad, e} electrén y los
elementos radiactivoa radio y polionlo (Selman,
1983)

Las radiaciones se clssifican sn fonizentes vy
no fonizantes. Las primeras reciben eate nombre
porque cuando inciden sobre los Stomos, su energfa
1] c-paz»de sacar a los slectronss de sus dJrbitas,
Xonl:iﬁdalou. Esta aenerg{a oscila desde unos

cuantos Kev a2 cientos de Mev.



Por su parte, las radiaciones no ionizantes se

-2 2
santienen en un rango de 10 a 10 eV,

CLASIFICACION DE LAS RADIACIONES IONIZANTES

1.~ Radiacién Electromagnética: ondas eléctricas y
magnéticas simyltiéneas con alta fracuencia vy
corta longitud de onda como los rayos X y
gamma (Arena, 1971).

2,- Part{culas: De alta energia emitidas por el
decaimiento radiactivo de ciertos elementos
como las alfa, beta, protones y neutrones

(Arena, 1971).

Ya. desde 1a>-poca de Becq el ne a

observar que hab{a efactos adversos causados por la

radiacién. El f{sico e {ingeniero francds, al
transportar radio en un tubo, sufrié
accidentalmente irritacién en la piel,

Posteriorsente, Pierre Curie expuso deliberadamente
un érea de su plel al radio y verificd las
observaciones de su colega.

Con los hallazgos nntcrkorco. se descubrid que
las radiaciones ionizantes son enitidas
esponténesmente por algunos elementos qufmicos y

los efectos que tienen sobre la materia viva. Fue



de particular {nterés estudiar este tipo de
radiacidn.

Bergonie y Tribondeau expusieron en 1906
testiculos de conejo a los rayos X, y con los
regultados de sus observaciones formularon una ley
que establece: "La radkoaensibilidad de las células
es directamente proporcional a L1 actividad
reproductiva e inversamenta proporcional a su grado

de diferenciacidén” (Selman, 1983).

EFECTOS DE LA RADIACION IONIZANTE

a) Efecto Directo: los fotones de la radiacién
interactian sobre los atomos, liberandc electrones
de su orbital e ionizéndolos.

b) Efecto Indirecto: Los radicales libres
interactian con otras moléculas, causando la
formacién de radicales libres mediante la
liberacién de electrones, multiplicando as{ el
efecto ionizante en forma indirecta., (Fig. 1, ver

Apendice A)

IONIZACION INDIRECTA

Durante la accién de la radiacién fonizante,

ocurren casbios {mportantes en el medio acuoso



intra e interceiular.

La célula estd conmtituida en su sayor parte
por asgua, por lo cual es en este compuesto donde se
dan Jlos cambios denominados radiolisis del agua
(Sanders y Kathren, 1982; Arena, 1971, y Selsan,
1983).

1) Ionizacidén para remover alectrones del orbital
. .
H O energia RO + e
2 iacidn 2

2) Liberado el electrdn e

e . HO —— HO
2 2

3) Ion positivo de agua, répidamente se digocia
* +

HO——— H + OH

2
&) Ion negativo se disocia

H O —— OH * H

2

Los procesos de acciédn indirecta involucran la

transferencia de energ{a a las moléculas de agua,

dando lugar a radicales libres altamente reactivos
que, en consecuencia, afactan a. las moléculas

alterando la funcién celular.

Reacciones entre radicales llibres

1) H . H———H
2



2) H + OH———~H O

3) OH + OH ~———s H O

Reacciones entre radicales libres y wmoléculas

organicas:
1) R-H * OH——= R + HO

2) R-H + H——R + H

3) R-H + HO——e R +«+HO
2

En virtud de que loa radicales libres contienen
electrones no apareados, al conbinarla con otras
moiéculas bioldégicas las reducen o las oxidan,
causando disturbios en el metabolisme y

1a reproduccién celular (Arena, 1971).

DAROS CELULARES CAUSADOS POR RADIACIONES IONIZANTES
La radiobiologia entd particularrmente

interesada en las lesiones producidas por las

radiaciones ionizantes. Se sabe que las

alteraciones pueden presantarse a nivel

10



estructural, metabdbdlico y genético; estas dltimas

son muy importantes por su caricter hereditario a

las siguientes generaciones y se pueden agrupar en

dos tipos (Goodenough, 1981):

1) Mutaciones Puntuales: son alteraciones sobre
uno o varios nucleotidos de un gene, por
sustitucién, insercién y delesidn.

2) Aberraciones Cromosémicas: aestos &aﬁo- puaeden
ser de tipo estructural y numéricos. Las
primeras se deben a alteraciones cromosdmicas,
como las inversiones y translocaciones que son
rearreglos de grupos de genes en un mismo
crosososa © de un Croscsaoma a otroe; o por
duplicaciones o© delesiones en el niimero de
';nel de un Cromosoma.

Las segundas son el resultado de una

Altcracléni en la segregacién cromosbmica

durante la divisidn celular, ocasionada por

una no disyuncidn que produce células
monosSmicas y trisdmicas como, por ejemplo, en
man{fercs y Drosophila.

En la célula existe.la posibilidad de que
durante y después de la exposicién a la radiacidn
ocurran los siguientes eventos (Arena, 1971):

a) Las células mueran durante la irradiacién.

b) El d ocurra despué

de cierto tiespo a la

11



irradiacidn.
c) Las células sobrevivan, pero las unitosis

Qqueden permanentemente inhibidas.

d) Las células sobrevivan y se dividan, pero las
priseras mitosis, después de la irradiacién,

estén retardadas.

Hay daflos espec{ficos en funcién de la fase
del ciclo celular en que se irradie. Por ejemplo,
en la mitosis se puede inducir muarte reproductiva,
en G retardo de la divisién y dafio cromosbsico vy
en G2 alteracidén de 1a s{ntesia de ADN  (Kedar,
1984)%

. La wmagnitud del dafic estd condicionado a una

serie de factores que pueden modificar la respuesta
a la irradiacién, como:
i) tipo de radiacidén, ii) secanismos de reparacién
celular, iii) etapa de las células en el cicle
reproductivo, iv) oxigenacidn, v} estado
fisjiolégico , edad-estado nutricional, etc., Yy

vi) uso de modificadores qufmicos (Arena, 1971).
RADIOPROTECTORES

La- respuesta de un organissoc a la radiacién

puede aumentarse, disminuirse y/o inhibirse por

12



sedic de la utilizacidn de modificadores quimicos,
entre los cuales se encuentran los denominados
sensibilizadores y radioprotectores (Pizarello,

1982).

Los radioprotectores quimicos son compuestos
que protegen a las células del dafio causado cuando

son administrados antes de la irradiacidn.
RADIOPROTECTORES GUIMICOS

Los propémitos bésicos para la investigacién
de radioprotectores quimicos son dos {Pizarello,
1982)::
i1.- Proteger al tejido norsal, sobre todeo durante

las terapias de irradiacién de telidos

malignos (radioterapia).
2,~ Obtener conocimiento de los wmecanismos del
dalo radioinducido.

Estos agentes radioprotectores se han dividido
en los siguientes grupos:

a) Aninotioles: dentro d‘ este grupo encontramos
a la ciste{na, 2 mercaptoetilamina (cisteamina},
cistasina, aminoetil {sotiourea dihidrobromuro vy

2-mercapto etilguanidina.

13



b) Agentes Farmacolbgicos: 1la morfina y la

hero{na, asf cono tranquilizadores, drogas

colinérgicas, dopamina, serotonina, hormonas, etc.

c) Otros Agentes: cianuro de sodio y derivados de
fcidos nucléjicos (como el uracilo, S-hidroxi-4
setil uracilo, S-amino-4 metilcitosina).

El estudio de los radioprotectores, cuya
eficacia es diferente si se aplica {n'vjxg o §in
yitro, peraitié el descubrimiento de nuevos
compuestos, asi{ como dilucidar los pomibles
necanisuos mediante los cuales se logra la
proteccién de la célula.

El mecanismo implicado en la dissinucién de
los efectos de la irradiacién, ha sido objeto de
numerosas discusiones en los Gltimos afos y generd
algunas teorf{as que son puntc de debate en el

presente (Arena, 1971 y Pizarello, 1982).

MECANISMOS DE RADIOPROTECCION

Algunas de las hipStesis planteadas para
explicar el efecto de los radioprotectores son: a)
por medio de captacién de radicales libres; b) por
transferencia de energfa; c} por reparacidn
inmediata de las wmoléculas dafadas; d) por

formacién de mezclas bisulfuro. De estas cuatro

14



suposiciones, la prisera ea la que cuenta con una
mayor aceptacidn.
Captacidn de radicales libres:

En una golucién {n vitra o en el protoplasma,
los aminoticles, por ejemplo, son oxidados por los
radicales 1libres producidos por la radiolisis del
agua. De esta manera, las moléculas de importancia
biolSgica estdn protegidas del ataque de algunos
radicales, 1o que equivale a la resmocién de
radicales libres de la molucidn, registrindose el
efecto radioprotector de dichas moléculas. Los
aminotioles y sus derivados tlenen una marcada
afinidad por los radicales libres HO y HO au
configuracidn particular, :

Hay organismos que pueden ser muy Utiles en la
investigacidén de las propiedades radioprotectoras
de compuestos quimicos; entre éstos se encuentra
Drosophila. Con los estudios sobre sasu genética,
realizados desde 1911 por el profesor T. H. Morgan,
se valora su utilizacién para Investigaciones in
vive en diferentes campos en laboratorios de todo

el mundo.
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DROSOPHILA COMO SISTEMA DE PRUEBA

Drosophila es un insecto holometabolo que ha
jugado un papel muy significativo en los estudios
de mutagénesis. (Fig. 2, ver Apendice A)

Fue el primer organismo en que se detectaron
sutaciones inducidas por rayos X en células
gersinales, obteniéndose una curva de
radiosensibilidad en las diferentes etapas de la
espermatogénesis que peraitid descubrir que la
exposicién a un agente qufmico producfa mutaciones
que eran transmitidas a generaciones sucesivas
{Auerbach y Robson, 1944 y Sankaranarayanan, 1982)

Las ventajas de Drosophila como sistema de
prueba son nuperosas: es un organismo eucaridntico
con ciclo de vida de 9-10 dfas en condlcicnes de
laboratorio a 25°C y tiene ademas un proceso de
activacién metabblica similar al de 1os wmam{feros
(Vogel, 1975).

Por otra parte, es fécil de cultivar y debido a
#u- fecundidad pueden obtenerse progenies numerosas
a partir de unos pocos progenitores, lo que permite
recoger muestras de tamafio conveniente para su
anidlisis estad{stico. Asimismo, se cuenta con el
nimero .de ensayos adecuados que permiten detectar

un amplio espectro de dafios genéticos, como

16



mutaciones .énlcal, delesiones, duplicaciones,
translocaciones, recosbinacidn Y. efectos de
elesentos transponsables (Wirgler, 1986),

Lo anterior puede realizarse en células
gerasinales y somfticas. En la blsqueda de pruebas
que sean nfs rdpidas 14 sensibles, varios
investigadores han desarrollado la prueba de
sutaciones somaticas y recombinacidn aitdtica
(SMART) .

La expresién fenotipica de la mutacién
gsomitica es detectable cuando ocurre en un tejido
de alta actividad aitética; por ejemplo, en
epidermis y médula dJdsea y, particularsente, en
tejidoa embrionarios y larvales {Bruce, et. al.,
1983).

Para llevar a cabo la prueba SMART, es
necesario utilizar marcadores aespec{ficos que, al
momento de exponer a los organismos a un mutigeno,
evidencien las mutaciones provocadas por éste en
formsa de clones,

En virtud de que Drosophila sufre
metasorfosis, el adulto posee una estructura wmuy
diferente a las larvas. Algunos tejidos de la mosca
adulta surgen de ciertos grupos de células de la
larva, denosinados diacos llillll; (Bruce, et.

al., 1983).

17



f.os discos son bolsas epiéeliales aplanadas
Que durante la metamorfosis se evaginan Yy
diferencian formando la epidermis de la mosca, asf
como ciertos tejidos internos. A medida qbe crece
1a larva, también lo hacen los discos imagales, sus
células proliferan pero permanecen indiferenciadas.
fFinalsente,una alteracidn de los niveles de hormona
circulante hace que la larva entre en fase de pupa
y sufra el cambio para completar su ciclo vital.

Hay 19 discos, dispuestos en nuaeve pares a
cada lado de la larva, mis uno en la 1{nea media. A
partir de un par de discos se desarrollan los ojos
¥y las antenas, de otros surgen las alas y parte del
térax y de uno mfs el primer par de patas, etc.
(Bruce, et. al., 1983}.

La prueba SMART cuenta con dos variantes: el
engsayo de wmancha en el ala y el de mancha en el
cSo. En este ensayo se requiere s8lo de una
generacién para obtener los resultados, lo que
disminuye los costos para su ejecucidén, ademds se
tienen numerosas células blanco (28 sil para el
ensayo del ala y 800 omat{diam para al de ojo). Por
otra parte,detecta mutaciones ‘inicas, aberraciones
cromosémicas y recombinacién mitética (Wirgler,
1986 y.uﬁrgler. et. al., 1984),

Se ha propuesto que la recombinacién mitética

1e



podr{a eatar involucrada en la carcxnogéneain y que
clertos compuestos quimicos pueden promover los
tumores que daq como resultado céncer por
incremento de la frecuencia de mutantes espontineos
por esta recombinacibédn (Wirgler, 1986).

Con 108 ensayos de mutaciones somiticas en
Qrogophila, se han probado una gran variedad de
compuestos Yy los reaultados_sugieren que pueda ser
una prueba de rutina en laboratorios de
Toxicolog{a, Genética Molecular, Radiobiologfa,
etc. (Wurgler, et. al., 1984).

Por medio de la prueba Salmonella/microsoma-
-am(fero, se identificd a las aminas heterociclicas
presentes en los alimentos cocinados como
co-pueitos putagénicos. Con la prueba de la mancha
en el ojo,fueron utilizadas nueve aminas (Trp-P-1i,
Trp-P-2, Glu-P-1, Glu-P-2, IQ Me IG, MelQx, AaC,
MeAaC) y todas resultaron ser positivas. Adezds, se
habfa reportado que siete de ellas tenfan potencial
carcinégeno en el ensayo de ratén (Yoo, et. al.,
1985).

La prueba SMART demostré tener mayor
sensibilidad al utilizarse los carcinbgenos
2-naphtilamina, 3-setilcolantrenso, 9,10~
dimetilantraceno, y 7,12-dimet{lbenzoantraceno,

ademés de. sutigenos da accidn directa como el
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beomicin, metilmetanosulfonato y
etjilmetanosulfonato. Todos presentaron una
actividad mutagénica y recombinogénica; sélo el
gegundo dié una reapuesta parcial (Vogel y
2ijlstra, 1987).

Hasta 1985, el ensayo SMART, buscando ser
validado, habfa probado 130 compuestos, en los
cuales sge obtuvieron resultados positivos en un
80% (Wirgler, 1986 y Graf y Wiirgler, 1988).

Estos hechos indican claramente que la
ident{ficacién de compuestos con actividad
recombinogénica y el estudio de sus efectos en
eucariontes superiores ea de suma importancia en la

Genética Toxicoldgica.
ANTECEDENTES

La clorofilina es un derivado de la clorofila
a y b, uno de los principales pigmentos vegetales
verdes, Jjunto con los caroteénos ¥y xantofilas.
Cuando se realiza una hidrélisis de la clorofila
regulada por un alcali, ae sustituyen por metales
los grupos metilo y fitilo;las sales Que se forman,
que adn contienen aagnesio, se denominan
clorofiltna-. Estos compuestos sonh inestables y

para su estabilizacién me reemplaza el magnesio de
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1o niicleos con metales peasados {Kirk-Othsmer,
1962} .

Hay diversas clorofilinas como la potisica, la
sédica, la clprica y la cuprisédica. Esta Ultima se
utiliza para fines medicinales y es una suatancia
microcristalina azul oscura que presenta una banda
de absorcidn caracter{stica de 630 4» cuando se
prepara por el aérodo propuesto por Schertz vy
Toepher (Fig. 3, ver Apendice A).

La clorofila y sus derivados tienen nﬁltiplea
ugos Yy las investigaciones que los sustentan han
vaiidado su utilizacién en diversos campos
{Kirk-Othaxzer, 1962).

El Dr. Emil Burgi fue uno de los primercs en
dascubrir el valor ternpeﬁtico de la clorofiia vy
sus derivados. Inicialmente, tratd conejos que
padec{an anemia con hierro o con clorofila y
observé que la regeneracién de glbbulos rojos se
llevaba & cabo en cuestibn de sesanas; sin embargo,
cusndo combiné la clorofila con el hierro, la
restauracién se realizé en dfas.

Con base en estos resultados, tratd a
pacientes husanos con clorofila-hierro y & uno de
éstos los regtltré como casos de anesia secundaria
y & otros con deficiencias nutricionales. En todos

sl beneficioc del tratasiento fua evidente, tanto a
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nivel lan(u(neo como en jas condiciones generales
del paciente (Burgi, 1918-1932; citado en Kephart,
1955).

En 1944, Smith pudblicéd sus registros mobre las
propiedades antibacterianas de los derivados de 1la
clorofila solubles in agua y Ppropuso que la
respuesta de reparacién propiciada por la clorofila
lograba controlar la infeccidn (Smith y Sano ,
1944, en Kephart, op. cit.).

Saith y Livingston encontraron que los
derivados de clorofila solubles en agua aceleraban
la curaciédn de animales con heridas y quemaduras,
lo cual fue apoyado por las observaciones de Combes
en pacientes afectados por varias dermatosis y
heridas de plel (Combes, 1952).

Se encontrd un desarrollo del tejldo de
granulacién y epitelizacidn al aplicar el
tratamiento con los derivados solubles en a;ﬁa de
clorofila. También se cbservé un efecto
bacteriostitico (Smith y Livingston, 1945; citado
en Kephart, 1955).

A pacientes afectados de htpertanul&n
asociados con arteriosclerosis se les administré
clorofila soluble en agua por un periodo da algunas
llllnlll obteniéndose 1a nor-alizaclén de la

presibén  sanguf{nea. Estos resultados fueron
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reforzados por Angelo, quien en sus investigaciones
observé una recuperacién notable de la pres{én
sangui{nea en pacientes hipertensos,al tratarlos con
clorofila (Angelo, 1931; citado an Kephart, 1955).

Se ha observado que la epidermis que circunda
a heridas juega un papel activo en la raegeneracidn
durante el periodo de epitelizacién de éstas. Sa
encontrd un incremento de cuatro a cinco veces en
el {ndice mitético y, por lo tanto, la regeneracién
celular de las heridas (Krasnikova, 1973).

En cultivos jin vitro de fibroblastos, la
clorofilina ha incrementado, ademés, notablemente
[ 1] prolif.racl&n (SlLth. eat, al., 1944),

Se ha considerado como una alternativa el uso
de la é!orof!llna en pacientes de edad avanzada que
presentan un estrefimiento crénico y/o exceso de
gases. Gran parte de esos salestares desaparece
cuando se administran tabletas de clorofilina en
désis de 100 mg tres vaces al dfa (Young } Beregl,
1980) .

A una concentracién de 20.«g, la clorofilina
disminuyé la presencia, el didmetro y el desarrollo
de cristales de oxalato de calcio en orina normal.
Esta actividad {nhibitoria sugiere que pueda
utilizarse la clorofilina como colorante de

alimentos y para prevenir este tipo de trastornos
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(Tawashi, et. al., 1982).

Trabajos recientemente publicados demostraron
que la clorofilina tiene un efecto antimutagénico
en presencia de potentes agentes quimicos.

Se deterlinaronvefcctos inhibidores de hemin y
otros compuestos ’ relacionados sobre la
mutagenicidad del benzo(alpireno. Para ello ae
utilizaron células V79 de criseto Chino y se
cultivaron con células embrionariae irradiadas con
rayos X. La frecuencia de autacidén {nducida por
este compuestc fue sustancialmente inhibida en una
reiacién dependiente a la hemina; sin embargo, los
compuestos relacionados como la clorofilina la
disminuyeron en un BS5% (Katoh, et. al., 1983},

Por otro lado, la clorofilina se utilizé para
la inhibfcién de la actividad mutagénica de una
variedad de mezclas cosplejas -extractos de carne
frita, juge de uva, vino rojo, humc de cigarro,
goma de tabaco, particulas de afire, polvo de
carbdn, emisidn de particulas disel- utilizando
para ello la cepa TZ98 de Salsonells typhimurius.

La clorofilina inhibid entre el SO% y 100% de
la mutagenicidad de ocho de las diez mezclas
probadas; en las otras dos, las redujo de un 75% a
un’ Bdl, al ser utilizadas a una mayor

concentracién (Ong, et. al., 1986).
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No se conoce el mecanismo por medio del cual
1a clorofilina logra un efecto antimutagénico; sin
embargo, #e le reconoce-.como un antjoxidante, vya
que atrapa radicales libres o interactia con los
grupos activos de los compuestos mutagénicos
{Hartman y Shankel, 1990, y Lai, 1979).

En otras investigaciones, .xtracto-.acuolol y
de acetona de algunos vegetales c0lunc; inhibieron
la activacién de 3-metilcolantranc y banzo(a)pireno
con la prueba de Salponella, encontréndose una
relacién directa entre 1la disminucidén de la
actividad mutagénica y el contenido de la clorcfila
de los extractos (Lal, et. al., 1980).

El humo del cigarro, productos pirclizados de
pa-cad6 y ;Arne han sido registrados como
compuestos con un contenido de mutfgenocs de alta
actividad, S.b probd en estas investigaciones s}
extractos de vegetales como coles vy rabanos
reducfan la actividad mutagénica del triptofano
pirolizado. Al agregarse astos Jugos a las suestras
de triptofano, se obtuvo una inactivacién sarcada
de la misma (Terwel y Van der Hoeven, 1985).

Los usos anteriorsente citados de la clorofila
y ®sus derivados no son los dnicos; en el §rea
industrisl también tiene mitiples aplicaciones

{Kirk-Othsmer, 1962).
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OBJETIVO

Investigar las propiedades radioprotectoras de
la clorofilina ante los rayos gamma, en Drosophila

melanogaster.

HIPOTESIS

Si la clorofilina es un podercso. antimutagenc
quf:ico, entonces, administrdndola antes de 1la
exposicidn, disminuird las alteracicnes genéticas
inducidas por la radiacién gasma en Drosophila
melanogaster.

MATERIAL Y METODO

En  aesta investigacidén ase utilizaron los
individuos de dos cepas diferentes de QEEEEEELLE
melanogaster para realizar la prueba SMART en el
ala.

La primer cepa estaba compuesta por hembras
mwh/mwh. El marcador suh detersina que las células
que lo portan presenten tres o Bis cerdas en lugar
de una que lleva el tipo silvestre (Lindsley,
1960) .

Esta nutacién esté localizada an el brazo

jizquierdo del cromosoma 3 en po-icién {3-0.0), vy
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fenot{picamente son moscas con ojos redondos y
rojos, cuerpo cscuro, pero con la mutacién mwh en
el ala, que sdlo se expresa en condicidn hombciga.

La megunda cepa fueron los machos flr3/TM3;Ser.
Bl wmarcador fri3 determina que las células que 1lo
portan en condicién homéciga presenten las cerdas
modificadas en forms de flama; la cepa se mantiene
en condiclén heterdciga, ya que en tofnl hombciga
es letal, por lo cual presanta e! balanceador TM3,
as{ cowo e! marcador Ser, que da una forma aserrada
a la parte posterior del ala. Feuot(p!cal-nts aon
moucas de ojos redondos y rojos, Cuerpo O8SCUro,
pero con el ala aserrada (Lindaley, 1960 y Graf,

et. al., 1884).
CRUZA

3
0¢ aun s/ mn  x 607 fir / TM3;Ser

1) muh + .
weeemee 3 Qrganismos con alas no aserradas

2) swh +
em———————— Organismos con alas aserradas
TM3;Ser
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Se aislaron hembras v{r;enel y posteriormente
se cruzaron durante 24 horas; luego fueron puestas
a ovipositar en cajas de Petri{ con medio de cultivo
fresco y se incubaron durante 72 &+ 4 horas, para
obtener larvas del segundo estadio.

Se formaron cuatro grupos con 300 larvas cada
une, a los cuales se les aplicaron los siguientes

4]

tratamientos crénicos:

GRUPO TRATAMIENTO . DURACION

1 Sol. de sacarosa al 5% 24 horas
{Testigo)

2 Sol. de clorofilina al 5% * 24 horas

3 Sol. de sacarcsa al S% + 24 horas

20 Gy de rayos gamsa

4 Sol. de clorofilina al S% « 24 horas
20 Gy de rayos gaama

* La clorofilina, adquirida de la Compahia Sigma
Chemjical St. Louis, MO, USA, fue disuelta en
sacarosa al 5%.

Las larvas de los grupos 3 y & fueron
irradiadas en un aparato experimental Vick. rad.
{Vick rad 2000, Vicker Radiation Division England).

Una vez finalizado el tratamiento, se
sembraron 50 larvas en tubos homeopdticos con medio

de cultivo fresco para que completaran [ 11}
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desarrollo a una temperatura de 25°C ¢+ 1 C.

Cuando las moscas emergieron, ae separaron las
que presentaban alas no aserradas y se pusieron en
una golucidén de alcohol al 70%. Posteriormente, se
lavaron las moscas en agua y fueron embebidas en una
solucién Fauré (30g de goma arabiga, 20ml de
glicerol, S0g de hidrato de cloral y 50ml de agua),
para deapués disectar las alas y ser wmontadas en
preparaciones permanentes.

Se procedié a analizar las alas a 400
aumentos. La forma de hacerlo fue recorriendo
las siete regiones (Graf, et. al., 1984) en que
entd dividida. (Fig. 4, ver Apendice A)

La clasificacién de las manchas se realizé de
la ‘lzuicnte zanera:

Tipo de Mancha: a) mancha simple awh, aquellas
donde se presentan mis de tres cerdas en una
calula (Fig. 5y 6, var Apendice A); b) mancha
sinple flg , donde el pelo estd modificado
usualmente en forma de flama (Fig. 7, ver Apendice
A), y c) mancha gemela, cuando estin presentes
células awh y !‘lr3 (Fig. .8, ver Apendice A).

Tamalio de mancha: a) sancha chica s{ afecta
de 1 a 2 células y b) mancha grande si afecta a mis
de dos c@lulas. (Fig. 9, ver Apendice A)

La distancia que debe haber entre una mancha
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¥ otra para ser considerada como dos manchas es de
nés de treg hileras de células normales. (Wirgler,
1986)

A los resultados obtenidos se les aplicd la
prueba estad{stica x2 con un nivel de significancia

de p ¢« 0.001.
RESULTADOS

En las tablas 1, 2 y 3 ( Ver Apendice B) se
muestran los resultados de los tres experimentos
que se realizaron. Los s{mboloa usados son: TM para
el numero total de manchas observadas y NM/A para
la frecuencia de manchas por ala.

E1 total de alas examinadas fue de 98 en el
primer experimento y de 40 para el segundo Yy
tercero, respectivamente.

En la tabla i, aen el segundo grupo, puede
observarse que la clorofilina no disminuyd 1a
frecusncia de manchas chicas, grandes y gemelas con
respecto al grupo testigo.

En el tercer grupo hubo un incremento que va
da 0.40% registrado en el primer grupo a 8.93% para
el nimero total de manchas observadas.

L; frecuencia de los tres tipos de manchas en

el cuarto grupo tasbién auzent$ considerableaente,
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de 0.40% a 3.77%.

Al aplicar la prueba estad{stica Jji-cuadrada
al primero y segundo grupc no hubo diferencia
significativa para cada tipo de mancha, pero
cuando se hizo con el tercero y cuarto s{ la hubo,
para una p ¢« 0,001,

En la tabla 2 la frecuencia de manchas chicas
y grandes aument$ en el segundo grupo con respecto
al teatigo, pero al aplicar la ji-cuadrada no hubo
diferencia significativa.

En el tercer grupo la frecuencia de wmanchas
chicas se incrementS de 0.17% en el primer grupo a
32.22! ; en las grandes de 0.08% a 14.57% y en las
gesnelas fue de 7.18%, aunque en el primer grupo no
se encontrd este tipo de manchas.

También en el cuarto grupo hubo un incremento
notable: de 0.17% registrado an el primer grupo
para manchas chicag, aumentb a 26.65% ;para grandes
de 0.08% a 15.60%, y para gemelas de 4.18%.

Cuando se aplicd la ji-cuadrada al tercer y
cuarto grupos se obtuvo una diferencia
significativa para p ¢ 0.001 en manchas chicas vy
gemelas; en las grandes fue diferente y en el
cuarto grupe ase r..l-tré un maycer porcentaje de
manchas que en el tercero.

"Bn la tabla 3 se observé para el primero y
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ssgundo grupo sdlo manchas chicas y grandes; se
registré una disminucién de lag mismpas en el grupo
de clorofilina, de 0.38% en el primer grupo a
0.05%.

Para el tercer grupo ausentd la frecuencia de
manchas chicas con respecto al testigo, de 0.30% a
0.38% ; para wmanchas grandes de 0.08% a 1.30% vy
finalmente se obtuvo un valor para las de tipo
gerelas de 0.08%.

Cuande se aplicéd la ji-cuadrada a los grupos
priwero Y segundo no presentaron diferencia
;igniflcativa con relacion a2 las manchas chicas.
Las grandes a{ fueron significativamente diferantes
para una p ¢ 0.001. En los grupos tercerc y cuarto,
tanto en las manchas.chicas como en las grandes se

encontrb diferencia significativa.

DISCUSION

El ensayo de mancha en &) ala ests basado en

1a  utilizacién de larvas transheterocigas de
3

Drosophila para los sarcadores mwh y flr (Wiirgler,
et. al., 1984),

La; manchas auh pueden originarse por los
siguientes mecanismos: 8) por una delesidn terminal
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en el cromosoma portador de tl; » D) por una una
sutacidn puntual en el locus del cromosoma portador
de awh o fx? y ¢) por una racosblpacidn entre la
Tegidén swh y flrs. (Fig 10 y 11, ver Ap;ndlce Ay

En el caso del marcador flra, éste presenta
baja viabilidad por la condicidn ho-&ci;a> letal
provocando la nmuerte de las células que lo portan,
poé 1o cual sélo se han rq.iltrido manchas con un
ni{nimo de cuatro calulas, aunque en esta
investigacidn me encontraron de 2y 3 calulas
{Szabad, 1584).

Las manchaa gemelas son el resultado de la
recomabinacién entre flr3 y el centrbmero, dande
lugar a una célula homéciga para f1r3 y otra para
awh, adyacente una a la otra (Wirgler, 1986).
(Fig. 10, ver Apendice A)

En los tres experisentos, el primer grupo
reglatrd una frecuencia de sanchas chicas y gemelas
dentro del rango reportado en otros laboratorios;
ein eabargo, en las manchas grandes del lé;undo
experimento se ancontré el doble de la fracuencia
de 0.07% a 0.14% (Vogel, 1985).

Al aplicar la prueba ji-cuadrada al primero vy
sesgundo grupo del primerc y segundo experimento, no
se encontrd diferencia significativa, pero en e}

tercerc s{ para una p ¢ 0.00%.
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Estos resultados no son suficientes para
definir qud sucede en relacidn al posible efecto de
la clorofilina sobre las manchas que se originan
esponténeasente. )

Negishi reporfé en 1989 que, a una
concentracidn mayor de clorofilina,la frecuencia de
manchas ge acerca a los valores alcanzados en el
grupo testigo utilizando la prueba de la mancha en
el ala.

En el cuarto grupo de los experimentos primero
y tercero, se encontrd una dissinucién de 1la
frecuencia de manchas chicas, grandes y gemelas
con respecto al tercer grupo; en el segundo
experiaento, disminuyeron 1las de tipo chicc ¥y
gemelas, mientras que las grandes se {(ncrementaron.

En el experimento 1 y 3, el tercero y, cuarto
grupo aumentd la frecuencia de cada tipo de mancha
en relacién al testigo (las manchas chicas fueron
las mas frecuentes}; pero fue menor la frecuencia
da manchas en el cuarto grupe coh Trespecto al
tercero, lo cual puede tener las siguientas
explicaciones: a) la clorofilina protegié y
el dafio no fue tan severo como en el tercer grupo
y b)' algunas calulas murieron durante la

irradiacién y las células no dafiadas completaron el
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nimerc de células que forman el ala, orlginando a
l1a vez una presencia sayor de manchas chicas.

Se ha desmostrado que los rayos X producen
amuerte celular en low discos del ala y que éstos se
regeneran posterioraente (Wdrgler, et. al.,, 1986,
y Bryant, 1975).

El origen de la mancha grande se debid a la
sobrevivencia, y posterior reproduccidn, de células
sutadas por la radiacidn.

Las manchas gemalas son producidas, como ya se
mancioné, por recombinacidn mitdtica. En esata
investigacidn se encontré una gran actividad
recosbinogénica, la cual disminuyd casi por
complato con el pretratamiento con clorefilina.

Se ha propuesto que la recombinacién mitética
puede estar ~ involucrada en los procesos de
carcinogénesis, aunados a otros cambios ;en‘tlcon
(Wirgler, 1986).

Hay wevidencia de que la clorofila absorbe los
rayos ultravicleta, protegiendo la piel hasta en un
$08 . (vidal, 1946},

Negishi reportd que disminuyé la actividad
nutsgénica del Trp~P-2 al utilizar la clorofilina.
En la prueba de la manchs en el ala, en Drosophilia,
no sdlo redujo las manchas chicas y grandes, sino

tasbién las geselss en un B8O%.
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£l segundo experimento se comporté diferente
del primeroc y tercero; en élte, las sanchas grandes
aumentaron en lugar de disminuir cuando mse aplicé
clorofilina antes de la irradiacidn. El
incresento generalmente encontrado en todos los
tipos de manchas (la frecuencia fue 30 vecea por
arriba de los otros experimentos, aproximadamente),
indica que 1la déais de irradiacién provocd 1la
aparicién de un mayor nlmero de manchas; sin
embargo, la tendencia fue similar al dieminuir las
manchas chicas y gemelas,

Se desconoce el mecanismo de accidn de la
clorofilina para producir este efecto; sin embargo,
ae han propueste los sigulentes mecanisnmon,
utilizando potentes mutidgenos qufnicos. y mds o
menos han lo;rpdo definir su modo de sccidn.

En Salmenella typhimurium TA98 me encontré
que la clorofilina inhibié la wmutagenicidad del
triptofano dos, formande un cosplejc con este
compuesto, lo cual parece indicar que es el wmodo
por el cual lo inactiva (Negishi, 1989).

En otro experimento mse reporté que la
clorofilina disminuyé la peroxidacién de l{pidos en
la sembrana de las mitocondrias y los microsomas de
h{gado de rata. Se obtuvo una disminucién de ésta

en  ambas. Los hallazgos sugieren que 1a
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clorofilina actia como un agente antioxidante
{Sato, et. al., 1984).

La radiacién Lonizaétq est{ caracterizada como
un mutigeno oxidativo, wsiendo éste una de las
sayores causas de sutaciones. Especies reactivas de
ox{geno, como el radical hidréxilo, peréxido de
hidrégeno y superperdéxidos, son generados en vivo
norsalsente CcCoORO una consecuencia del =metabolismo
celular; sin eabargo, estas especies reactivas se
incrementan cuando la célula es irradiada, por 1lo
cual los secanissos de defensa naturales, como los
enzimbticos, pueden dejar de funcionar y producir
dafio a las cadenas de ADN por rompimientos e
iniciar. el proceso de peroxidacién de lipidos
(Ames, 1986).

La oxidacién de ciertos ;o-poncnt.l celulares
por las especies reactivas del ox{geno
anteriormente mencionadas, . pueden contribuir al
envejecimiento y disturbios de edad como sucede con
aigunos cénceres (Ames, 1986).

De acuerdo con 1o expuesto arribs, se puede
proponer que la caractcr(lftca antioxidativa de la
clorofilina dissinuye 1las oxlidaciones generadas
por 1a radiacién mediante la captacidn de radicales

libres.
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CONCLUSIONES

- Con loa resultados obtenidos en esta
investigacién, se concluye que la clorofilina
actud como radioprotector ante una dosis de 20
Cy de rayos gamma.

- La clorefilina disminuyd significativamente 1la
recombinacién =mitdtica, indicando también una
propiedad anticarcinogénica.

- Llos mecanismos de accidn que Be proponen para el
efecto radioprotector de la clorofilina son:
captacidén de radicales libres y formacidén de un
complejo con el ADN.

- Se propone determinar la désis umbral que
desencadena el efecto radioprotector de la
clorofilina, e Iinvestigar si este efecto &e
presenta también cuando se utilizan otros tipos

de radiacidn.
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Tonizacibn y
Excitacibn

( Procesos .
Radioquimicos

Accién Directa Accidn Indirecta

Pig. 1. Bsquema de 1la accidn directa e indirecta de la radiacidn
lonizante en la celula.



Fig -2 Esquema del ciclo de vida de
Drosophila welanogaster.
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CH=CH; CHj

CaHs

CH3®
* 4
~ 2
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Clorofila a : M= Mg
CMy CH3 QW
Ry CH3
CH3
R2=-CH3
Clorofining (CuNag) s M=Cu
Ry,Rz,Ry=Na

Fig. 3. Estructura de la clorofila a y de 1a cloro-
filina.
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Fig, &, Esquema del ala de Drosophila melanogsster y 1as regiones
en que se divide pars su observacibn.
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fle. &, Microfotografia de una mutncion mwh, donde se observan los
cfiltiples pelos en una célula.
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3
Fig. 7o ﬁicrofoto;rafia de una mutacién £ir donde S observa 18
1 pelo en forza de flaxa .
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NORMAL JJ d
b

DELESION

Fig. to. Esgunls de los mecanismos genéticos en la forma-
ctén de los diferentes tipos de manchas. a) Nor.
wal, b) Recombinacifn: mancha gemela , ¢) De-
lesifn: wancha sisple mwh.
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Fig. 11 .

Esquemas de los mecanismos genéticos en la for-

macién de los diferentes tipos de manchas. )
Recombinacién: mancha simple mwh, e) Mutad én

puntual: mancha simple mwh
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TABLA 1. RZfecto de la clorofilina ante 20 Cy de rayos gasaa en larvas
swh ¢/¢ £1r3 de Drosophila melanogaster

No, DE /A NM/A /A
GRUPO TRATAMIENTO ALAS CHICAS GRANDES  GEMERLAS ™
1 TESTIGO o8 22 (.23} 13 (.14) 5 (.08) 38 (.40)
2 CLOROFILINA 98 33 (.34) 10 (.10) 2 (.02} 44 (.45)

3 20 Gy DR RA- A 8 [o]
YOS GAMMA 8 390 (3.98) 347 (3.54) 138 (1.41) 873 {8.93)
4 CLOROFILINA

MAS 20 Gy Ar - c*
RAYOS GAMMA 98 202 (2.06) 163 (1.66) 4 (.04) 369 (3.77)

NM/A: Frecuencia de mssnchas por ala,

T™: Numero total de nchas obeservedas.
Diferencias entre A y entre By B' y entre C y C*
son significativas para p ¢ 0.001.
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TABLA 2. [Efecto de la clorofilina ante 20 Gy de rayos gasma en larvas
swh ¢/« £ir3 de Drosophila melancgaster.

No. DR NM/A NM/A NM/A
GRUPO TRATAMIENTO ALAS CHICAS GRANDES GEMELAS k]

1 TESTIGO &0 7 (a7 35 (.08) 0 (0) 10 {.25)
2 CLOROFILINA 40 1 (.35) 7 (N ¢ (0) 21 .52
3 20 Gy DB RA- A B [

YOS GAMMA 40 1289 (32.22) 583 (14.57) 287 (7.18) 215% (53.97)
4 CLOROFILINA -

MAS 20 Gy A" B c*

RAYOS GAMMA 40 1066 (26.65) 634 (15.60) 167 (4.1B1 1857 (4f.4.

NM/A: Frecuencia de manchas por ala,

m™m: Nusero total de manchas obaservadas.

Dife ci entre A Yy A', entre B y B' vy entre C y C*
son significativas para p ¢ 0.001.
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TABLA 3. Rfecto de la clorofilina ante 20 Gy de rayos en larvas
suh ¢/¢ f1r3 de Drosophila melancgaster.
No. DE NM/A NM/A NM/A
GRUPO TRATAMIENTO ALAS CHICAS GRANDES CEMELAS ™
1 TESTIGO 40 12 (.30) 3 (.08) 0 (0) 15 (.38)
2 CLOROFILINA 40 1 (.03) 3 (.03} 0 {0) 2 (.0S)
3 20 Gy DE RA- A B c
YOS GAMMA &0 15 (.38) 52 (1.30) 3 (.08) 70 (1.75)
4 CLOROFILINA c’
MAS 20 Gy A ‘ 1 (0} 33 {.08)
RAYOS GAMMA &40 11 (.28) 21 (.52)

NM/A: Frecuencia de manchas por ala.
TM:  Numero total de manchas observadas.

Diferenci

¢ 0.001; y para C y C' son significativas para

pa 4
P ¢ 6.005,
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entre A y A' y entre B y B’ son significativas
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