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RESUMEN

Durante los fltimos afios se ha incrementado de una manera
continua la investigacién sobre antimutagénesis y anticarcinogé-
nesis. Consecuentemente, ha sido probada 1la potencialidad
protectora de 500 agentes quimicos pertenecientes a 25 familias
diferentes de compuestos y estén en proceso una cantidad conside
rable de ensayos preclinicos en individuos considerados de
"alto riesgo". Aunado a lo anterior, se realizan campafas de
educacién en salud pGblica encaminadas a evitar ciertas costum-~
bres o exposiciones ambientales peligrosas o para fomentar la
ingesta de factores protectores especialmente a través de la

dieta.

En este trabajo se estudié el potencial antimutagénico de un
vegetal tipico de la dieta mexicana, el chile, en contra de 1-
nitropireno, 1,6-dinitropirenc y 1,8-dinitropireno, asi como de
un extracto de particulas aéreas ambientales recolectadas en la

zona centro de la ciudad de México.

A volGmenes pequefios del extracto de chile se observé un
efecto potenciador de la mutagénesis inducida tanto por los
mutdgenos como por la mezcla ambiental, mientras gque a mayores

volGimenes, hubo una accién protectora.

Se explord el papel de antimutdgenos naturales como
B-caroteno y clorofilina en el efecto inhibidor evidenciado por
el extracto de chile. A concentraciones equivalentes a los pre-

sentes en el extracto ambos compuestos mostraron su capacidad



para suprimir la mutagénesis, siendo la clorofilina la de mayor
efectividad. Sin embargo, sélamente cuando se usaron concentra-
ciones de un orden de magnitud mayor, fue cuando se observé una
inhibicién importante. La combinacién de ambos antimutégenos no

tuvo efectos sinérgicos o aditivos.

Los datos obtenidos con el extracto de chile muestran 1la
presencia de factores protectores y potenciadores de 1la
mutagénesis, por lo que el resultado de la suma de ambos debe ser

evaluado en modelos animales.



1. INTRODUCCION

Practicamente todas las actividades que se realizan en la
vida diaria implican cierto riesgo para la salud derivado de 1la
exposicién a factores con propiedades genotéxicas. El agua y los
alimentos asi como los farmacos gue Se ingeren, el aire que
se respira y muchas veces los lugares de trabajo, pueden estar
contaminados con sustancias téxicas naturaies o sintéticas.
Adicionalmente, existe relacién con elementos naturales como la
luz ultravioleta proveniente del sol, factores resultantes del
estilo de vida como el fumar, tomar alcohol, ingestién de dietas
con alto contenido de grasas, etc...

AGn y cuando fueramos capaces de disminuir el contacto con
todos 1los factores exbdgenos mencionados, es imposible evitar
aguel con productos gquimicos altamente reactivos que resultan del
metabolismo propio de las células y alteran nuestro patrimonio
genético (Ames y Gold, 1991).

Las alteraciones en el material genético que se provocan
por la exposicién a agentes genotéxicos, pueden originar
mutaciones que se definen como modificaciones en la secuencia de
bases nitrogenadas en la molécula de &cido desoxirribonucléico
(ADN). E1 ADN a&s la meclécula encargada de preservar todas las
caracteristicas heredables de los organismos viveos y mantener su
integridad, es sinénimo de conservar las especies.

Las mutaciones han jugado un papel preponderante en la
evolucién de los organismos, sin embargo, pueden tener

manifestaciones patolégicas, entre las due se incluyen



padecimientos congénitos y cancer. En la actualidad se han de-~
scrito mas de dos mil enfermedades hereditarias, aproximadamente
el tres por ciento de todos los recién nacidos son portadores de
anomalias congénitas que requieren atencién médica y cerca del
sesenta por ciento de los abortos que ocurren en el primer tri-
mestre del embarazo se deben a aberraciones cromosémicas (Fabri-
cant y col., 1978). Esto pone de manifiesto la contribucién de

las alteraciones genéticas a la patologia humana.

No hay duda de que la enfermedad a la gue se ha dado mayor
importancia y cuyo origen genético ha sido establecido en los
Gltimos afios, es el cancer. Por ser este un mal que estd asociado
a un gran sufrimiento de 1la persona gue o padece y de sus
familiares, as{ como por el costo econdmico qgue implica a 1la
sociedad y por el incremento en las tasas de mortalidad debido a
este padecimiento (IARC, 1990).

Existen suficientes evidencias para asegurar gue el cancer
resulta de un proceso que consta de varias etapas que incluyen
alteraciones genéticas, proliferacién celular y expansién clonal
(Weinstein, 1991). Dentro de 1la primera se pueden citar:
activacién de proto-oncogenes por mutacién, inactivacién por
mutacién de algunos genes supresores de la proliferacién
celular, ademas de diversas aberraciones cromosémicas
estructurales y numéricas (Weinstein, 1988; Fearon y Vogelstein
1990). Teniendo en cuenta esta visién multifactorial del cancer,
se plantea la existencia de eventos limitantes en el trayecto de

conversién de una célula normal a una transformada. Durante el



camino existen diversos factores causales (exSgenos Y endégenos)
que actGan de manera acumulativa y que influyen en la incidencia

de cénceres especificos.

Puesto que las alteraciones genéticas constituyen eventos
esenciales en la generacién de cincer, en la dos Gltimas décadas
se ha prestado un interés particular en 1la blsgqueda e
identificacién de compuestos mutagénicos presentes en el ambiente
y asociados al estilo de vida. La identificacién de los factores
de riesgo y su pronta remocién del medio, es una de las formas de
implementar la prevencién primaria del céncer, sin embaréo, esta
medida ha resultado poco practica debido, entre otras razones, a
la gran cantidad de compuestos potencialmente carcinogénicos
identificados, al elevado costo que significa su remocién, a que
varios de estos productos se encuentran ligados a los benef;cios
de la vida moderna y a los h&bitos personales, ademds de gue
muchos son indispensables, como ciertos farmacos.

Por otro lado, los agentes mutagénicos que se qeneran'
endégenamente provocan dafio masivo al ADN, gque puede
convertirse en mutaciones estables durante la divisién celular.
Es por ello que algunos autores sefialan la importancia que tienen
los agentes mitogénicos (inductores de la divisién celular) en la
génesis del céncer (Ames y Gold, 1990). Se ha calculado que 1la
cantidad de impactos al ADN por célula por dia ocasionados por
oxidantes endégenos, son del orden de 105 en 1la rata y de 10 en

el hombre.



Este dafio premutagénico es reparado efectivamente mas no de
manera perfecta; por . ejemplo, el nivelv normal de 8-
hidroxidesoxiguanosina (uno de los 20 aductos oxidantes identi-
ficados) en ADN de rata, es de cerca de 90,000 por célula (Ames y
Gold, 1991). Se considera que este tipo de dafio contribuye en
forma importante en los procesos de envejecimiento y de las
enfermedades degenerativas asociadas a la edad como lo es el
cancer.

sin embargo, y a pesar de estos cdlculos pesinistas, los
seres vivos cuentan con una serie de defensas naturales que
impiden el desarrclloc de enfermedades degenerativas. De aqui que
es comprensible el hecho de que las células estén preparadas
para 1lidiar con 1los efectos mutagénicos y carcinogénicos de
componentes fisiolégicos o de aguellos extrafios al organismo, por
lo wmenos a concentraciones que no saturen los mecanismos de
defensa.

Las alteraciones genéticas en las células somdticas o en las
germinales, constituyen 1la expresién final de wuna intrincada
cadena de eventos como son: la penetracién del agente genotéxico
al organismo (en el caso de mutdgenos exbgenos), su
distribucién y transporte a &rganos y tejidos, el ingreso a
través de la membrana de las c¢élulas, el metabolismo en las
cé&lulas blanco, el acceso al nficleo, el dafio al ADN y finalmente
la fijacién de l1la mutacién que depende de 1la proliferacién
celular. Todas estas etapas son el resultado de la accién de
mecanismos opuestos come la activacién metabblica y 1la

desintoxicacién, 1la formacién de derivados electrofilicos y su



blogueo por nucleofilicos, la generacién de especies activas de
. oxigeno y su inactivacién por antioxidantes, el dafio al ADN y su

posterior reparacién.

Esta complejidad hace dificil el proporcionar una
descripcién simple del proceso, pero al mismo tiempo da

oportunidad de interferir con &1 abordando estrategias mGltiples.



2. ANTECEDENTES
2.1 La relacidén dieta-céncer

Los estudios epidemiolfgicos han revelado la existencia de
patrones diferentes de céncer (en diversos &érganos) dependiendo
del 1lugar geografico en gque se localicen. En particular, los
datos obtepnidos de emigrantes, muestran que los cambios en los
héabitos personales dan por resultado modificaciones
caracteristicas en el patrxén de incidencia de céancer en estas
poblaciones, asociadas muy probablemente con alteraciones en los
habitos dietéticos (Sugimura, 1990).

Por ejemplo, los datos mas completos referentes a la‘
incidencia de céncer de estoémago, son los obtenidos en
poblaciones de origen japonés que habitan en Hawaii quienes han
emigradoc de una &drea de alto riesgo a otra de bajo. En general,
hay una disminucién del peligro en los individuos nacidos en
Japén, el cual se aproxima al gue posee la poblacién del pais
hospedero en generaciones subsecuentes (Kolonel y col., 1981).
La comparacién de estos datos con los obtenidos por cuestionarios
sobre la dieta, sugieren gque los hijos de Jjaponeses ingieren
menos wvegetales en salmuera y pescado seco salado que sus padres.
Ambos alimentos han sido asociados con la posibilidad dae
contraer céncer de estémago en investigaciones de casos Y
testigos (Haenszel Yy col., 1972; Bjelke, 1974} .

El caso opuesto se ha observado con respecto al riesgo de
céncer de colon y de recto, para los cuales los emigrantes se

mueven de &reas con bajo peligro a freas con alto.



Las poblaciones de chinos y Jjaponeses que se wmudan a Hawaii
o a cualguier otra parte de los Estados Unidos, adgquieren una
elevada posibilidad de padecer céncer de colon, la cual se aproxi

ma rédpidamente a la que poseen las poblaciones originarias del

pais anfitrién. Es méas, las tasas de incidencias de céncer de
colon y recto en japoneses nacidos en los Estados Unidos, exceden
a las encontradas en la raza blanca originaria de ese pais
{Shimizu y col., 1987).

Hediante el método epidemiolégico también se ha tratado de
identificar los factores dietéticos que puedan estar 1ligados al
desarrolle de céncer. De esta manera, los estudios de incidencia
y mortalidad de cénceres del intestino grueso (Martinez y col.,
1979; Miller y col., 1983; Bristol y col., 1985; Graham'y col.,
1988) ; de mama (Miller y col., 1978; Sarin y c¢ol., 1985; Toniolo
Yy col., 1989) y de préstata (Graham y col., 1983; Kolonel y
col., 1983), en diferentes poblaciones del mundo, muestran una
fuerte asociacién con el consumo promedio per-cédpita de lipidos,
particularmente del tipo saturado.

Varios estudios de correlacién también proporcionan eviden-
cias indirectas de que la exposicién a niveles elevados de nitra-

tos o nitritos en los alimentos y el agua de beber, predisponen a

padecer cancer de estémago y de eséfago (Tannenbaum y col., 1979;

Armijo y col., 1981). Estos compuestos pueden reaccionar (en

condiciones de pH fisioldgico del estémago) con otras sustancias
de la dieta como amidas y aminas, para producir compuestos N-
Nitroso que son carcinogénicos en todas las especies de animales

empleados en el biocensayo (Bartsch, 1989).



Un estudio de casos y testigos en Hong-Kong mostr6 una

asociacién positiva entre el consumo de pescado salado durante la

. infancia y el desarrollo de tumores on la cavidad nasal (Yu y
col., 1986). El mismo autor encontré que las personas con gusto
por las comidas saladas tienen un riesgo alto de desarrollar
céncer de estdédmago (Yu y col., 1988).

Los datos epidemiolégicos sobre la asociaciébn entre tomar
café y el desarrollo de cincer, son menos concluyentes. Algunas
investigaciones sugieren una relacién con céncer de vejiga (Cole
1971; Simon y col., 1975; Howe y col., 1980) o de pancreas
{MacMahom y col., 1981); sin embargo, en otros trabajos no se
encuentra conexién (Morrison y col., 1982; Hartge y col., 1983;
Jensen y col., 1986). Lo que parece m&s claro es la correlacién
entre cancer de esdfago y el contacto con bebidas calientes en
general.

Los nexos entre los habitos alimenticios y la probabilidad
de desarrollar céncer descritos anteriormente, ponen de
manifiesto la influencia de la dieta en el progreso de esta
enfermedad. Independientemente de la presencia de otros factores
no contemplados en la literatura mencionada, en la dieta existen
varios agentes quimicos gue son fundamentales en la etiologia del
céncer.

Afortunadamente, los alimentos contienen también

componegéé;“&ﬁé interfieren con el desarrollo de neoplasias. Como

ejemplos se puede mencionar a la vitamina A, los carotenoides,
las vitaminas Cc, E y B,, los elementos traza como el selenio y el

zinc, varios inhibidores encontrados en plantas y la fibra

10



vegetal. Muchos de estos micronutrientes protectores son agentes
antioxidantes, y se ha postuladc que el mecanismo de inhibicién
de la carcinogénesis podria ser el bloqueo de la formacidn endég-
ena de carcinégenos o la captura de radicales libres del oxigeno
o especies electrofilicas exdgenas (Peto y col., 1981; Watten-

berg, 1983).

2.2 Mutigenos y antimut&genos en los alimentos

Los estudios epidemiolégicos han fijado las bases para 1la
bisqueda e identificacién de factores cancerigenos en los
alimentos. Puesto gue los ensayos de carcinogénesis en roedores
son costosos y los resultados se obtienen a largo plazo, la
estrategia ha sido el uso de pruebas de "corto duracién" que si
bien no miden directamente la carcinogenicidad de los compuestos,
detectan un evento importante en su desarrollo, la mutagénesis.

Mediante ensayos  que utilizan principalmente
microorganismos, se han identificado en los alimentos una gran
variedad de agentes mutagénicos, algunos de los cuales han dado
resultados positivos en pruebas de carcinogenicidad. Sin embargo,
tal Y como lo sugeria la informacién emanada de la
epidemiologia, se han encontrado moléculas capaces de interferir

conjuntamente-con.los. mecanismos_tanto del establecimiento de las

lesiones premutagénicas, como de su expresién.

Los alimentos contienen varias sustancias con propiedades
mutagénicas y carcinogénicas de origen natural, como son las
micotoxinas y los pesticidas, éstos Gltimos producidos por 1las

plantas para’protegerse de insectos y otros depredadores. Se ha
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calculado que el consumo humano de pesticidas naturales carcino-

génicos es de 1.5 g/dia (Ames, 1987).

Por otro lado, cuando nuestros ancestros comenzaron a usar
el fuego para alumbrarse y cocinar, se expusieron por primera vez
a mutdgenos generados por la pirélisis. Estos productos que se
forman bajo las condiciones normales de preparacién de los
alimentos, incluyen hidrocarburos aromitices, nitroarenos Y
aminas heterociclicas (Sugimura, 1990), algunos de los cuales son
carcinogénicos en animales de experimentacién (IARC, 1986).

Tomando en cuenta la cantidad de mutigenos presentes en los
alimentos, ya sea de origen natural o generados durante su
preparacién, seria imposible que los humanos tarde o tempranc no
sufrieran de céncer. Sin embargo, las tasas de incidencia no son
tan altas como podria esperarse.

Una de las razones para explicar este fenémeno, se refiere a
los mecanismos de defensa de tipo general gue los animales han
desarrollado durante su evolucién. Estos incluyen: a) E1
desprendimiento continuo de células expuestas a toxinas en las
capas superficiales de los epitelios de boca, eséfago, estémago,
intestino, colon, piel y pulmones, b) la induccién de una amplia
variedad de mecanismos de desintoxicacién endégena, tales como
las defensas antioxidantes o la conjugacién (Fase II del metabo-
lismo) de los metabolitos (Talalay, 1989). Las células expuestas
a dosis bajas de oxidantes, como el peréxido de hidrégeno o la
radiacién, inducen defensas antioxidantes y son capaces de resis—

tir dosis més elevadas (Wolf, 1988), c) reparacién por escisién:

12



este sistema es muy efectivo en corregir el dafic provocado por
aductos gque resultan de la interaccién del ADN con moléculas
naturales o sintéticas, d) la eliminacién activa de moléculas
hidrofébicas planas de las células de higado e intestino. Este
sistema de resistencia multiple a las drogas (Kane y col., 1990)
puede representar una defensa natural en contra de compuestos

intercalantes.

La segunda razén para explicar la baja incidencia de céncer
con relacién a la elevada exposicién humana a carcinégenos
naturales y sintéticos, es 1la presencia en los alimentos de
sustancias que disminuyen o anulan los efectos genotéxicos de los
mutidgenos (Wattenberg, 1983). A estos productos se les conoce
como antimutdgenos y pertenecen a una gran variedad de familias
quimicas.

Dentro de 1los miltiples niveles en gue pueden actuar los
antimutigenos, se mencionan los siguientes: a) prevenciéﬁv de
la formacién de mutdgenos, b) intercepcién de mutdgenos por
tejidos y organizacién celular, c¢) intercepcién de mutdgenos por
enzimas o por componentes presentes en la c¢é&lula o sus
alrededores, en varios casos estos "interceptores" son
metabolitos de bajo peso molecular, d) neutralizacidn de lesiones
prenutagénicas o mutagénicas por compuestos quimicos o por varios
mecanismos de reparacién del ADN y e) utilizacién de mecanismos
que inducen la reparacién exenta de error en el ADN, que bloguean
la propensa a error, o que incrementan la inactivacién metabélica

de mutdgenos.
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Basados en el mecanismo de inhibicién, De Flora y Ramel,
(1988) propusieron una clasificacién de antimutédgenos y anticar-
cinégenos muy interesante, separando los gque actGan extracelu-

larmente de aquellos que lo hacen intracelularmente (Tabla 1).

2.3 Antimut&genos que actian en el ambiente extracelular

2,3.1 captacién de mutdgenos o de sus_precursores. Algunos &cidos
grasos de cadena corta, como el caproato, por lo menos en
bacterias, impide la internalizacién de los metabolitos de N-
nitrosodimetilamina al microorganismo (Negishi y Hayatsu, 1984).
Otros ejemplos son la putrescina y los aminocdcidos aminados gque
inhiben la penetracién de paraquat y azaserina respectivamente
(Brooke-Taylor y col., 1983; Ames, 1964). Es interesante también
la forma en que se atrapan los mutdgenos derivados de la piréli-
sis de alimentos, por micelas de &cidos grasos (Hayatsu y col.,

1988) .

Un fenémeno bien estudiado es la remocién de mutdgenos y
carcindégenos del intestino grueso debido a las fibras de 1a
dieta. Varios estudios in _vitro han mostrado que fibras purifica-
das preparadas de diferentes vegetales, son capaces de adsorber
irreversiblemente los agentes mutagénicos de proteinas y ami-
no&cidos provenientes de la pirdlis del triptofano y del &cido
glutamico (Barnes y col., 1;83; Kada y col., 1984). La fibra del
maiz comparada con la del trigo y el polvo de celulosa, inhibe
mejor la mutagenicidad de los dinitropirenos (importantes contami

‘nantes ambientales) y la de moléculas derivadas de aminocacidos
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sometidos a temperaturas altas (Takeuchi y col., 1988). Los en-
sayos en animales también indican efectos protectores de las
fibras, aunque existen resultados contradictorios dependiendo

del carcinégeno y de la fibra utilizados (Reddy, 1987).

2.3.2 Inhibicién de la _formacién _endégena de mutdgenos. La
reaccidn gue ocurre en el amblente géastrico entre el nitrito y
las aminas nitrosables, es la interaccién mis comGn que origina
la induccién endégena de mutdgenos. Los productos resultantes
constituyen parte de la categoria de compuestos N-nitroso, una
familia de mut&genos y carcinégenos bien caracterizada. Aproxima-
damente el 90% de estas sustancias han resultado carcinogénicas
en 40 especies diferentes de animales incluyendo a los primates
(Bartsch y col., 1988), lo que implica su elevado potencial
carcinogénico en el hombre. Dentro de 1los inhibidores de 1la
nitrosacién m&s conocidos se pueden citar a las vitaminas Cc y E,
a fenoles sintéticos y naturales como los &cidos caféico, ferali-

co y gélico.

Otro ejemplo de la formacidén endégena de mutdgenos, es el de
la bioactivacién de moléculas por la multitud de procariontes que
colonizan el organismo humano, principalmente los gque se
encuentran en el intestino. Aunque estos microorganismos juegan
un papel fisioldgico preponderante, por ejemplo en la sintesis de
clertas vitaminas, se sabe que también bioactivan mutdgenos como
la cicasina que es atacada por glicosidasas de la flora bacteria-
na dando lugar al metabolito activo, la aglicona metilazoximeta-

nol (Matsumoto y Higa, 1966). La microflora intestinal puede
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metabolizar una amplia gama de agentes quimicos, utilizando

caminos metabélicos poco representativos de células de mamiferos.

2.3.3, Desactivacién de mutdgenos. Los mutégenos de fuentes
exbgenas o aguellos formados endbSgenamente, pueden ser neutrali-
~zados en el ambiente extracelular antes de alcanzar la célula
blanco, por una variedad de reacciones biogquimicas. El pH normal
del tracto digestivo influye en 1la actividad de mutédgenos, ya
sea protegiéndolos de la inactivacién o bien reauciendo su
potencia (De Flora y Ramel, 1988). Se han detectado en el fluido
epitelial del tracto respiratorio bajo, componentes termoestables
que reducen el cromo hexavalente disminuyendo asi su mutagenici-

dad (De Flora y col., 1987).

El glutatién proveniente de enterobacterias como Salmonella
typhimurium y Escherichia cgli es una defensa contra electréfilos
presentes en el tracto intestinal. Este tripéptido es exportado
al microambiente extracelular y protege contra agentes téxicos

como la nitrosoguanidina (Owens y Hartman, 1986).

El plasma sanguineo y otros espacios extracelulares
contienen concentraciones elevadas de componentes fisiolégicos
poseedores de una marcada capacidad antioxidante, como el &cido
irico (Ames y Gold, 1991), y la bilirrubina (Stocker y col.,
1987). 'Lus niveles de estos par&metros hematoldgicos pueden ser
reqgulados dietética o farmacoldgicamente. También en la saliva se
ha detectado actividad antioxidante y la inactivacién de mutége-

nos ha sido atribuida principalmente a 1la presencia de
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peroxicasas.

2.4 Antimut&genos gque actuan en el ambiente intracelular

Muchos de los eventos criticos para la expresién de la
mutagénesis y la iniciacién del céncer, ocurren en el espacio
intracelular. Aunque el conocimiente de este proceso se
encuentra fragmentado y es aGn incompleto, 1la informacidn que
comprende desde la penetracién a 1la célula de un mutdgeno o
carcindgeno hasta la fijacidén del dafio genético, es indispensable
para el entendimiento de los mecanismos de proteccidn

involucrados.

2.4.1 Modulacién del metabolismo v la duplicacién celular. Las
células en replicacién son mis vulnerables a la accién de los
iniciadores que aquéllas gue se encuentran en reposo. Esto se
debe a que los mecanismos de reparacién exentos de error de las
lesiones sufridas por el ADN, deben actuar antes de gque la célula
se divida y las células en etapa de proliferacién no poseen el
tiempo suficiente para ello. Las células tratadas en Gy, gque
cuentan con todo un ciclo celular por delante para realizar 1la
reparacidén, con frecuencia presentan una curva doslis-efecto
con umbral esto es, a dosis bajas los resultados son negativos.
Por otro lade, si el tratamiento es inmediatamente antes del
comienzo de la fase S, la respuesta dependiente de la dosis es’

lineal (Jenssen, 1982).
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La inhibicitn de los mecanismos de bioactivacién de mutage-~
nos a sus metabolitos electrofilicos activos, es otra forma de
inhibir el proceso mutacional. De igual manera, si se estimulan
los mecanismos de neutralizacién se puede obtener el mismo resul-
tado. Cuandeo la activacién metabdlica ocurre en tejidos cuyas
células no son el blanco final del carcinégeno quimico, el desti-
no del metabolito antes de alcanzar las células importantes es
afectado por procesos de proteccién come aguellos descri-
tos en la seccién de "Desactivacién de mutdgenos", que operan en
ambientes extracelulares. En algunos casos son necesarias las
comunicaciones intercelulares para la transferencia del compuesto
reactivo entre células vecinas.

Un hecho interesante es la acumulacidén de mutégenos direc-
tos en células de larga vida con funcicnes acarreadoras o de
limpieza y su posterior desintoxicacisn por mecanismos induci-
bles que actdan dentro de la misma célula. Un ejemplo es la
penetracién selectiva de cromo hexavalente en eritrocitos, segui-
do de su reduccién por el glutatién a la forma trivalente estable
(Kitagawa y col., 1982), cuya concentracién en 1los glébulos
rojospuede ser estimulada por la administracién de N~acetilcis-
teina (Dbe Flora y col., 1985). También se ha mostrado que los
macr6fagos alveolares tienen capacidad de activar el
benzo[a]pireno a su metabolito mutagénico (Romert y Jenss, 1983),
pero también poseen sistemas enzimdticos de desintoxicacidn como
la glutatién S-transferasa y la diaforasa, que son promovidas

por Ainductores enzimdticos como el Aroclor 1254 y la N-acetil-
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cisteina (De Flora y col., 1992}.

El metabolismo oxidante @el reticulo endoplismico esté
constituido por una superfamilia de genes cuyos productos se
conocen en conjunto como citocromo P450, que es inactivado por
una gran variedad de sustratos debido a su poca especificidad.
Dichos inhibidores pueden interferir a través de una variedad de
mecanismos gue incluyen: a)reaccién con el hierro del grupo hemo
dando por resultado la disminucién en la fijacién del oxigeno,
b)reaccién competitiva por el sitio de unién con el sustrato,
c)transformacién de P-450 a P-420, d) interferencia con 1la
reduccién del c¢itocromo P450, e) captacién de electrones
provenientes del NADPH y f)produccién de variantes inactivas como
el citocromo P-448.

El citosol celular realiza otras actividades enzimaticas
implicadas en el metabolismo de mutédgenos y carcinégenos. Un
ejemplo lo constituye el glutatién, el cual posee mecanismos de
defensa enzim&ticos Y quimicos, elevando el umbral de
susceptibilidad del organismo a varios xenobiéticos mutagénicos y
carcinogénicos. El fenémeno conocideo como "umbral de glutatién"
puede incrementarse con 1la administracién de precursores
apropiados y estimulando las enzimas involucradas en la sintesis
y el metabolismo de este tripéptido.

otro mecanismo de desintoxicacién que se encuentra en el
citosol, es el proporcionade por la DT diaforasa. El papel prin-
cipal de esta actividad enzimdtica es catalizar la transferencia

de 2 electrones ya sea del NADH 6 del NADPH a un sustrato adecua-
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do como los colorantes azo y las gquinonas. En el dltimo caso, la
transferencia conduce a la formacién de hidroxiquinonas inactivas
e impide la reduccién ocasionada por el citocromo P-450 a través
de la transferencia de un solo electrén y la subsecuente forma=-

cién de semiquinonas téxicas (Lind y col., 1982).

Finalmente, no se puede pasar por alto la presencia de otras
enzimas citosSlicas gue protegen a la célula del dafio oxidativo,
como la superdxido dismutasa, la catalasa y la glutatién
peroxidasa con selenio como grupo prostético. (Hochstein vy
Atallah, 1988).

2.4.2 Bloqueo de moléculas reactivas. El fenémeno mutacional
puede ser evitado por inhibidores que interacttian con sustancias
quimicas reactivas provenientes de fuentes exdégenas o generadas
dentro de 1la célula. Estos bloqueadores atrapan metabeolitos
electrofilicos cargados positivamente o radicales provenientes
del oxigeno, compartiendo propiedades de nucledfilos y antioxi-

dantes.

La captura de electréfileos puede ser lograda ya sea por
reaccién directa con nucleéfilos o por conjugaciones enzimaticas.
Este Gltimo mecanismo es conocido como reacciones de Fase II vy,
con algunas excepciones, conducen a la formacién de productos
inactives como los glucurénidos, los sulfatos y los conjuyados
con glutatién. Las enzimas involucradas son inducibles y han sido
propuestas como marcadores para la evaluacidén del potencial

anticarcinogénico de ciertos inhibidores (Wattenberg, 1983).
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También existe la posibilidad de que algunos agentes
resguarden al ADN del atague de especies electrofilicas o radi-
cales libres, uniéndose a los sitios nucleofilicos de é&ste. Un
ejemplo lo constituye el &cido el&gico, un componente natural de
vegetales como el café, las nueces y las uvas (Wood y col.,

1982) .

La vitamina A puede actuar como agente bloqueador ya sea

formando epdxidos que compitan con mutdgenos por reaccionar con
el ADN o aumentando la produccién de prostaglandinas gque impidan
la unién de carcinégenos con el ADN (Budroe y col., 1987).
2.4.3 Modulacidén del metabolismo del ADN. Se puede obstruir 1la
expresiétn de oncogenes, tratando células de mamifero en cultivo
con algunos anticarcinégenos. Por ejemplo, se ha observado una
disminucién de la expresién de c-myc en células en proliferacién
tratadas con antipaina, que es un inhibidor de proteasas (Chang y
col., 1985), asi como en condiciones de interrupcién de 1la
proliferacién de células HL60 (Westin y col., 1982) o tratadas
con un metabolito de vitamina D5 (Reitsma y col., 1983).

Finalmente, se puede lograr una baja en la frecuencia de
mutacién incrementando la fidelidad de la duplicacién del ADN,
favoreciende 1la reparacién del ADN dafiado o blogueando los
;is£;$géhndé féparacién propensos a arror. Los siguientes
antimut&genos actGan por alguno de los mecanismos mencionados: el
cloruro de cobalto induce la reparacién por recombinacién; el
arsenito de sodio obstaculiza la expresién del gene umuC y eleva
la reparacidén exenta de error en bacterias; el cinamaldehido, la

cumarina y la umbeliferona, promueven la reparacién del ADN (De
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Flora y Ramel, 1988).

2.5 Genotoxicidad de nitroarenos ambientales.

Los hidrocarburos aromiticos policiclicos se forman en
sistemas de combustién a elevadas temperaturas y por lo tanto son
emitidos esencialmente de todas las fuentes de combustién. Dentro
de éstas se incluyen las emisiones de automéviles, procesos
industriales, sistemas de calefaccibn doméstica, incineradores de
despecdicios, humo de tabaco, dquema de bosques para la
agricultura y varias fuentes naturales como incendios forestales
Y erupciones veolcdnicas (Nikolaou y col., 1984). Debido a 1la
ubicuidad de estas fuentes de combustién, 1los hidrocarburos
aromaticos estan distribuidos en toda la tropésfera en sus fases
particulada y gaseosa . Muchos de ellos son carcinogénicos en
animales de laboratorio (National Academy of Sciences, 1983) y
pro-mut&genocs en el sistema de Ames (MacCann y col., 1975).

Sin embargo, se sabe que los extractos de material orgénico
respirable poseen una elevada mutagenicidad afin en ausencia de
activacién metabélica (Tokiwa y col., 1977) y que este efecto no
estd dado por la fraccién de hidrocarburos aromaticos. Aunque los
mutdgenos diréctos presentes en esta fraccién no han sido
identificados plenamente, se han encontrado nitroarenos en
particulas orgénicas ambientales (Arey y col., 1986}, diesel
(Robbat y col., 1986), gasolina (Nishioka y col., 1982), cenizas

resultantes de la combustién de la madera (Gibson 1983) y otros
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productos de combustién. E1 interés en estos nitroarenos ha
aumentado por la observacién de gque el 1l1-nitropirenc produce
tumores de mama en rata (Hirose y col., 1984) y los dinitropire-

nos inducen sarcomas en roedores (Tokiwa y Onishi, 1986).

Se ha propuesto gue la mayor parte de los nitroarenos en el
ambiente se forman a partir de hidrocarburos precursores por
reacciones de nitracién en atmésferas con altos niveles de
oxidantes fotoguimicos y diséxido de nitrdégeno (Tokiwa y Onishi,
1986) lo cual es comGn en ciudades con trafico intenso de
vehiculos automotores principalmente en é&pocas invernales.
Utilizando una combinacién de cromatografia 1liguida de alta
resolucidén y el sistema de prueba de Salmonella txénimurium, se
ha llegado a la conclusién que la mutagenicidad de particulas de
diesel es debida a 1-nitropireno, 1,6-, 1,3- Yy 1,8~
dinitropirenos, 1-nitro-3-acetoxipireno, 1-nitro-3-hidroxipirenco

v nitrofluorantenos (Manabe y col., 1985).

3. OBJETIVOS

Generales

a) Probar el potencial de un extracto 1libre de células de chile
poblanc (Capsicum annum L. grossum Sendt), para disminuir o
anular el efecto genotédxico inducido por mutégenos importantes
por su distribucién y persistencia en el medio ambiente.

b) Relacionar el potencial antimutagénico del extracto con su
contenido de clorofila y carotenoides.
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Particulares

a)

b)

c)

q)

e)

Establecer 1las curvas dosis-~efecto de los mutdgenos 1-
nitropireno, 1,é6-dinitropireno y 1,8-dinitropireno usando el
sistema para la deteccién de mutdgenos de Salmonella typhimur-
ium.

Probar la capacidad antimutagénica del extracto, usando varias
concentraciones de é&ste en combinacién con una concentracién
de cada uno de los mutégenos.

cuantificar las concentraciones de clorofila y carotenoides en
el extracto.

Probar la capacidad de clorofilina y B-caroteno, a las
concentraciones presentes en el extracto, para inhibir 1la
mutagenicidad de 1-nitropirenc, 1,6-dinitropireno y 1,8~
dinitropireno.

Probar la capacidad del extracto de chile para inhibir 1la
mutagenicidad de una mezcla compleja ambiental (extracto orgé-
nico de particulas aéreas suspendidas en la atmésfera de la
cd. de México.
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4. MATERIAL Y METODOB

Soluciones de mutigenos. Se prepararon scluciones de los mutége-
nos 1-nitropireno, 1,6-dinitropireno y 1,8-dinitropireno (Sigma
Chemicals, St. Louis Missouri, EUA) en dimetilsulféxido (Merck de
México). Las concentraciones probadas de i-nitropireno fueron de
0.01, 0.03, 0.06 y 0,10 microgramos /caja y las de 1,6-
dinitropireno y 1,8-dinitropireno fueron de 0.01, 0.03, 0.06 Yy
0.10 nanogramos/caja, La 4-nitroquinolefna N-6xido fue usada

como testigo positivo disuelta en dimetilsulféxido.

Preparacién del extracto _de chile. Con base en su elevado conte-
nido de B-caroteno se escogié al chile '"poblano" (Capsicum annum
L. grossum Sendt) para la elaboracién de este estudio. Los chiles
se adquirieron en un supermercado local, se lavaron con agua
corriente y se enjuagaron con agua destilada. Después de remover
las semillas, se cortaron en pedazos pequefios y Se colectd el
jugo mediante un extractor casero de jugos . De esta manera se
cbtuvieron 250 ml a partir de 520 g del tejido vegetal los
cuales fueron centrifugados en frio a 9%000xg por 20 minutos. El
sobrenadante se, conservd a -70°C y antes de utilizarlo en 1los
ensayos de antimutagénesis, se esterilizé por filtracién con

ayuda de una membrana millipore de 0.45 um.

cuantificacién de carotenoides v _clorofilas totales. Se realizé
seglin la ecuacién propuesta por Lichtenthaler (1987) usando como
disolvente acetona al 80% para obtener los pigmentos de una

alicuota del extracto de chile:
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12.25Rg53 5 = 2.79Rg,6 8

C), = 21.50A - 5.10A7
b . .
Catp = 7.151\646_2 +18.71A§2§ g
Cypig = 1000A,,07571,82C,-85.d28)
198
Donde:
C, = Concentracién de Clorofila a
C), = Concentracién de Clorofila b
Ca4+p = Concentracién de Clorofilas Totales
Cgie = Concentracién de Carotenoides Totales

Obtencién del extracto de particulas aéreas. La recoleccién de
particulas aéreas se realizdé por medic de un muestreador de tipo
Hi-Vol equipado con un filtro de acetato de celulosa de B x 10
pulgadas. El muestreo se hizo durante 24 horas continuas a un
flujo aproximado de 1.03 pie53/min en la estacidén de muestreo La
Merced perteneciente a la red automitica de la Secretaria de

Desarrollo Social (SEDESOL).

El método de extraccién fué similar al propuesto por Krishna

zse

Yy col,.(1985). Una muestra del filtro correspondiente a 100 cm
corté en pedazos pequefios que se colocaron en 150 ml de cloruro
de metileno dejdndose en reposo por 30 minuteos. El1 extracto se
filtrd a través de papel Whatman No. 3 y el residuo se lavd con
otros 25 ml de clorurc de metileno. El filtrado se evapord a
sequedad con ayuda de un rotavapor (40°C) ¥y el residuo fue reco-

gido con 3 ml de dimetilsulféxido el cual se mantuvo a

-70°C hasta su uso en las pruebas de mutagénesis.
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Ensayo de_mutagénesis. Se utilizé la cepa YG1024 de Salmonella
typhimurjum que es un microorganismo con actividad enzimatica
elevada de nitrorreductasa "clasica" y de O-acetiltransferasa
{Watanabe y col., 1989; 1990). Esta propiedad confiere a la cepa
una sensibilidad elevada a compuestos nitroaromaticos y sus
derivados amino e hidroxilamino por lo cual fue escogida para
este estudio. En los experimentos con los dinitropirenos se usé
adem&s la cepa YG1020 que posee actividad enzimética normal.

A un tubo de ensayo con dos ml de agar de superficie licua-
do y mantenido a 45°C se le adicioné en el siguiente orden: 0.1
ml del cultivo bacteriano crecido durante 16 horas a 37°C y 0.1
ml del mutdgeno disuelto en dimetilsulféxido. El contenido se
agité y se distribuyé en la superficie de cajas de Petri con
medio minimo de Vogel-Bonner (Maron y Ames, 1983). Después de que
solidificé el agar a temperatura ambiente, las cajas se incubaron
invertidas a 37°C durante 48 horas y posteriormente se conté el
nimero de cclonias mutantes provocadas por el tratamiento de los
diferentes mutédgenos (3 distintos nitroarenos y el extracto de
particulas aereas) utilizados. Como testigo positivo se empled

la 4-nitrogquinoleina N-6xido.

Ensayo de antimutagénesis. Para explorar el potencial antimuta-

génico del extracto de chile, se agregaron diferentes voltmenes
de éste a dos mililitros de agar de superficie junto con 50 nl
(6.6m3) de un extracto de particulas aéreas y 0.1 ml de un cul-
tivo bacteriano de 16 h de incubacién de la cepa ¥YG1024. Luego de

homogeneizada 1la mezcla, se vertid en medio minimo de Vogel-
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Bonner dejando solidificar a temperatura ambiente. Las cajas asi
preparadas se incubaron por 48 horas a 37°C y se contaron las
colonias mutantes gue resultaron. En experimentos complementarios
se substituyé el extracto de particulas aérea.s por uno de los
siguientes nitroarenos: i-nitropireno (50 ng), 1,6-dinitropireno

(0.2 ng) 6 1,8-dinitropireno (0.06 ng).

De la misma manera se substituyé el extracto de chile por
B-caroteno, clorofilina (Sigma Chemical, St. Louis Missouri, EUA)
o la mezcla de ambos, a concentraciones equivalentes al contenido
de carotenoides o clorofilas totales presentes en el extracto de
chile, probandose asi la capacidad de estos antimutdgenos natu-
rales para interferir con la mutaéenicidad de los tres nitroare-

nos.

Andlisis de resultados. Las potencias mutagénica y antimutagéni-
ca se calcularon ajustando las curvas dosis-efecto por el método
de minimos cuadrados y calculande la pendiente de 1las rectas
resultantes (Houk y col. 1992)., La pendiente expresa la cantidad
de revertantes inducidas o inhibidas por concentracién ya sea de

mutigenos o antimutigenos usados.
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5. RESULTADOS Y DISCUBION

Las curvas de dosis-efecto obtenidas con el 1-nitropireno, el
1,6-dinitropireno y el 1,8-dinitropireno en las cepas YG1020 y
Y¥G1024 se nmuestran en las figuras 1, 2 y 3. Es clara la mayor
sensibilidad de la cepa YG1024 la cual produce una mayor cantidad
de la enzima O-acetiltransferasa (Watanabe y col., 1990), gque se
encuentra involucrada en el metabolismo de 1los nitroarenos
utilizados. A partir de estos resultados se escogié a la cepa
mencionada para los experimentos siguientes.

Se probd la actividad mutagénica del extracto de chile en
ausencia de activacién metabblica. Los datos se evidencian en la
Tabla II y en la Fig. 4. Se puede observar un comportamiento de
dosis~respuesta positiva con una potencia mutagénica de 0.08
revertantes/ul. Esto resultados contrasta con lo obtenido por
Rockwell y Raw (1979), Buchmann y col. (1982) y Nagabhushan y
Bhide (1985), los cuales describen una respuesta negativa con
extractos de diversas variedades de chile en ausencia de
activacién metabbdlica en el ensayo de Ames. La diferencia puede
consistir en que en este estudio se utilizé la cepa Y¥YG1024 con
caracteristicas enzimaticas que afectan el metabolismo de
mut&genos contenidos en el extracto de chile. Por otro lado,
Nagabhushan y Bhide (1985) reportaron un efecto positivo en la
cepa TA98 de S. typhimurium tratada con un extracto de chile'en
presencia de activacién metabdlica proveniente de higado de rata
preinducida con Aroclor 1254. Dicha respuesta esté relacionada

con el contenido de capsaicina en las muestras. Para descartar la

29



posibilidad de una respuesta mutagénica de la capsajcina, ésta
fue probada en presencia y ausencia de activacion metabslica
usando la cepa Y¥YG1024., Los resultados muestran la mutagenicidad
de la capsaicina solamente en conjuncién con la mezcla S§9 (Fig.

5).

Independientemente de los datos mencionados y tomando en
cuenta la baja potencia mutagénica del extracto de chile poblano,
se decidié investigar el potencial antimutagénico del mismo.

Ya oque tanto 1los agentes mutagénicos como los
antimutagénicos no se encuentran solos en la naturaleza sino que
forman parte de mezclas ambientales complejas, se utilizé
como mutdgeno la combinacién de compuestos adheridos a
particulas suspendidas en atmésferas urbanas. Se obtuvo un
extracto orgdnico de un filtro expuesto durante 24 horas a
particulas suspendidas en el aire de la ciudad de México y se
probé su mutagenicidad en las cepas YG1020 y ¥G1024 de S. typhi-
murium. En este experimento también fue mids sensible la cepa que
cuenta con mayor concentracién de la enzima O-acetiltransferasa
ya que con anterioridad se ha mencionade la existencia de ni-
troarenos en la atmésfera de ciudades con una contaminacién
ambiental elevada. Los datos se pueden apreciar en la Fig. 6 y
la mayor sensibilidad de 1la cepa YG1024 es una evidencia que

sugiere la presencia de nitroarenos en el extracto.

Con el objeto de conccer el efecto del chile sobre mutdgenos

ambientales, se agregaron varios volGmenes del extracto a
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concentraciones fijas de tres de los nitroarenos mids comunes: 1-
nitropireno, 1,6-dinitropireno Y 1,8~dinitropireno. Los
resultados se encuentra en la Tabla II y Fig. 7, donde se puede
observar gque existe un efecto potenciador de 1la mutagenicidad
ejercida por los nitroarenos, la cual en presencia del vegetal se
incrementa por lo menos al doble con 1,8-dinitropireno y atn méas
con l-nitropireno y 1,6-dinitropireno. Al mayor volumen probado
del extracto de chile, gue fue de 1000 pl/caja, existe una
disminucién en la cantidad de revertantes que no 1llegé a los
niveles provocados por los mutagenos en forma aislada. Es
importante sefialar que este descenso no estuvo acompafiado por
un cambio en el crecimiento de fondo en las cajas, lo que sugiere
una aceién antimutagénica.

Los extractos de plantas gue contienen enzimas citoplésmicas
y microsédmicas, se han utilizado anteriormente para evaluar su
potencial activador o desintoxicante. Shane y Looney. (1989)
notaron gue la actividad mutagénica de una mezcla de pireno
nitrado se aumentd por la adicién de la fraccién S9 Qe
chicharo. Un incrementc similar de 1la mutagénesis de un areno
nitrado, fué descrito por Gentile y col. (1985), quienes
mostraron que la fraccién S9 de chicharo y tabaco es capaz de
activar a la 4-amino-o-fenilendiamina a un mutigeno de mayor
potencia. Estos autores proponen la existencia de peroxidasas en
las preparaciones usadas, las cuales provocan la activacién o

potenciacién de mutdgenos y pro-mutagenos.
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El siguiente paso fue tomar una concentracién mutagénica del
extracto de particulas aéreas y someterla a la presencia de
varias cantidades del extracto de chile, para determinar la ac-
tividad moduladora de éste Gltimo. Cuando se agregaron volGmenes
de 100 a 750 pl, se vid un efecto aditive entre la mutagenicidad
de ambas mezclas lo cual puede ser notado en la Tabla II y la
Fig. 8. Sin embargo y al igual que lo detectado con los nitroare
.nos pures, con 1000 pl de extracto del vegetal se observé la
disminucién en la mutagenicidad de las particulas. No se pudo
explorar lo gue sucede cuando se prueban mayores vollmenes del
vegetal por limitaciones de 1la técnica utilizada, ya que su
aumento ocasiona que el agar de superficie no solidifique sobre

las cajas de Petri con medic minimo.

Los efectos del extracto de chile sobre la mutagenicidad de
nitroarenos puros o de mezclas ambientales que los contienen son
similares, aunque la acciébn potenciadora sobre el extracto de
particulas aéreas fue limitado. Un aspecto inéeresante fue el
hecho de que a 1000 ul del vegetal se produce un decremento en
la cantidad de revertantes inducidas por los mutdgenos aislados o

la mezcla ambiental.

Dos grupos de antimutdgenos naturales presentes en el chile
son 1las clorofilas y los carotenoides (Comisién Nacional de
Alimentacién, 1992), por lo que se hicieron determinaciones de
ellos en el extracto con el objeto de averiguar su actividad
sobre la mutagenicidad de los nitroarenos. Las concentraciones

fueron de 7.0 y 8.9 nMoles/ml de carotenoides y <clorofilas
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totales respectivamente. Con estos datos se procedié a evaluar la
actividad del B-caroteno y de la clorofilina, ésta Gltima como
substituto de clorofila, sobre la genotoxicidad de los 3 diferen

ntes nitroarenos.

Para el p-caroteno, se utilizaron concentraciones equiva-
lentes a las presentes en los volumenes de extracto de chile
usado en los experimentos anteriores de antimutagénesis, esto es
250,.500, 750 y 1000 pl/caja que corresponden a 1.5, 3.5, 5.0 y
7.0 nMoles de f-caroteno/caja. El efecto antimutagénico en contra
del 1,6-dinitropirenoc es el mids evidente (Tabla II y Fig. 9)
obteniéndose una curva dosis-efecto con una pendiente negativa de
53. También puede observarse una accién mis tenue hacia el 1-
nitropireno (pendiente = -14.3) y una casi nula para el 1,8-
dinitropireno (pendiente = -2.1). Terwel y vander Hoeven (1985),
reportan que el B-caroteno es un inhibidor débil de la mutage-
nicidad provocada por el benzo[a)}pireno y un condensado de humo
de tabaco, sin embargo las concentraciones del antimutédgeno
utilizadas fueron mayores, del orden de 10 a 500 puMoles, obte-
niéndose una leve respuesta a 250 y 500 uMoles/caja. ‘Tomando en
cuenta lo anterior y con el objeto de averiguar si a concentra-
ciones m&s altas se detectaba antimutagénesis en contra de los
nitroarenos, se probaron concentraciones de 0.5 1.0, 1.5 y 3.0

pMoles/caja.

Los resultados se muestran en la Fig. 10, en donde se
aprecia una clara actividad antimutagénica principalmente  en

contra del l-nitropireno (pendiente = -156.6) y del 1,6-dinitro-
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pireno (pendiente = ~148.5). El efecto mis dé&bil se siguid viendo
para el 1,8~-dinitropireno (pendiente = -119.3).

Con respecto a la clorofilina, a las cantidades contenidas
en el homogenizado de chile de 9 nMoles/ml, esta molécula presen=-
t6 una clara actividad antimutagénica hacia 1los 3 nitroarenos
probados (Tabla II y Fig. 11), con pendiente de -39.3, ~-29.6 y
-21.0 para 1las curvas resultantes con 2l-nitropireno, 1,6~
dinitropireno y 1,8-dinitropireno respectivamente. Al igual que
para el B-caroteno, la clorofilina interfirié en menor medida

con la mutagenicidad del 1,8-dinitropireno.

Cuando las concentraciones de clorofilina se aumentaron a
0.5, 1.0, 1.5 y 3.0 pMoles/caja, se obtuvo un resultado no-
torio, logréandose, desde la dosis mas baja, disminuir en un 100%
la mutagenicidad provocada por 1los nitroarenos (Fig. 12). Las
propiedades antimutagénicas de la clorofila y de sus derivados
solubles en agua, las clorofilinas, estén ampliamente dccumenta-
das en la literatura. La clorofila fue el principal factor anti-
mutagénico detectado en extractos acuosos de hojas de germinado
de trigo (Lai y col. 1980), e inhibe casi en su totalidad 1la
accién genotéxica del benzo[a]pireno y de un condensado de
humo de tabaco (Terwel y van der Hoeven, 1985) ademiAs de otras
mezclas complejas mutagénicas incluyendo extractos de : carne
frita de res y de puerco, jugo de uva, vino tinto, humo de ciga -
rro, particulas suspendidas en la atmésfera, emisiones de motores

diesel, polvo de carbon y tabaco para mascar (Ong y col. 1986).
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Puesto que en forma natural los dos antimutigenos probados
se encuentran ‘combinados, fue interesante determinar su posible
capacidad potenciadora o aditiva sobre 1los nitroarenos, por 1lo
que se realizaron combinaciones de ellos a concentraciones pre-
sentes en el extracto de chile. Las curvas dosis-efecto resul-
tantes fueron parecidas a las obtenidas con la clorofilina por
separado, guizad la excepcién fue el 1,6-dinitropireno (Fig. 13).
El valor de las pendientes resultantes con la combinacién de
compuestos fue de -32.4 para el l-nitropireno y de —-.‘LIB.Z para
el 1,8-dinitropireno, mientras que para el 1,6-dinitropireno fue
de =-51. Los valores para las pendientes de los dos ‘primeros
compuestos se parecen a los obtenidos con clorofilina y aquel del

1,6-dinitropirenc es més parecido al obtenido con B-caroteno.

De este Gltimo experimento se puede concluir gue no hay
efectos aditivos o de potenciacién entre la clorofilina y el
B-caroteno a las dosis presentes en los vegetales comestibles

como el chile.

Los experimentos descritos anteriormente muestran que el
extracto de chile utilizado, posee elementos con propledades
antimutagénicas que pueden proteger de 1la accién genotéxica de
mutdgenos gue se encuentran habitualmente en contacto con
poblaciones humanas, sin embargo, también hacen evidente 1la
presencia de factores que pueden potenciar su mutagenicidad. Al
igual gque con otros procesos biolégicos antagonistas, el resulta-
do final va a depender de las concentraciones de cada uno de los

elementos involucrados y las condiciones del microambiente en que
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interactGen. Sin embargo, es posible hacer algunas considera-
ciones tedricas: es probable que el efecto "activador" del homoge
nizado de chile sea el resultado de procesos enzimdticos que en
general son dependientes de factores como el pH, concentracién de
substrato, temperatura, etc. Por su parte, el mecanismo de accién
de la clorofilina puede deberse a sus propiedades antioxidantes,
que a su vez posiblemente involucran procesos enzimiticos o no
enzimaticos (Sato y col. 1977, 1984) y por su condicién de
agente fotorreductor (Brune y Pietro, 1970), se ha propuesto que
actGe como atrapador de radicales o interaccionando con grupos
activos de compuestos mutagénicos (Ong y col. 1986). Estas Q(lti-
mas propiedades son de naturaleza quimica y dependen en menor

grado de los factores que controlan los procesos enzimiticos.

Con respecto al B-caroteno, se sabe que su poder antimuta-
génico es menor que el de la clorofilina por lo menos, en reac-
ciones in wvitro (Lai y col. 1980., Ong y ¢o0l.1986., Terwel y van
der Hoeven, 1985). Sin embargo, gracias a su lipofilicidad puede
representaxr un mejor mecanismo de defensa en membranas celulares

y en el interior de los tejidos.

Debido al doble efecto encontrado, 1la Gnica manera de
esclarecer la accién total del chile sobre la genotoxicidad de
contaminantes ambientales, es el recurrir a los modelos animales
in vivo, como puede ser el ratén o la mosca de la fruta Drosophi-
la_melanogaster. Habrd que definir los compuestos mutagénicos que
se usen como modelo, asi como las vias de administracién del

antimutdgeno. A este respecto es interesante sefialar que un
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. extracto de chile, asi como uno de sus alcaloides principales,
producen efectos genotédxicos in_vivo (Naghabushan y Bhide, 1985;
Ramirez y col., 1991). En ensayos similares, la clorofilina
protegi6é de los efectos genotéxicos del benzo[a]pireno (Veldzquez

Yy col., 1992).

Una daltima pregunta surge a raiz de 1los resultados
presentados: éSon suficientes las concentraciones de
antimutiagenos que se consumen en la dieta diaria para contender
con aquellas de wmutdgenos a las que se estd expuesto
cotidianamente?. Es dificil contestarla con los datos gque se
tienen hasta el momento, pero para alcanzar las concentraciones
de clorofilas y carotenoides que mostraron un claro efecto anti-
mutagénico in vitro, se deben consumir entre 100 y 300 g. de

chile poblano.
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a)

b)

c)

d)

e)

CONCLUSIONES

Las caracteristicas enzimaticas de la cepa YG1024 le confieren
una mayor sensibilidad para la deteccién de nitroarenos o

mezclas complejas gque los contienen.

El extracte de chile utilizado en el presente estudio es
débilmente mutagénico para la cepa Y¥G1024, sin embargo, esto
no interfiere para ser usada como organismo sensor en la

bisqueda de antimutdgenos de origen natural.

El extracto de chile posee dos efectos sobre la mutagénesis
inducida por nitroarenos puros o mezclas complejas que los
contienen. Uno potenciador y otro inhibidor, 1los cuales

dependen de la concentracién del extracto.

A concentraciones equivalentes de carotenoides y clorofilas

totales encontradas en el extracto, el B-caroteno y 1la
clorefilina presentan antimutagénesis en contra de tres
nitroarenos y un extracto de particulas aereas. La clorofilina

mostré la mayor potencia antimutagénica.

Los efectos antimutagénicos del B-caroteno y la clorefilina
no son aditivos o sinérgicos, por lo menos a las concen-

traciones equivalentes a las contenidas en el extracto.
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TABLA 1. MECANISMDS DE INHIBICION DE MUTAGENESIS.*

—lnhibidores que actlan extracelularmente:

a) inhibicién de la captacién de mutédgenos o de sus precursores.
Impidiendo su penetracién.
Favoreciendo su remocidn.

b) Inhibicién de la formacidén endégena de mutdgenos.
Inhibiendo las reacciones de nitrosacién.
Modificando la flora microbiana intestinal.

c) Desactivacién de mutidgenos por:
reacciones flsicas.
reacciones quimicas.
reacciones enzimaticas.

~Inhibidores gque actuan intracelularmente:

a) Moduladores del metabolismo.
Inhibiendo la replicacién celular.
Favoreciendo ta retencién de mutagenos en cdlulas
importantes para el desarrollo da! proceso.
inhibiendo la activacién de pre—-mutdgenos.

b} induccién de mecanismos de desintoxicacien.
Blogueo de moléculas reactivas.
Reaccién quimica o enzimdtica con electréfilos.
Captacién de especies activas del oxigeno,
Proteccion de sitios nucleofilicos en el ADN.

c) Moduladores de la replicacién o reparacién del ADN
Incrementando la fidelidad de la replicacién del ADN.
Favoreciendo la reparacién de ADN dafado.

Inhibiando la reparacibén del! ADN propensa a error.
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Tabla Il.  Modulacién de la actividad mutagénica de un extracto
de particulas aéreas y de nitroarenos por un
extracto de chile poblano

a
revertantes/caja
Extracto de chile Testigo Extracto de 1-nitropireno  1,S-dinitropireno - 1,8-dinitropireno
(pt/caja) particulas aéreas (50 ng) (0.2 ng) (0.06 ng)
(6.6 m3)
0 63.7 + 11.0 369.6 + 57.2 1129.5 + 28.7  748.5 + 130.8 897.5 + 38.9
50 - 351.6 ¥ 34.3 = = =
100 70.7 + 6.5 416.0 ¥ 62.6 - - -
250 115.3 ¥ 53.4 402.3 ¥ 23.0 2199.0 + 118.5  999.5 + 78.2 . 969.5 + 34.6
500 96.0 ¥ 6.6 446.3 ¥ 95.1 2211.5 ¥ 539.5 1357.5 ¥ 38.8 1204.5 ¥ 17.6
750 133.0 ¥ 18.4 501.0 * 72.1 2963.5 * 430.6 1097.0 ¥ 46.6 632.0 ¥ 28,3
1000 143.6 ¥ 29.0 265.0 ¥ 63.2 1721.0 ¥ 271.5  910.0 ¥ 152.7 499.0 ¥ - 89.1
B -caroteno
(nMoles/caja)® s
0 - ., - 648.2 + 92.6 1133,0 + 110.5
1.5 - - 537.4 + 57.2 1070.6 ¥ 198.3: .
3.5 - - 516.1 ¥ 65.8  886.0 ¥ 110.5.
5.0 - - 532.8 ¥ 67.2  788.0 ¥ 101.9
7.0 - - 513.5 ¥ 30.0  782.7 ¥ 68.7
Clorofilina
(nMoles/caja) P
0 - - 798.8 + 229.4  697.2 % 152.2
3.0 - - 573.9 + 118.%  691.1 * 187.2
4.5 - - 549.3 + 101.8  550.8 ¥ 111.8
7.0 - - 499.2 ¥ 95.1  491.3 ¥ 126.9
9.0 - - 411.6 ¥ 100.4  422.0 ¥ 125.5

2 Cada valor en el promedlo de colonias revertantes concentradas en seis cajas

{dos experi p ) + desviacién estandar

b Concentraciones equivalentes a las encontradas en el extracto de chile.
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Fig. 1. MUTAGENICIDAD DE 1-NP EN
Salmonella typhimurium
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Fig. 2. MUTAGENICIDAD DE 1,6-DNP

EN Salmonella typhimurium
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Fig. 3 MUTAGENICIDAD DE 1,8-DNP
EN Salmonella typhimurium
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Fig. 4 MUTAGENICIDAD DELEXTRACTO DE
CHILE EN Sa/monella typhimurium
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Fig. 5. MUTAGENICIDAD DE CAPSAICINA EN
Salmonella typhimurium CEPA YG1024
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Fig. 6. MUTAGENICIDAD DE UN EXTRACTO
DE PARTICULAS AEREAS EN Sa/monella
typhimurium
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Flg. 7. EFEGTO MODULADOR DEL EXTRACTO DE
CHILE SOBRE LA MUTAGENICIDAD DE NITROARE
NOS EN LA CEPA Y@1024 DE S typhimurium
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Fig. 8. EFECTO MODULADOR DEL EXTRACTO
DE CHILE SOBRE LA MUTAGENICIDAD DE UN
EXTRACTO DE PARTICULLAS AEREAS
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Fig. 9. EFECTO MODULADOR DEL }~-CAROTENO
SOBRE LA MUTAGENICIDAD DE NITROARENOS EN
LA CEPA YG1024 DE &. typhimurium
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Flg. 10. EFEGTO MODULADOR DEL B~-CAROTENO
SOBRE LA MUTAGENICIDAD DE NITROARENOS EN
LA CEPA YQ1024 DE S. typhimurium
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Flg, 1. EFECTO MODULADOR DE LA CLOROFI-
LINA SOBRE LA MUTAGENICIDAD DE NITROARE-
NOS EN LA CEPA YG1024 DE S. lyphimurium
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Flg. 12. EFECTO MODULADOR DE LA CLOROFI-
LINA SOBRE LA MUTAGENICIDAD DE NITROARE~
NOS EN LA CEPA YQ@1024 DE S. typhimurium
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Fig. 13. EFECTO MODULADOR DE LA COMBINA-
GION DE Bp-CAROTENO/CLORGFILINA SOBRE LA
MUTAGENICIDAD DE NITROARENOS
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