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RESUMEN

La clorofilina {CLF) es un compuesto cuyas propiedades antimutagénicas y
antioxidantes han sido demostradas en varios organismos, en los gue se ha
comprobade que disminuye el nimero de mutaciones provocadas por la
cxposicion a diferentes agentes quimicos inductores de mutaciones, asi
como a la radiacién y. Se evalué el efecto protector de la CLF sobre los
dafios genéticos inducidos por neutrones utilizando la prueba de mutacién
¥ recombinacién somaticas (SMART) en el ala de Drosophila melanogaster
utilizando dos tipos de cruzas: estindar (ST) y de alta bioactivacién (BE) la
cual presenta como caracteristica esencial, un aumento en su capacidad
metabélica debido al nivel elevado del citocromo P-450. Para el
pretratamiento con CLF, dos grupos de larvas de 72h de edad, de cada
cruza, se sometieron a una alimentacién por 24h con puré de papa y
concentraciones bajas, 45.5mM y altas, 182mM de CLF disueltas en el
mismo alimento. Posteriormente fueron irradiadas con neutrones del
reactor Triga MARK III, durante 41’ 40”. Los resultados fueron obtenidos
analizando las alas de los adultos emergidos de los dos tratamientos, para
ello se contaron las mutaciones inducidas por la irradiacién con neutrones,
por medio de los marcadores recesivos mwh (pelos miiltiples en el ala) y fir3
(pelos en forma de flama). En la cruza ST se registré una reduccién de los
danos del orden del 18.5% cuando se hizo un pretratamiento a la
concentracién baja de CLF, en tanto que la frecuencia registrada, cuando se
le administrd la concentracién alta de CLF fue hasta un 26.6%. Por otra
parte la cruza BE registré una disminucién en la frecuencia de mutacion y
recombinacién para el mismo tipo de manchas del 34%, con concentracion
baja de CLF y del 49.9% para la concentracion alta de CLF. Los resultados
indican que la CLF es un potente radioprotector contra los dafios inducidos
por neutrones, reduciendo los efectos provocades por éstos en Drosophila
melanogaster. Esta proteccién es directamente proporcional a la
concentracion de CLF que se utilice y al tipo de cruza. Los datos de la
subpoblacion de moscas con balanceador heterécigoto mostraron
frecuencias menores a las de las alas con marcador trans-heterécigoto.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonuciéico

CLF Clorofilina sal de sodio y cobre derivada de la clorofila
ICRP Comision Intemacional en Proteccién Radioldgica
BNCT Terapia por medio de |a Captura de Neutrones por Boro
LET Transterencia Lineal de Energia

TM3 Cromosoma balanceador con inversiones multiples
SMART Somatic Mutation and Recombination Test,

mwh “multiple wing hair”, pelos multiples en el ala

fir “flare”, pelos en forma de flama

Bd® “Beaded serratia® marcador serratia

AB Alta Bioactivacién

ST Estandar

Sv sievert 1J/Kg. Dosis de radiacion absorbida para un tejido u érgano

rem (unidad antigua). 1 rem= 0.01Sv, Dosis de radiacion absorbida para un tejido u
organo

Mw mega wals
eV electrén volt 1 eV = 1,60 X107 erg
mM milimolar

ppm partes por millon
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INTRODUCCION

1 Radiacién

Para que el nicleo se mantenga en estado estable es necesaric que las fuerzas
nucieares estén en equilibrio con las fuerzas eléctricas, si esto no sucede entonces el
nicleo se encuentra en estado excitado (inestable) y tiende a buscar su estabilidad
emitiendo energia por medio de algin mecanismo, Esta energia consiste en la
emision de particulas, o radiacién electromagnética de algun tipo, dependiendo dei
nicles. De ésta forma a la radiacion se le define como el fendmeno de emision y
propagacién de energia en forma de ondas o particulas, desde un nucleo atbmico gue
se encuentra en estado excitado y busca por este medio llegar a su estado estable.

1.1 Tipos de radiacidn

1.1.1 Radiacidn ionizante

Existen dos fuentes de radiacion: natural y artificial; la natural estd representada por la
radiacién cosmica, las fuentes terrestres (YRb, Rn, *®U, etc) y fa debida a la
presencia de ciertos radioisétopos en el cuerpo humano, como el “Cyel YK La
artificial es toda aquella que el hombre produce industrialmente. La radiacién ionizante
posee la energia necesaria para arrancar uno o varios electrones a los atomos o a las
moléculas del medio irradiado, entre ellas se encuentran las radiaciones a, B y también

las electromagnéticas como los rayos y, X (Alonso y Finn, 1970).




Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

Tabla 1 Clasificacién de radiacién
Corpuscular o de particulas Electromagnética
radiacién alfa (o) tuz visible
radiacién beta (p) ondas de radio
neutrones rayos X

radiacion gamma

1.1.2 Rayos X

Los rayos X fueron descubiertos en 1895 por Roentgen, al efectuar experimentos de
descargas con gases. En poco tiempo se acumularon pruebas de que estos rayos
eran radiacion electromagnética de longitud de onda muy corta; por ejemplo:

) Los rayos X se producen cuando electrones energéticos golpean contra un objeto
s6lido. En estas circunstancias el electrén sufre una desaceleracion violenta y es una
consecuencia de la teoria electromagnética en donde un electrdn acelerado ©
retardado emite radiacién electromagnética (Alonso y Finn, 1970).

i) Haga y Wind demostraron en 1899 que los rayos X podian difractarse con una
rendija muy fina, demostrando que eran un fenémeno ondulatorio. El tamafio del

patron de difraccion indico que la longitud de onda era del orden de 10®%cm (Alonso y
Finn, 1870),

liy En 1906 Barkla probo que las ondas eran transversales al demostrar que podrian
polarizarse {Alonso y Finn, 1970).

Por lo tanto, si la radiacién electromagnética pasa por una particula cargada, la
particula oscilard bajo la influencia del campo eléctrico que varia con el tiempo, v
adquirira una aceleracidon. Luego entonces, una carga eléctrica acelerada emite

radiacién, es decir, la carga eléctrica dispersa la radiacion entrante {(Alonso y Finn,
1970).
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1.1.3 Rayos Gamma

Son ondas electromagnéticas de origen nuctear y se superponen al limite superior del
espectro de rayos X; sus longitudes de onda van desde aproximadamente 107°m
hasta mucho menos de 10"m, el rango de frecuencias va de 3 x 10" Hz a mas de 3 x
10% Hz. La energia de los fotones va desde 10* eV hasta 107 eV aproximadamente;
estas energias son del mismo orden de magnitud que las involucradas en los procesos
nucleares, por lo que la absorcion de estos rayos puede producir cambios nucleares.
Estos rayos son producidos por muchas sustancias radiactivas formandose grandes
cantidades en los reactores nucleares. La mayoria de las sustancias no lo absorben
facilmente, pero cuando son absorbidos por organismos vivos producen efectos

graves. Su manipulacion requiere un buen blindaje de proteccion {Alonso y Finn,
1970).

1.1.4 Particulas Alfa

Una particula alfa es en realidad el nicleo de un atomo de Helio, se produce cuando
un nicleo se encuentra con un nimero elevado de neutrones y protones registrando
asi un peso muy elevado. Cuando e! nimero de neutrones con respecto a protones es
muy grande se vuelve inestable, radiactivo, y tiende a emitir particulas formadas por
neutrones y protones para alcanzar su estabilidad, éstas particulas estan cargadas
positivamente y son emitidas a velocidades muy elevadas por elementos que estan en
la naturaleza, tales como el Uranio y el Radio, asi como por elementos artificiales.
Debido a su gran tamafe, las pariculas alfa tienen poco poder de penetracion y
pueden ser detenidas por la capa exterior de la piel o por una hoja de papel. Sin
embargo si el elemento emisor se introduce en el cuerpo, por inhalacién o ingestion,
puede daiar mas que otras radiaciones, debido a su masa y carga eléctrica, ya que

tienen un radio del orden de 10"*cm (Johnson y Tutiah, 1985).

6
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1.1.5 Particulas Beta

Las particulas beta, por ser electrones, son mucho mas pequefias y ligeras que las
particulas alfa. En consecuencia, son mas penetrantes pero atraviesan los materiales
en forma de zig-zag. Su taza de ionizacion es muy inferior a ia de las particulas alfa.
La profundidad de penetracién de las particulas beta depende de su energia y de la
intensidad del material que atraviesan. Una particula beta de energia media no
atravesara una lamina delgada de metal y solo unos 10mm de tejido. Por tanto, los
radionucleidos emisores beta son un riesgo para la piel y los ojos lo mismo que si
penetran en el cuerpo. La facilidad de deteccién de la radiacién beta depende de su
energia; sin embargo, todas las energias, excepto las mas bajas, pueden detectarse
con una facilidad razonable (Johnson y Tutiah, 1985).

1.1.6 Neutrones

Los neutrones son particulas subatémicas que provienen del Uranio de fisién en
reactores nucleares con carga eléctrica neta igual a cero y su masa es
aproximadamente igual a 1 uma (unidad de masa atdémica)}, por carecer de carga son
capaces de llegar cerca del nicleo atémico y ser capturados por €, o pueden
desviarse de} nucleo por dispersiones elasticas, en donde parte de su energia se ~
transfiere al nicleo blanco como energia cinética (Azorin, 1997). Sin embargo, a pesar
de que se conoce poco sobre sus efectos biologicos (Ayaki et af, 1990}, algunos
autores han hecho estudios con neutrones térmicos de reactor (Delfin et al, 1998a;
Guzman et al., 1998, Zambrano ef al.,1998a,b), asi como de su dosimetria (Delfin et
al, 1998b). Los neutrones de importancia en fisica de reactores se dividen en tres
clases, de acuerdo a su energia;

Neutrones répidos 05MeV<E<20 MeV
Neutrones intermedios 1 keV <E < 0.5 MeV
Neutrones lentos 0 keV<E< 1 keV

Los neutrones lentos con energias cercanas a las de los atomos de agitacién térmica
{la mas probable de estas energias es 0.025eV a 293°K}, son ilamados neutrones

térmicos.
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Neutrones lentos con energias mayores a 1eV son llamados neutrones epitérmicos o
neutrones de resonancia debido a las muchas resonancias en la seccidén eficaz del

medio en este intervalo {Azorin, 1997).

1.1.7 Radiacién no ionizante

1.1.7.1 Radiacidn ultravioleta

Las longitudes de onda son de 3.8 X 10 ”m hasta alrededor de 6 X 10°m, con
frecuencias desde 8 X 10™ Hz hasta 3 X 10" Hz aproximadamente. Estas ondas son
producidas por atomos y moléculas en descargas eléctricas. Su energia es del orden
de magnitud de la energia involucrada en muchas reacciones quimicas, lo que explica
muchos de sus efectos quimicos. El sol es una fuente muy poderosa de radiacién
ultravicleta, siendo este factor el principal responsable del bronceado de la piel. La
radiacion ultravioleta del sol también interactia con los atomos presentes en la
atmaésfera, produciendo gran cantidad de iones; esto explica por qué la alta atmésfera
esta fuertemente ionizada a una altura mayor de 80Km; es por este molivo que se
denomina ionosfera. Cuando algunos microbios absorben radiacion ultravioleta,
pueden ser destruidos como resultado de las reacciones quimicas producidas por la
ionizacion y la disociacién de moléculas; por esta razén los rayos ultravioletas se usan
en algunas apiicaciones médicas y también en procesos de esterilizacion {Alonso y
Finn, 1970).

1. 2 Dosis

1.2.1 Dosis absorbida

La dosis absorbida, D, es la cantidad de energia que absorbe un material al ser

expuesto a la radiacién. Matematicamente se expresa como:
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AE = Energia promedio depositada por la radiacion
D=AE /am ionizante en una porcion de materia de masa
{4m).

La unidad especial o tradicional, para la dosis absorbida es el rad, definida como la
cantidad de cualquier radiacién que deposita 100 erg de energia en un gramo de
cualquier material. Actuaimente se emplea la unidad del sistema internacional de
unidades llamada Gray cuyo simbolo es el Gy y equivale a 100rad:

1Gray = 1J/Kg

Esta cantidad de energia correspondiente a la energia calérica necesaria para elevar
la temperatura de un litro de agua de 4°C a 4.00024°C.

Para el caso de que la energia de la radiacién electromagnética esté entre 0.2 y 3MeV
y que el material absorbente sea tejido humano, se tiene la equivalencia siguiente;

D =0.94 X (1R = 0.87Rad)
Para el caso de que el material absorbente sea aire, la equivalencia es de
D =087 X (1R =0.87Rad)

1.2.2 Dosis equivalente

Es muy importante contar con una relacion numérica bien definida entre la dosis
absorbida y el efecto bioldgice que produce. La dosis absorbida es insuficiente para
predecir |la severidad o la probabilidad del efecto bajo condiciones no especificadas,
por ello se ha introducido otra cantidad que interrelaciona la dosis absorbida con los
efectos mas importantes. Esta cantidad se denomina Dosis Equivalente, H, y se
define como:;

H=DXQXN
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Conde: D es la dosis absorbida, N es el producto de todos los demas factores
modificadores, como rapidez de dosis, fraccionamiento de la misma, etc. Por el
momento la ICRP le ha asignado el valor de 1 y Q es el factor de calidad, y representa
el dafno que cualquier tipo de radiacién causa con relacién al dafio causado por la
radiacién gamma.

Su unidad es el Sievert (Sv) y representa el efecto de una absorciéon de un joule de
energia en un kilogramo de materia {1Sv = 1J/kg). La unidad antigua de equivalente
de dosis era el rem, el cual representa el efecto de la absorcion de 100ergs de energia
por gramo de materia por o que 1Sv = 100rem (Dominguez, 1998).

E! valor del factor de ponderacion de |a radiacion, para un tipo y energia de radiacién
especificados por {a ICPR representa los valores de eficacia biclogica relativa de dicha
radiacién para inducir efectos estocasticos sobre la salud a bajas dosis. La induccién
de cancer es un ejemplo de efecto estocastico, ya que la probabilidad del efecto es
funcién de la dosis recibida.

Todas ias personas estdn expuestas a bajos niveles de radiacién todo el tiempo. Los
principales contribuyentes al componente natural de esta radiacion de fondo son:
radiacién externa procedente de fuentes cosmicas y terrestres y radiacién intema

procedentes de fuentes como el Raddn y ¢l Potasio-40.

Tabla 2 Media de la dosis equivalente anual

Radiacion natural de fondo anual media

Dosis efectiva (mSv/ano)

Extemna Cdsmica 0.356 {1.2 mSv/a, Denver, EU.)
Rocas, suelo 0.41 (20 mSv/a, India, Brasil)
Interna Potasic-40 0.18
Radén 1.42
Total 2.4

10
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La tasa de dosis de radiacidn coésmica esta en funcién de Ia altitud, En una ciudad
elevada como Denver, ta tasa de dosis es varias veces mayor a Jas registradas a nivel
del mar, como se indica en el cuadro La contribucién de 1a dosis extermna procedente
de fuentes terrestres depende también fuertemente de la geologia. Por ejemplo, en
partes de la India y el Brasil los habitantes estan expuestos a tasas de dosis mucho
mas elevadas que la media. El Potasio-40 es un radicisétopo natural que se incorpora
en nuestros alimentos y con estos penetra en el cuerpo por lo que éste queda
sometido a una exposicion continua, El Radén es un gas producto de la
desintegracion radiactiva del uranio-238 natural. Se sabe que |a dosis aportada por el
radon y sus descendientes que se acumulan en el interior de sus viviendas, es un
contribuyente importante a la dosis de la poblacion. En los paises en los que el clima
permite mantener abiertas las viviendas la dosis sera mucho menor.

1. 3 Radiacién artificial de fondo

Ademas de la radiacién natural de fondo, los seres vivos estan expuestos a varias
fuentes de radiacidn artificial, o a fuentes naturales que son intensificadas por la
tecnologia. La utilizacién de la radiacién con fines de diagnéstico en medicina, es en
suma el contribuyente artificial mas importante, Los valores medios estimados en todo
el mundo son alrededor de 0.4mSv/afio, pero en los paises desarrollados e
industrializados la media se acerca a imSv/afo. La contribucién de las
precipitaciones radiactivas resultantes de los ensayos de ammas nucleares en la
atmésfera en los afos 50 y 60, disminuye lentamente.

1.4 Mutacién inducida por radiacién ionizante

La radiacién ionizante se origina cuando se presenla una colisidn entre un fotén
incidente y un electrén del atomo, parte de la energia incidente se transforma en
energia cinética o de movimiento, es decir, electrones rapidos y otra parte de la

energia es dispersada en forma de fotones. El mecanismo de 1os procesos de

11
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interaccion de !a radiacion ionizante con la materia viva es compleja. La serie de
reacciones causadas por las radiaciones ionizantes para producir un efecto bioldgico
puede ser descrita en tres etapas: la primera tiene una duracion del orden de una
cuatrillonésima de segundo (10%*s) después de la incidencia de la radiacion, en esta
etapa ocurren los fendmenos fisicos de ionizacién. Un electrén rapido se movera a alta
velocidad, interaccionando a su vez con otros electrones a los que les habra cedido
parte de su energia a través de colisiones. De esta forma se generan cadenas de
electrones secundarios que se mueven aleatoriamente dentro del tejido, ocasionando
excitaciones de los atomos de las células debido a la absorcion de energia, pasando a
una Orbita mas energética o produciendo ionizaciones en otros atomos. Durante la
segunda elapa, llamada fisicoquimica, se rompen los enlaces quimicos de las
moléculas dando lugar a la formacion de radicales libres. Esta etapa tambien tiene una
duracion variable, desde unos cuantos segundos hasta semanas, y es un periodo
quimice durante el cual los radicales libres que se formaron en la etapa anterior, los
cuales son muy reactivos, se ligan con importantes moléculas de la célula tales como
proteinas y enzimas y en el peor de los casos, con las moléculas de ADN, daiiandolo.
En la tercer etapa ocurren eventos bioquimicos y fisicoguimicos que producen
alteraciones morfolégicas y/o funcicnales, y su duracién es variable desde horas hasta
arios {Azorin, 1992)

Los efectos de la radiacién ionizante dependeran del sitio de interaccion de la
radiacion ionizante con la célula.

La energia depositada provoca cambics quimicos como son modificaciones
morfolégicas o funcionales de la célula, ya sea por accion directa sobre Jas moléculas

sensibles o por accién quimica indirecta, afectando moléculas criticas.

Los efectos producidos se pueden dividir desde el punto de vista microscopico, en la
célula © macroscopico, en el organismo. Dentro de la célula esta modificacion puede
alterar su informacion genética, organizacion, capacidad para almacenar energia y su
capacidad de reproduccién, llegando a producir en situaciones extremas la muerte

celular.
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El nicleo es la parte mas sensible de la célula, y los efectos de la radiacién pueden
incidir en fa molécula del! ADN, provocando alteraciones entre las que podemos
mencionar:

a) Cambio, pérdida o incersion de una o méas bases.

b) Rompimiento de enlaces quimicos.

¢} Rompimiento de alguno de los lados de la halice.

d) Rompimiento en ambos lados de la hélice,

e} Fractura de un lado de dos moléculas de ADN y una subsecuente ligadura entre
ellas (Azorin, 1992, Zambrano y Cejudo, 1998). Dando como resultado
translocaciones, inversiones, deleciones o duplicaciones.

En células gaméticas el dafio producido por radiacién también esta sujeto a la etapa
del cicto celular que presenten al momento de ser iradiadas, pero las consecuencias
en este tipo de células pueden extenderse hasta futuras generaciones.

Basandose en el uso de diferentes sustancias de pruebas microbianas para la
deteccion de mutagenos, se han identificado un gran nimero de sustancias quimicas
que disminuyen o anulan los efectos gerotéxicos de los mutdgenos, a estas
sustancias se les conoce como antimutdgenos (Hayatsu et al, 1993). Muchos de
estos compuestos forman parte natural de |a dieta humana e inhiben la mutagénesis y
la carcinogénesis y son muy importantes en la prevencion del cancer. Son sustancias
que pueden ser obtenidas de los alimentos o sintetizadas por las células, que poseen
actividad inhibitoria sobre mutdgenos naturales o fabricados por el hombre.
Probablemente muchos de estos compuestos estan incluidos en los sistemas de
defensa de los organismos, protegiéndolos de los dafios a jos que estd expuesto
constantemente el material genético y otros compaonentes de la célula,



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

1.5 Clorofilina y antimutagénesis

La clorofilina (CLF) es una sal de sodio y cobre derivada de la clorofila (fig.1), se
obtiene por saponificacion y reemplazo del magnesio quelado por cobre
{Chermomorsky, 1993), es estable y soluble en agua pero insoluble en soluciones
acuosas, pertenece al grupo de compuestos denominado porfirinas que contienen un
ion metal quelado en el centro de 1a molécula. La CLF (fig.2) puede estar formada por
una mezcla compleja de porfirinas cloradas y no cloradas, con un numero variable de
grupos carboxilo, y en algunos casos el cobre puede estar substituido por algin otro
metal como el Fe (Newmark, 1887; Chemomorsky et af.,1997}.
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CH
HyC 7CHy Mt CH.CH,
hoc CH,
3 HyC CHy
Q COOMa
¢H; COOCH, GHa CHCOONS
2.3/\\/\/\[/\/\(\/\1‘/(.'&1, COONs
CHy CHy CH, CH,
Fig. 1 Estructura de la clorofila fig. 2 Estructura de la clorofilina

(Chung et al., 1999)

15



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

1.6 Antecedentes

Las primeras investigaciones comenzaron a darse en los anos 40's, en donde varios
investigadores cbservaron que la CLF tenia la capacidad de actuar como agente
terapéutico en la restauracion de lesiones ulcerosas, ayudando a {a formacion de tejido
epitelial y a su posterior cicatrizacién (Gruskin, 1940; Buergi, 1943).

Tomando en cuenta esta propiedad Smith v Sano en 1844; demostraron que la CLF
tiene la capacidad de estimular el crecimiento celular, eliminande el periode de

latencia, en un cultive de tejidos de fibroblastos.

En 1978 Lai y colaboradores, sugirieron que la CLF, derivada del extracto acuoso de
las hojas del tallo de trigo tenia la capacidad de inhibir la capacidad de metabolizar

algunos carcindégenos dentro del organismo.

1.6.1 Efectos antimutagénicos

Se ha demostrade que la CLF es el compuesto responsable de la mayor actividad
antimutagénica de ciertos extractos vegetales {Lai ef al, 1980; Kimm et al., 1982). La
CLF tiene la capacidad de actuar como un poderoso protector con un amplio margen
de efectividad contra 1a accion directa e indirecta de carcinégenos y mutagenos entre
los cuales se incluyen las aflatoxinas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, aminas
heterociclicas, agentes alquilantes y varos otros compuestos como radiaciones
(Arimoato ef al,, 1980a;1980b; Katoh et al,, 1983; Terwe! y Van der Hoveren, 1985; Ong
et al., 1986,1989). La CLF atenda la genotixicidad de algunas drogas tumoralas como

la ciclofostamida, bleomicina y cisplatino,

Se han desarrollado multiples estudios tanto in vifro como in vivo para comprobar
estas propiedades y ampliar los conocimienios de las propiedades antimutagénicas de
la CLF.
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1.6.2 En Saccharomyces cerevisiae

Por mencionar algunos tenemos a Bronzetti ef al,, 1990, demostré que el tratamiento
con CLF aumentara !a supervivencia y dismuyeron la frecuencia de mutaciones
inducidas por rayos X en S. cerevisiae,

1.6.3 En Salmonelia

En 1991, Dashwood y colaboradores reportaron que la CLF tuvo una potente actividad
antimutagénica contra aflatoxina B1 y 2 aminas heterociclicas activadas por el sistema
de metabolizacién del higado de tnucha en Salmonella. Se ha demostrado que inhibe o
reduce la mutagenicidad en Salmonella provocada por el pimiento negro y el vino tinto
(Warner ef al,, 1991), asi como también la mutagénesis directa del amino-1-metil-5H-
pirido[4,3-b] indo! Trp-P2 (Negishi et af., 1989), y del ICR-170, Quinacrina, 1Q, AF-2 y
4-nitroquinclina 1-oxido (4NQO) (Arimoto et af., 1993).

1.6.4 En Drosophila melanogaster,

Estudios in vivo han demostrado que redujo el daio provocado por rayos y (Zimmering
et al,1990; Olvera et al, 1993), inhibié la mutagenicidad del Trp-P-2 (Negishi et al.,
1989). Suprimi6 la toxicidad del 4NQO, mediante la administracién simultanea del
4NQO y CLF (Negishi ef al., 1897),

1.6.5 En trucha arcoiris

Redujo la formacién de aductos hepaticos de aflatoxina B, (AFB,-DNA), enun 95% y la
hepatocarcinogénesis en un 20.5% (Breinholt ef af., 1999). Se observd una reduccion
del 89% en la formacion de aductos de dibenzo[a,/]pireno (DBP-DNA} y de un 72% en
la incidencia de tumores utilizando una concentracion de 400ppm de CLF (Harttig y
Bailey, 1998). Se demostrd que la CLF es aliamente efectiva en la inhibicion de
carcinogénesis multiorganica. Cuando la trucha fue expuesta a una dieta con DB[a, P
conjuntamente con CLF, redujo la incidencia de cancer en vejiga en un 94%, sequido
de higado en un 71% y del 63% en estémago (Reddy et al., 1999},
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1.6.6 En rata y ratén

Se ha observado que el tratamiento oral con CLF reduce la frecuencia de aberraciones
cromosomicas inducidas por algunos mutagenos en células del epitelio colénico de
ratas (Robins y Nelson, 1988). Morales-Ramirez y Garcia Rodriguez en 1994
observaron que el tratamiento con CLF disminuye, en forma dependiente de la dosis,
la frecuencia de ICH en médula ésea de ratdn in vivo, inducida por radiacién gamma.
Por otra parte se encontrd que fa CLF aplicada a concentracion alta actud con un
efecto citotoxico en células tumorales de colon de rata, inducidas por dimetilhidrazina y
a concentracion baja actud como citostatico (Chernomorsky ef al., 1997). Se demostrd
que puede inhibir la promocién y el progreso de cancer de piel en ratén inducido por
7.12-dimetilbenzo[a]antraceno (DMBA) y 12-O-tetradecanol-forbol-13-acetato (TPA)
(Chung ef af., 1999).

1.6.7 En humanos

Se evidencié que la administracién oral de la CLF regula la presidn arerial en
pacientes hipertensos sin causar efectos toxicos, esta accidén se relaciona con fa
capacidad de reducir la arteroesclerosis (Kephart, 1955). Se encontro que la CLF
puede disminuir la mutagenicidad en vias urinarias provocada por ciertos alimentos
(Ohyama et al,1987). Redujo los aductos AFB1-ADN en la hepatocarcinogénesis
cuando el inhibidor y el carcinégeno son coadministrados en la dieta {Hayatsu ef al,
1993). La sal de CLF se ha usado en el tratamiento de pacientes geriatricos (Young y
Beregi, 1980, Yun ef al., 1995).

Se han iniciade estudios sobre la accion de la CLF en cierta poblacidn china, ya que
debido a su dieta diaria se presentan altos niveles de AFB, en sus alimentos. A esta
poblacion le fue suministrada una mayor cantidad de CLF por cuatro meses, aqui se
espera una respuesta favorable en la reduccién de los dafios genéticos presentes en
esta poblacién, provocados por los procarcinégenos presentes en su dieta. (Breinholt
et al., 1999).
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1.7 Toxicidad

Se han realizado gran cantidad de estudios tanto in vitro como in vivo para determinar
ios efectos antigenotéxicos y antimutagénicos de ta CLF, asi como también posibles
efectos contrarios o inccuos. Tal es el caso de los estudios donde no se encontrd
toxicidad metalica (por el cobre de la CLF) en higado, rifdn, ni bazo de ratas albinas
con la inclusion de CLF al 3% en su dieta a lo largo de su vida (Hariscn ef al., 1954).
Tampoco se encontrd toxicidad debida a ta concentracion de CLF aplicada a
Drosophila melanogaster, donde las concentraciones de 45.5 y 185mM de CLF no
fueron téxicas para las larvas de 96h de edad ni para el desarrollo completo de este
organismo (Garcia A et al., 1999; Garcia—Barajas ef al, 1999). Sin embargo existe el
reporte de Romert y colaboradores en 1992 los cuales observaron que a baja
concentracién de CLF se incrementaba la mutagenicidad de las nitrosaminas

especificas del tabaco.

1.8 Mecanismos de accién

Gracias a la amplia gama de estudios realizados sohre las propiedades
antimutagénicas de la CLF, se han podido determinar algunos de los mecanismos
mediante los cuales la CLF es capaz de presentar efectos antimutagénicos y
anticarcinogénicos tanto de agentes directos como indirectos.

1.8.1 Captura de radicales libres

Hadnagy y Seemayer en 1988 observaron la reduccién de intercambie de cromatidas
hermanas (ICH) en fagocitos polimorfonucleares, causada por la CLF, a través de la
inactivacién de radicales oxigeno come et O, OH y el H;0, los cuales estan
involucrados en las rupturas de las cadenas de ADN (Sato ef al., 1984; Mendiola-Cruz
y Morales-Ramirez, 1989; Wamer et al., 1991). Morales-Ramirez y Garcia- Rodriguez
en 1994 propusiercn que la CLF actuaba como atrapador de radicales libres en células
de la médula dsea de ratén. Kumar y colaboradores en 1999 demostraron que la CLF
tenia la propiedad de atrapar iones OH y ROO", inhibiendo asi el dafo inducido por la
iradiacion del ADN en el plasmido pBR322. La CLF tiene la capacidad de atrapar
radicales peroxil desoxiribosa, generados durante la exposicién del plasmido pBR322

a la radiacion y.
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1.8.2. Formacién de complejos moleculares entre la CLF y el mutigeno

Se ha encontrado que la CLF ejerce su efecto antimutagénico bloqueando o©
capturando a ciertos mutigenos, en su configuracion metabélicamente activa o
inactiva, por medio de una reaccién quimica nucieofilica lo que origina a un producto
inocuo (Morita ef al,, 1978). La CLF se acumula preferentemente en células tumorales
que en células normales. El grupo hemin inhibe selectivamente la actividad de
mutagenos que tienen estructuras policiclicas, mediante a formacion de complejos
con ellos (Hayatsu ef af, 1993). En la fase inicial la CLF opera como un agente
bloqueador sobre el daifio al ADN, esto es, que se presenta una interaccion in vivo

entre el carcindégeno y el inhibidor (Dashwood y Guo, 1992; Dashwood y Liew, 1992;
Dashwood ef al,1998).

Otros autores, indican que la CLF forma complejos moleculares reversibles, con
carcinbgenos aromaticos planares grandes y sugieren que esta interaccion, sirve para
limitar y detener la viabilidad del carcinégeno en el intestino, siendo desechado por
medio de la excrecién fecal (Breinholt et al,, 1999). Hayashi y colaboraderes en 1999
mencionan, que la CLF forma complejos no covalentes 1:1 con aflatoxina B, (AFB)
reduciendo fa cantidad de aflatoxina B; (AFB;) en el higado. La CLF tiene !a
capacidad de formar complgjos con 4-nitroquinolino 1-oxido (ANQQ) acelerando asi, el
paso del mulageno por el tracio digestivo (Negishi et al., 1997).

La fuerza estabilizadora mas importante en la formacion de complejos entre la CLF y

algunos mutagenos aromaticos, incluyendo AFB1, involucra numerosas interacciones
del tipe Van der Waals.

1.8.3 Inhibicidn de la accién de enzimas del citocromo P-450

Se ha observado una inhibicién provocada por la CLF, en las enzimas del sistema
citocromo P-450, con lo cual se impide que los mutdgenos indirectos se activen,
disminuyendo asi su capacidad mutagénica (Kimm et al,, 1982; Terwell y Van der
Hoeven, 1985; Yun ef al,, 1995). En 1989 Negishi y colaboradores mencionan que es
posible que se presenten disturbios en la activacion metabdlica del 4NQO en el
cuerpo, provocada por el efecto inhibitorio que ejerce la CLF sobre las enzimas del

citocromo P450. La CLF actia mediante captura electrofilica inhibiendo la accién
enzimatica de las enzimas del citocromo P-450.
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En otros trabajos realizados in vivo se ha reportado que la CLF afecta diferentes
enzimas intra y extracelulares (Sato et al,, 1984). Se ha demostrado también que esta
porfirina disminuye e inhibe la actividad de las enzimas hepéticas microsémicas que
forman parte del sistema del metabolismo de drogas o genotoxinas. Entre estas
enzimas se encuentran la aminopirina N-demetilasa, anilina-hidrogenasa y NADPH-
citocrome c-reductasa (Imai ef al., 1986).

1.8 Drosophila melanogaster como sistema de prueba

En 1927, H. J. Miller encontré que los ojos rojos caracteristicos de la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster se encontraban de color blanco en algunos individuos.
En ese momento se le ocurmrié cruzar moscas hembras y machos con ojos de diferente
color para tratar de establecer si los descendientes portaban ese cambio.
Efectivamente, asi fue, de tal forma que llegd a la conclusidn de que dichas
caracteristicas estan determinadas genéticamente. Posteriormente demostré que los
agentes ambientales, y ciertos factores quimicos y fisicos como los rayos X, pueden
causar modificaciones genéticas en D. mefanogaster. También utlizando a
Drosophifa, se ha demostrado que la radiacion ionizante aplicada a larvas, afecta a las
células de los discos imagales, |las cuales durante la metamorfosis dan lugar a varias
estructuras de la mosca adulta, como los ¢jos, 1as alas, labios, antenas, etc. Cualquier
alteracién genética ccurrida en alguna de las células de los discos imagales durante la
proliferacion mitética, estara presente en todas las células descendientes, estas
formaran un clon de células mutantes, este fendmeno es lamado expansién clonal. Si
la alteracién genética produce un cambio visible en el fenctipo, el clon de células
mutantes puede ser detectado en el cuerpo del adulto (Guzman ef al., 1990; Guzman y
Graf, 1995). Estas propiedades han permitido trabajar en dos direcciones, la prueba
del ala y la prueba del ojo. Estos ensayos se han utilizado para estudiar los efectos
genéticos de compuestos quimicos y fisicos como las radiaciones, comprobando asi,
que pueden producir mutaciones y aberraciones cromosomicas. Los sistemas de
prueba desarrollados con D. mefanogaster pemmiten analizar una gran cantidad de
individuos en espacios reducidos, con un ciclo de vida corto, que ofrece fa capacidad
de determinar la frecuencia de mutaciones inducidas en las diferentes etapas dei
desarrollo de las células germinales (Lee et al, 71983; Sankaranarayanan y Femo,
1985).

21



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

Otra ventaja es que Drosophila es un insecto en cuyas células se realizan varias
funciones enzimaticas sermejantes a las que se efectian en los microsomas del higado
humano, en donde se activan gran cantidad de los carcindgenos y mutigenos
indirectos.  E! metabolismo de carcindgenos quimicos involucra frecuentemente
reacciones catalizadas por el sistema del citocromo P-450, de hecho, muchos
carcindgenos quimicos no son reactivos quimicamente, sine hasta que sufren
activacion metabdlica. Los andlisis bioguimicos realizados tanto en larvas como en
organismos adultos de Drosophila melanogaster, han revelado que tienen capacidad
de activacién-desintoxicacion de compuestos exdégenos como drogas, carcinégenos,
solventes y pesticidas, asi como de sustancias endégenas (Halistrém y Blanck, 1985),
gracias a la presencia de enzimas dependientes del citocromo P-450, similares a la
fraccion S8 del higado de mamiferos (Baars et al,, 1980).

El sistema citocromo P-450 de estos organismos se encuentra distribuido
principalmente en el intestino medio, en los cuerpos grasos y en los tibulos de
Malpighi. A nivel subcelular, las monooxigenasas se encueniran localizadas en
reticulo endoplasmico liso y en las. mitocondrias {(Hodgson y Randy, 1991; Murillo,
1997).

1.9.1 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

El ciclo de vida de la mosca de la fruta presenta un periodo de embriogénesis dentro
del huevo y una sucesion de estadios larvarios que culminan con la metamorfosis

completa llamada holometabola, de la que finalmente surge un imago o adulto.
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Fig. 3 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster
{Flagg 1988)
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La duracién de estos estados varia con la temperatura. A 20°C la duracién promedio
del estado larvario es de B dias, a 25°C es solamente de 5 dias. La vida pupal a 20°C
dura alrededor de 6.3 dias, mientras que a 25°C, se reduce a 4.2 dias. El ciclo de
vida, por lo tanto se completa aproximadamente en 10 dias a 25°C, mientras que a
20°C se requieren 15 dias. (Demerec y Kaufmann, 1975). Después del desarollo
embrionario, eclosiona del huevo una pequena larva, 1a cual se encuentra formada por
doce segmentos no aparentes: 1 segmento de la cabeza, 3 tordcicos y 8 abdominales.
La pared de su cuerpo esta formada por una cuticula externa y una epidermis celular
intema, la cuticula estd formada por dos capas: la exocuticula y la endocuticula
(Ramos et al, 1993). La larva, después de salir del huevo sufre dos mudas, de modo
que el pericdo larvario consta de tres estadios. En el Ultimo o tercer estadio, alcanza
una longitud de 4.5 milimetros aproximadamente (fig. 3).
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Halterio @

Gendal @

Fig. 4 Discos imagales de Drosophila a) Larva de 3er estadic mostrando la
posicion de los discos, b) Aduito, muestra las partes derivadas de cada disco
| {Suzuki et al., 1989)
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Las células que forman el cuerpo de la larva se caracterizan porque han perdido la
capacidad de divisidn y solo aumentan su volumen; en algunas se presentan
cromosomas politénicos, son poliploides, estan determinadas y diferenciadas
genéticamente. Las células imagales no estan involucradas en la formacion del
cuerpo de la larva, son de tamafo pequefo, constitucidn cromosémica diploide,
conservan la capacidad de division celular, estan determinadas geneticamente pero se
diferencian hasta que la larva sufre la metamorfosis (fig. 4). Estas células se localizan
en estructuras denominadas discos imagales, los cuales aumentan de tamano por
divisionas mitdticas que ocurren en determinados tiempos durante el desarrclio
larvario (Demerec y Kaufmann, 1975).

El reconocimiento del sexo en la mosca adulta es determinado de varias maneras. El
extremo del abdomen es alargado en la hembra y un poco redondeado en el macho.
A medida que la hembra crece se facilita la distincion del sexo a simple vista ya que el
abdomen aumenta de volumen por los huevecillos maduros que contiene. El abdomen
de la hembra tiene siete segmentos los cuales se distingen facilmente, mientras que el
macho tiene solo ¢inco segmentos estando estos muy juntos por lo que se observan a
simple vista comec una sola franja gruesa. Los machos cuentan con una fila de
aproximadamente diez cerdas cortas y gruesas de color negro, en la superficie distal
del segmento tarsal basal superior de la pata anterior, llamado peine sexual. Esta
caracteristica esta ausente en las hembras (Demerec y Kaufmann, 1975).

1.10 Sistema SMART

La prueba de mutacién y recombinacion somaticas llamado SMART por sus iniciales
en inglés Somatic Mutation and Recombination Test, es un bioensayo con un amplio
espectro, que se utiliza para determinar la genotoxicidad de agentes quimicos y
fisicos. Mediante este ensayo se pueden detectar simultdneamente los cambios
mutacionales clasicos, asi como clertos tipos de arreglos genéticos, dentro de los
cuales se encuentra la recombinacién mitdtica y la conversidon genica (Graf et al,
1984; Wirgler y Voge!, 1986; Vogel y Zijlstra, 1987). El sistema permite detectar en
los o0jos y en las alas de los organismos adultos las alleraciones ocumidas en las
células de los discos imagales de la larva, En recientes estudios se ha demostrado

que el sisterna SMART es sensible al dafno inducido por neutrones y responde de una
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forma directamente proporcional a la dosis de radiacion, asi como a la razén de dosis,

por lo que puede ser empleado para estudiar sus efectos asi como la interaccién con
moduladores quimicos (Zambrano et al., 1998b).

En caso de que se presente una mutacion durante el proceso de diferenciacion de las
células de los discos, ya sea espontanea o inducida por un mutdgeno, como los
neutrones, ésta dara ongen a una estirpe celular con la misma caracteristica alterada,

originando un clon que podra ser observado como una mancha en la estructura imagal
correspondiente.

Tabla 3
TIPO DE ORIGEN FORMA DEL PELO
MANCHA
Pequefia simple Delecion, mutacién puntual, Pelos multiples
(1 a 2 células) recombinacion mitética, no disyuncion, {mwh) {fig.5)
conversion génica, quizas monosomia y 8]
Grande simple cierto tipo de aberraciones cromosémicas pelos en forma de
{mas de 2 células) flama (fir) (fig.6)
Gemela Se originan solo cuando la recombinacién presencia
se lleva a cabo cerca del centrémero simultdnea de pelos
multiples (rmwh) y
pelos en forma de
flama (fr} (fig. 7}

En la cruza estandar del sistema SMART para las alas se emplean marcadores mwh y
fir. El marcador mwh (multiple wing hair), pelos multiples en el ala, se reconoce
fenotipicamente porque expresa su alteracion en el nimero de tricomas por célula en
el ala. Este locus se localiza en el cromosoma 3 a 0.3 unidades de mapa. Ei

marcador fir “flare”, pelos en forma de flama, se reconoce por la presencia de ticomas
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en forma imegular en torax, abdomen y alas. Se ubica a 38.8 unidades del mapa
sobre el cromosoma 3 y en condicién homocigota es letal, sin embargo, la presencia
de un cromosoma balanceador con inversiones mudltiples (TM3), permite mantener
esta linea, la cual porta ademas el marcador dominante “Beaded serratia” (8d°), con
éste dltimo se logra el reconocimiento fenotipico de la linea firfTM3,84° per la
expresién semratia (alas con bordes discontinuos). Siendo letal en condicién
homocigota, la linea esta formada por individuos heterécigotes para los marcadores i
y Bd®, es decir individuos fi/TM3,B¢". (Lindsley y Zimm, 1990). Para la cruza ST las
hembras con genotipo fir'/TM3,BdF son fecundadas por machos mwh/mwh, esta cruza
es eficiente para estudiar los efectos genéticos inducidos por mutagenos llamados
directos, en los cuales no se necesita de la activacién metabdlica del mutageno, como
en el caso de los neutrones, o cualquier otro tipo de radiacion.

En la sequnda cruza, de activaciéon elevada (BE), ademas de los marcadores
descritos anteriormente, poria los cromosomas 1 y 2 de la linea Qregon R{R)
resistente al DDT (Dapkus y Merrell, 1977) y se caracteriza por tener niveles elevados
del citocromo P-450. Este tipo de cruzas permite estudiar el efecto genotoxico de
agentes quimicos que necesitan de la activacidn metabélica para poder actuar como
mutagenos {Hallstrém y Blank, 1985).
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Fig.5 Pelos muttiples “mwh” en el ala de Drosophila melanogaster
{Garcia—Barajas)
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Fig. 6 Pelos en forma de flama “flare” en el ala de Drosophila melanogaster

{Garcia-Barajas)
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1.11 Citocromo P-450

En 1958 fue descubierto un pigmento microsdmico (P) asociado al bidxido de carbono
cuyo 'espectro de accién fotoquimica demostré ser una oxidasa terminal del sistema
enzimatico hepatico responsable del metabolismo oxidante de medicamentos. Por su
unico pico de absorbancia a 450nm se le llamé citocromo P-450, el cual fue aislado,
caracterizado e identificado como una hemoproteina con un atomo de hierre unido al
azufre de un residuo de cisteina (Nebert y Gonzalez, 1987).

El citocromo P-450 de procariontes se encuentra en el citopiasma al igual que en
todos los eucariontes desde microorganismos, hongos, invertebrados, peces, anfibios
y reptiles. En aves han sido detectadas algunas formas de citocromo P-450 en
reticulo endoplasmico y en mitocondrias de glandulas enddcrinas (Nebert y Gonzdlez,
1984).

1.11.1 Reacciones catalizadas por citocromo P-450

El citocromo P-450 constituye un amplio grupo de isoenzimas que metabolizan gran
variedad de compuestos lipofilicos enddgenos o exdgenos, representa una

monooxigenasa externa y cataliza la siguiente reaccién:
NADP + H' + O, + SH ——> NADPH + H;0O + S-OH

Donde S, es el sustrato y representa un esteroide, acide graso o cualquier compuesto
quimico que tenga un grupo alcano, alqueno, anillo aromatico o heterociclico, el cual
puede servir como sitio de reaccidén para que se produzca la oxigenacién. La reaccion
es conocida como una monooxigenacion, en la cual solamente uno de los dos atomos

del oxigeno molecular es incorporado al sustrato y el otro pasa a formar agua.

1.11.2 Funciones metabdlicas del citocromo P-450

Los citocromos P-450 en las fracciones microscopicas hepaticas tienen como papel
fundamental llevar a cabo 1a desintoxicacién o la modificacidn de toxicidad ya sea
incrementandola, disminuyéndola, anuldandola o formando especies de oxigenos
altamente reactivos para el ADN (Parke et al.,, 1991),
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JUSTIFICACION

Debido a que los seres vivos estan expuestos a una gran cantidad de agentes
genotdxicos, es necesaric no solo la identificacion de los mismos, sino tratar de

encontrar agentes que prevengan la aparicién de mutaciones o que minimicen el dafio
provocado por los genotéxicos.

Por este motivo es necesario tratar de encentrar agentes que prevengan la aparicién

de mutaciones o que minimicen el dafio provocado por genotdxicos.

Para realizar este tipo de estudios, se cuenta con modelos animales que implican el
uso de organismos que exhiban una respuesta similar a ia de los humanos, bajo
condiciones de exposicion méas o menos comparables.

Para ello se puede utilizar el bioensayo SMART (Somatic Mutation and Recombination
Test}), el cual se basa en la pérdida de heterocigosis en células somaticas de la mosca
de la fruta, Drosophila melanogaster, presentandose fenotipicamente como una
mancha sobre fa cuticula del ala en el adulto. En recientes estudios se ha demostrado
que el sistema SMART es sensible al dafio inducido por neutrones y responde de una
forma directamente proporcional a la dosis de radiacién, asi como a la razon de dosis,
por lo que puede ser empleado para estudiar los efectos bicldgicos de estos

mutagenos fisicos asi como también mutagenes quimicos.

Utilizando paralelamente las propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas que ha
demostrado tener la clorofilina, se podrian adoptar medidas preventivas para que
antes de que a los pacientes se les sometiera a este tipo de tratamientos, recibieran
un pretratamiento con clorofilina e intentar de esta manera disminuir los efectos

secundarios que la radiacién provoca en estos pacientes.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto modulador de la clorofilina sobre el dafo inducido por neutrones en
Drosophila melanogaster mediante el uso del bioensayo SMART.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar la influencia de la concentracion de la clorofilina sobre los dafios inducidos por
neutrones en D. mefanogaster midiendo las frecuencias de mutacién y recombinacion
por medio del sistema SMART.

Evaluar si el posible efecto antigenotdxico de la clorofilina en la cruza estandar y la de

bicactivacion elevada es el mismo.

HIPOTESIS

Si la clorofilina es un poderoso antimutdgeno quimico, entonces al administraria por
via oral en Drosophila mefanogaster, esta podra disminuir ias alteracicnes genéticas

inducidas por neutrones de reactor.
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METODOLOGIA

4.1. Compuestos

La clorofilina (CasH3:1N4NasMgQOs) es de la marca Sigma USA., producto No. 74HO06.

4.2. Lineas empleadas
a) fPTM3.Bd®
b) OR(R)1/OR(R}1;0R(R)2/OR(R)2;fiPTM3 Bcf

c) mwh/mwh

4.3. Cruzas

Se ulilizaron dos tipos de cruzas, para la cruza estandar (ST), hembras virgenes de
Drosophila melanogaster de la linea firfTM3,Bd® fueron fecundadas por machos
mwh/mwh, crecidos a una temperatura de 25°C y 65% de humedad relativa. Para la
segunda cruza, de bioactivacidn elevada {BE), se utilizaron hembras virgenes de la
linea OR(R)1/OR{R)1;0R(R)2/OR(R)2;Ai~/TM3,Bd", resistente al DDT, las cuales se
cruzaron con machos mwh/mwh, incubados a las mismas condiciones de temperatura
y humedad. Los individuos derivados de esta cruza se caracterizan por tener niveles

elevados de citocromo P-450, responsable de activar metabélicamente a un amplio
namero de promutagenos (fig.8).
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4.4 Obtencién de larvas

Una vez realizada la cruza se colectaron los huevos en botellas de cultivo durante 8h a
25°C en medio fresco con levadura, para asegurar una buena produccién de

huevecillos, al cabo de este tiempo se eliminaron los progenitores y se incubaron los
huevos durante 96h bajo las mismas condiciones de laboratorio.

4.5 Preparacién de CLF

Se etiquetaron 6 tubos homeopaticos (viales) de la siguiente manera: O para el testigo,
8 y A para las dos concentraciones de clorofilina, baja (B) © alta (A), | para el testigo
positivo con imadiacién, B + | y A + | para las dos concentraciones que serian
pretratadas a las 72h e iradiadas a las 96h. Posteriormente se le agregd a cada vial
0.7g de puré de papa previamente molido. Se pesaron 250mg de clorofilina en una
balanza analitica y se c_olocaron en u;1 vaso de precipitado de 50ml, se agregaron
20ml de agua destilada para obtener una concentracion de clorofilina de 45.5mM.
Esta es la concentracidn baja “B” equivalente a 1.25%. A un segundo vaso de
precipitados de 50ml se le agregd 1g de clorofilina y se  hidraté con 20ml de agua
destilada, para oblener una concentracion de 182mM. Esta es la concentracién alta
“A” equivalente a 5%. De las concentraciones de 45.5mM o 182mM se tornaron 5ml y
se depositaron en los viales con el puré de papa, previamente marcados. Se
agregaron 5ml de agua destilada a los dos viales testigo. Las concentraciones de
clorofilina utilizadas, fueron tomadas en base a los estudios realizados en el
laboratorio de Drosophila del ININ (Zimmaering ef af., 1990).

4.6 Pretratamiento con CLF

Larvas de 72h de edad. fueron divididas en 6 grupos, en 4 de ellos se colocaron
aproximadamente igual numero de larvas en cada vial con la clorofilina y el puré de
papa, Posteriormente se mantuvieron 24h dentro del cuarto de cultivo, alimentandolas
con las concentracicnes de 455 y 182mM de clorofilina. Los dos grupos testigo
restantes, sélo fueron alimentados con puré de papa hidratado con agua destilada.

Todos los viales se incubaron a una temperatura constante de 25°C y 65% de
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humedad relativa para un desarrollo éptimo. El mismo tratamiento fue aplicado a otros

6 grupos de larvas de {a linea de BE.

4.7 Combinacién de la CLF con neutrones

Cuando las larvas cumplieron 96h fueron aisladas del medio de cultivo con una
solucién de sacarosa al 20% utilizando el método de (Nothihger. 1970). Este método
se basa en la formacién de un gradiente de densidad que hace que floten las larvas
que se encuentren en el frasco, separdndose del medio de cultivo, disminuyendo asi el
efecto de manipulacién. Para protegerlas de la alta molaridad, ias larvas fueron
colectadas con una coladera al chorro del agua, se tomaron éstas con una espatula y
se depositaron en contenedores de lucita, a los que previamente se les colocd un
circulo de papel filtro humedecido con una solucién de sacarosa al 4%, para permitir la
supervivencia de las larvas durante el tiempo de irradiacion. Se sellaron con cinta
adhesiva cada uno de los contenedores con las larvas, considerando un contenedor
para las larvas pretratadas con la concentracion baja de clorofilina, otro para la
concentracién alta y unc mas para el testigo positivo alimentado con puré de papa
solo. La irradiacién se llevé a cabo en ei Reactor TRIGA Mark Ili del Centro Nuclear
de México. Ademas se corrieron los testigos comespondientes sin irradiacién, pero
alimentados con la concentracion alta o baja de clorofilina y el testigo negativo
alimentado Unicamente con puré de papa.

4.8 Mapeo de flujo de neutrones

Los flujos de neutrones se obtuvieron utilizando el método de activacion de laminillas,
para lo cual se colocaron cuatro arreglos constituidos por diez taminillas de oro cada
uno, en la instalacion de irradiacion de la columna térmica del RTMIIl.  El montaje de
cada arreglo se Hevd a cabo bajo el siguiente procedimiento; se tomaron cinco
laminiltas de oro y cada una se envolvid en un papel absorbente, se tomaron otras
cinco y se cubrieron con cadmio por ambas caras, para que solo reaccionaran con
neutrones de energias mayores a 0.4BeV, finalmente se envolvieron con papel
absorbente y cinta adhesiva. Se colocaron las diez laminillas alternadamente, en una
hoja de cartdén que preservo un area similar a la utilizada para irradiar larvas. Los
arregios se emplearon para activarlos a la potencia de 1000kW, con un tiempo
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determinado de irradiacion. Terminada la irradiacion y con el reactor en modo
apagado, se retird el ameglo llevandolo a un cuarto de contec, donde se estimd la
actividad de cada laminilla por medio de un sistema de deteccién, que consta de un

detector de Germanio hiperpuro y electronica asociada.

Con los datos obtenidos se ejecutd et programa CALFLUX para determinar el flujo de
neutrones subcadmicos y epicadmicos asi como las razones de cadmio. Finalmente
se calcularon las dosis con los parametros del ICRP publicacion 90 (Delfin et al.,
2000).

4. 9 Irradiacién de larvas

La dosis equivalente de radiacidén con neutrones térmicos y rapidos fue de 8.51Sv
(Delfin et al., 2000) y corresponde a un tiempo de iradiacién de 41min 40seg en la
columna térmica del reactor a 1MW de potencia, donde se tiene una razén de cadmio
de 4.9%, lo cual significa una contribucion pequefia de neutrones rapidos en
comparacion con la de térmicos. Estos ditimos tienen una energia promedio de
0.025eV. Inmediatamente después de la iradiacién, se colocaron las larvas en medio
fresco y se incubaron a 25°C y 65% de humedad relativa hasta completar su

desarrolto.

4.10 Elaboracién de preparaciones

Después de la eclosion se colectaron las moscas adultas con ayuda de un eterizador y
se almacenaron en etanol al 70%. Se prepararon las laminillas disectando las alas de

los adultos y cotocandolas posteriormente en un portaobjetos con solucién de Faure.

4.11 Analisis en aduitos

Se analizaron las superficies ventral y dorsal de las alas usando un microscopio
compuesto a una amplificacién de 400X para contar las manchas mwh y fIr simples o
gemelas, considerando la ubicacién de las manchas en el ala. La region distal esta
dividida en siete secciones: A, B, C, C', D, D'y E (fig.9 ) (Garcia-Bellido y Merriam,
1971).
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Fig. 9 Region distal del ala dividida en secciones
{Garcia-Bellido y Merriam 1971)
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4 .12 Andlisis estadistico de fos datos de SMART

Para el andlisis estadistico se determing por medio de la prueba de X?, mediante la
frecuencia de manchas por ala en los grupos tratados comparados con los testigos. El
procedimiento estd basado en dos hipétesis: (1) la frecuencia de mutacién inducida
mas la espontanea en grupos tratados, no es mas grande que la frecuencia de
mutacidn en un grupo testigo y (2) la frecuencia de mutacién inducida en las series
tratadas no es menor que “m” veces la ohservada en grupos testigos. Ambas
hipétesis son aprobadas a un nivel de significancia del 5%. Para decidir si el resultado
es positivo, no concluyente o negativo, se ulilizé un analisis de decisidn mdltiple. El
valor de “m" para las manchas chicas y manchas totales, gque presentan una
frecuencia de mutacion espontanea relativamente alta, es de 2. Para las manchas
grandes simples y para manchas gemela, las cuales tienen una baja frecuencia
espontanea, el valor es de 5 (Frei y Wargler, 1988).

Para evitar los resultados no concluyentes, en un disefio de prueba 6ptimo, deberan
ser realizadas igual numero de alas con un minimo de 110 en todos los grupos

experimentales (Frei, 1994; Ramirez, 1999).

Para todos los tratamientos se realizaron tres experimentos y se sumaron los

resultados para incrementar el tamaro de muestra.
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RESULTADOS

Para cada tratamiento se realizaron tres experimentos y se compararon los resultados
obtenidos en las distintas series asi como en los testigos, como no se encontraron
diferencias entre los experimentos los resultados se sumaron. En la tabla 4 se
presentan las frecuencias de mutacién y recombinacién sométicas para la cruza
estandar, en la cual se observa que no existen diferencias significativas para las
frecuencias de manchas entre los grupos pretratados con CLF y el grupo testigo, este
efecto fue evidente sobre todo para manchas totales.

Tabla 4 CRUZA ESTANDAR.

Efecto de neutrones témmicos del reactor TRIGA Mark Iil de México pretratadas con dos
concentraciones diferentes de dorofilina, en la cruza estadndar, Moscas con marcador
heterocigoto.

Tratamiento Niimero Manchas Manchas Manchas Manchas
de alas chicas grandes gemelas totales
- m=1 m=5 m=5 m=2
Testigo sin
Irradiacién y 120 0.41 (49) 0.05 (6) 0.00 () 0.46 (55)
sin CLF

CLF455mM 120  0.57(68)i  0.04(5)i 003(3)i  063(76)i

CLF 182mM {20 047(56)-  0.08(9)- 001(1)i  0.55(66)-
Ireadiacion 120 298 (358)+ 13T(164)+ 046 (55)+ 48157+
8.51Sv
CLF 45.5mM

con Iradiacion 120 2.15(258)+ 133 (160)+ 044 (53)+ 3920471+

CLF 182mM
con Iradiacion 120 L75Q10)+ 134 (161)+  044(5S3)+  3.53(424)+

Se analizaron 720 alas con alrededor de 25,000 células por ala. Abreviaturas: CLF, clorofilina;
+ positivo; - negative; i, no concluyente; m, factor de multiplicacién w, débil positivo.
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Las frecuencias obtenidas de los grupos pretratados con dos concentraciones
diferentes 45.5 y 185mM de CLF fueron similares al testigo sin pretratamiento alguno,
mientras que al analizar los grupos iradiades, se observd que el tratamiento con
neutrones a 8.518v incrementé significativamente la frecuencia de manchas chicas,
grandes, gemelas y totales. Este efecto fue mas evidente para manchas chicas y
totales, encontrando una frecuencia de 2.98 y 4.81 comparados con el testigo sin

irradiacion el cual registré unas frecuencias de 0.41 y (.46, para los mismo tipos de
manchas,

Por otra parte, el daiio producido por la iradiacién se ve disminuido significativamente
cuando las larvas recibieron un pretratamiento con CLF a dos concentraciones
diferentes antes de ser imadiadas, reduciendo la frecuencia de 2.98, para manchas
chicas,1.37 para manchas grandes, 0.46 para manchas gemelas y de 4.81 para
manchas totales, hasta una frecuencia de 2.15, 1.33, 0.44 y 3.92 para el mismo tipo de
manchas con concentracion baja de CLF 45.5mM, mientras que para la concentracién
alta de CLF de 185mM la frecuencia de manchas chicas se redujo comparado con el
testigo imadiado, de 2.98 hasta 1.75 de 1.37 a 1.34 para manchas grandes, para
manchas gemelas de 0.45 a 0.44 y para manchas totales de 4.81 hasta 3.53. Este
efecto pudo observarse claramente para manchas chicas, y totales, sin embargo la
reduccion en la frecuencia para las manchas grandes y gemelas, es la misma para las
dos concentraciones diferentes de CLF. A pesar de esto se puede decir que el efecto
en la reduccion de las frecuencias de mutacion y recombinacién, para los organismos
que fueron pretratados con CLF antes de ser iradiados, es dependiente de la
concentracion (ver Tabla 4 y fig. 10).

Los resultados obtenidos en la cruza BE {ver Tabla 5) muestran que no existen
diferencias significativas entre las frecuencias registradas para manchas chicas,
grandes, gemelas y totales del testigo y los individuos que recibieron pretratamiento

con concentraciones de 45.5mM y 185mM de CLF sin irradiacion, para el mismo tipo
de manchas.
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Fig. 10 Comparacion de las frecuencias de mutacién y recombinacion obtenidas de los grupos de manchas de la
curza estandar, las cuales recibieron pretratamiente con dos concentraciones diferentes de CLF {clorofilina de
45.5mM y 182mM) antes de ser iradiados a 1000kW por 41" 407 y sus respectivos tesligos. Significado: CLF
45.5mM, tratamiento con clorofilina a una concentracion de 45 5mM; CLF 182mM, tratamiento con clorcfilna a
una concentracion de 182mM, Irr irraciacion a 1000kW, mut., mutacion: rec . recombinacion
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Tabla § CRUZA DE BIOACTIVACION ELEVADA

Efecto de los neutrones 1érmicos de! reactor TRIGA Mark IIl de Méxice a dos concentraciones
diferentes de clorofilina, con la cruza de bioactivacién elevada para promutadgencs. Moscas con
marcador transheterocigoto.

Tratamiento Nomero  Manchas Manchas Manchas Manchas
de alas chicas grandes gemelas totales
m=2 m=35 m=5 =5
Testigo sin
Irradiacién y 120 0.56 (67) 0.03 (4) 0.02(2) 0.61(73)
sin CLF
CLF 45.5mM 120 0.66 {79) - 0.04 (5) - 0.02(2)i  0.72(76)-
CLF 182mM 120 060 (72)-  004(5)-  001(Di  0.65(78)-

Irradiacion 120 268(322)+ 1.80(216)+ O0.73(88)+ 522(626) +
8.515v

CLF 45.5mM
con [rradiacién 120 157 (188)+ 1.27(152)+ O061(73)+ 3.44(413)+

CLF 182mM
con Irradiacién 120 1.07(128)+ L17(l40)+ 040(48)+ 2.63(316)+

Se analizaron 720 alas con alrededor de 25,000 células por ala. Abreviaturas: CLF, clorofilina;
+ positivo; - negativo; i, no concluyente; m, factor de muttiplicacion; w, débil positivo.

En cuanto a los individuos que fueron expuestos a irradiacion, sin CLF [a frecuencia de
manchas totales aumenté en comparacion con el testigo 87 veces mas. Los individuos
gue recibieron pretratamiento de CLF a una concentracién de 45.5mM antes de ser
irradiados, registraron una S}Qniﬁcativa disminucién en la frecuencia de manchas
chicas, grandes, gemelas y totales, respecto al testigo irradiado obteniendo una
disminucion desde 2.68, 1.80, 0.73, 5.22 hasta 1.57, 1.27, 0.61, 3.44 para el mismo
tipo de manchas respectivamente. Este comportamiento es mas evidente en manchas
chicas y totales ya que los valores obtenidos fueron de 2.68 y 5.22 respectivamente
bajando hasta 1.57 y 3.44 para el mismo tipo de manchas. En cuanto a los individuos
que fueron pretratados a una concentracion de 182mM antes de la imadiacion
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FRECUENCIA DE MUT. Y REC. CRUZA BE
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Fig. 11 Comparacién de frecuencias de mutacion y fecombinacion obtenidas de los grupos de manchas de la
curza Qregon de alta bioactivacion, con dos concentraciones diferentes de CLF (clorofilina 45 5mM y 182mM) y
CLF més irradiacion a 1000kW, y sus respectivos festigos. Significado: CLF 45.5mM, tratamiento con clorafilina
a una concentracidon de 45.5mM; CLF 182mM, tratamiento con clorofilina a una concentracion de 182mM; Irr
irradiacion a 1000kW,; mut., mutacion: rec., recombinacion.

46



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

presentaron una reduccicn de 2.68, 1.80, 0.73 y 5.22 para manchas chicas, grandes,

gemelas y totales, hasta 1.07, 1.17, 0.40 y 2.63 para los mismos tipos de manchas
respectivamente (fig.11).

El comportamiento de la cruza BE al recibir un pretratamiento en estado larval de 72h
con CLF a dos concentraciones diferentes de 45.5 y 182mM (fig.11), es similar al
testigo de esta misma cruza. Mientras que los organismos que recibieron
pretratamiento con CLF con las dos concentraciones diferentes de 45.5mM y 182mM y
que ademds, fueron irradiadas con neutrones a la dosis de 8.51Sv, mostraron una
marcada reduccion en cuanto a la frecuencia de manchas totales encontradas en las
alas de estos individuos respecto a su testigo iradiado de 34% para la concentracién
baja de CLF 45.5mM, siendo mayor la reduccién de las frecuencias de manchas
totales en los organismos que fueron pretratados con la concentracién alta de CLF
182mM llegando a reducir la frecuencia en un porcentaje de 49.6%.

En cuanto al comportamiento obtenido al utilizar una concentracion de CLF de 185mM,
la cruza ST registrd una disminucion en su frecuencia del 26 6% para manchas totales
en comparacidn con su testigo irradiado, Mientras que para la cruza BE el porcentaje
de reduccién con la misma concentracién fue del 43.6% también para manchas
totales, comparado con su raspectivo testigo irradiado.

Cuando comparamos los resultados obtenidos en la cruza ST, con los de BE {fig.12),
se observa que las frecuencias de mutacién espontanea son ligeramente mayores
para la cnza BE, presentandose este mismo comportamiento en los individuos que
fueron irradiados sin recibir pretratamiento de CLF. Este efecto es inverso cuando
comparamos las frecuencias abtenidas en los individuos expuestos al pretratamiento
con dos concentraciones diferentes de CLF 455 y 185mM mas iradiacion. E!
porcentaje de reduccién en la frecuencia del nimero total de machas para los
individuos de BE, que ademas recibieron pretratamiento con CLF a una concentracion
de 45.5mM antes de ser imadiados, es del 34% en comparacion con su respectivo
testigo irradiado, mientras que los valores obtenidos para la misma concentracion pero
de la cruza ST se observé un porcentaje de reduccion del 18.5%.
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FRECUENCIAS DE MUTACION Y
RECOMBINACION CRUZA ST Y BE
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Fig.12 Comparacion de frecuencias obteridas de los grupos de manchas de la curza estdndar y Oregon de
bioactivacion elevada, con dos concentraciones diferentes de CLF (clorofilina 45.5mM y 182mM) y CLF mas
irradiacion de B.51Sv a 1000KW, y sus respectivos testigos. Significado: CLF 45.5mM, tratamiento con clorofilina

a una concentracidn de 45.5mM; CLF 182mM, tratamiento con clorofiling a una concentracion de 182mM. Jir
iradiacion a T000KW, mut., mutacion; rec , Fecombinacion.
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Al comparar los resultados cbtenidos en ambas cruzas (ST y BE) para los grupos
imadiados, se pudo comprobar que no existen diferencias significativas,
determinandose las frecuencias de 2.98, 1.37, 0.46 y 4.81 para manchas chicas,
grandes, gemelas y totales en la cruza ST, mientras que en la cruza BE los valores
fueron de 2.68, 1.80, 0.73 y 5.22 respectivamente.

Tabla 6 CRUZA ESTANDAR SERRATIA

Efecto de neutrones témicos del reactor TRIGA Mark Ili de México a dos concentraciones
diferentes de clorofilina, con la cruza estandar con marcador serratia.

Niumero  Manchas Manchas Manchas Manchas
Tratamiento  de alas chicas grandes gemelas totales
m=2 m=5 m=% m=2
Testigo sin
Imadiacién y 120 0.40 (48) 0.01(1) 0.00 (0) 0.41 (49)
sin CLF
CLF 45.5mM 120 0.54 (65}i 0.03(4)i 0-00 (0} i 057(69i

CLF 182mM 120 0.55 (66)i 0.00(0)i 0.00(0)i 0.55(66) i

{rradiacién 120 1.39(167)+ 032(3N+ 0.00 (00) i 1.72 (206) +
8.515v

CLF 45.5mM
con [rradiacion 120 090 {108+ 021 (25)+ .00 (0) i L11¢133)+

CLF 182mM
con Irradiacion 120 0.87 (105)+ 025(30)+ 000 i 1.12¢135)+

Se analizaron 720 alas con alrededor de 25,000 células por ala. Abreviaturas: CLF, clorofiling;
+, positivo; -, negativo; i, no concluyente; m, factor de multiplicacién w, débil positive.
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CRUZA ESTANDAR Y ST CON MARCADOR SERRATIA

BCruza
estandar
Mut+Rec.

W|Cruza
estandar
semr Mut.

FRECUENCIAS

Fig.13 Compraracién entre la cruza estandar y ST con alas tipo sematia, con dos concentraciones diferentes de
CLF (Clorofilina 45.5mM y 182mM) y CLF mas imadiacion 8.515v a 1000kW, con sus respeclivos
testigos.Significado: CLF 45.5mM, tratamiento con clorofilina a una concentracién de 45.5mM; CLF 182mM,
tratamiento con clorofilina a una concentracion de 182mM; Irr. irradiacién a 1000kW, i, imadiado a 1000kW,
mt., mutacidn; rec.. recombinacion.
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Al comparar los resultados obtenidos de fa cruza ST con los individuos de {a misma
cruza pero con alas tipo serratia (Tabla 6 y fig. 13), encontramos que la frecuencia de
manchas en el testigo, no presenta ninguna variacién, para ambos grupos, este mismo
evento se observa en los individuos que recibieron pretratamiento de CLF a
concentraciones de 45.5mM y 182mM sin iradiacién. Para el testigo con iradiacién la
frecuencia de manchas totales se redujo en un 64% en los individuos con alas tipo
sematia, En tanto que para los individuos que recibieron pretratamiento de 45.5mM de
CLF antes de ser iradiados, fa frecuencia de manchas totales disminuyd en un 71%
comparado con la frecuencia obtenida con el mismo tratamiento pero con alas
nomales. Para manchas chicas y grandes en alas normales ia frecuencia fue de 2.15

y 1.33 reduciéndose en alas serratia a 0.90 y 0.21 para el mismo tipo de manchas.
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CRUZA DE BE CON LAS NORMALES Y ALAS TIPO
SERRATIA
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Fig. 14 Compraracion entre la eruza BE y BE con alas fipo serratia, con dos concentraciones diferentes de CLF
(Clorofilina 45.5mM y 182mM) y CLF mas irradiacion 8 51Sv 2 1000kW, con sus respectivos testigos Significado
CLF 45 5mM, tratamiento con clorofiling a una concentracion de 45 5mM; CLF 182mM, tratamiento con clorofilina

a una concentracion de 182mM; I irradiacion a 1000KW: irr. irradiado a 1000kW, mut., mutacion, rec.
recombinacion.
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Los individuos que recibieron pretratamiento de CLF al 185mM antes de ser irradiados,
disminuyeron su frecuencia de manchas totales en un 64%, mientras que para las
manchas chicas y grandes con alas normales los valores se redujeron de 1.75 y 1.34
respectivamente a 0.87 y 0.25 para ef mismo tipo de manchas pero con alas tipo
serratia.

Tabla7 CRUZA ALTA BIOACTIVACION CON MARCADOR SERRATIA

Efecto de neutrones térmicos del reactor TRIGA Mark Il de México a dos concentraciones
diferentes de clorofilina, con la alla bicactivacion con marcador serratia.

Tratamiento Namero  Manchas Manchas Manchas Manchas
de alas chicas grandes gemelas totales
m=2 m=5 m=5 m=2
Testigo sin
Irradiacidn y 120 0.56 (67) 0.04 (5) 0.00 (0) 0.60 (72)
sin CLF

CLF 45.5mM 120 087(10S)w  0.07(8)i 000(0)i 094113 w

CLF 182mM 120 082(9%)w  002(2)- 0.00(0)i 0.83(100) w
Trradiacién 120 19223+ 03744+  000(0)i  2.29(275)+
8.515v

CLF 45 SmM 120 1.34(161) + 0.25(30) + 0.00(0)i 1.59(191) +
con Irradiacion

CLF 182mM
con Iradiacion 120 128 (154)+ 02803+ 0.00 (0) 1 1.56(187) +

Se anatizaron 720 alas con alrededor de 25,000 células por ala. Abreviaturas: CLF, clorofilina;
+, positivo; -, negativo; i, no concluyente; m, factor de multiplicacion w, débil positivo.

Cuando se cbservan los resultados de frecuencias registradas por la cruza BE con
alas normales y los resultados de la misma cruza pero con alas serratia (Tabla 7 fig.
14), se observa un ligero aumento en la frecuencia de manchas originadas por
mutacién para las dos concentraciones diferentes de CLF mas irradiacion respecto al

testigo irradiado., El porcentaje de reduccion en ia frecuencia del testigo irradiado para
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alas tipo serratia es del 56% en comparacion con el testigo de alas normales. Para el
tratamiento de 45.5mM de CLF mas imadiacion el porcentaje de reduccidon en la
frecuencia de manchas totales fue del 53%, comparado con el mismo tratamiento pero
en alas normales. Mientras que para la concentracion de 185mM, las alas serratia

redujeron su frecuencia de manchas totales en un 40%, respecto al mismo tratamiento
pero con alas normales.

Cuando comparamos las cruzas ST y BE pero en ambas con alas serratia
encontramos que la frecuencia de mutacién es figeramente mayor en BE para las
manchas totales del testigo comparadas con las dos concentraciones del
pretratamiento. Se obtuvo una disminucion en la frecuencia de la cruza ST de 1.72
para e | testigo iadiado hasta 1.11 y 1.12 para las dos concentraciones diferentes de
CLF. En cuanto a ta cruza BE el testigo irradiado registrd una frecuencia de 2.29 para
el testigo imadiado para el mismo tipo de manchas y esta fue reducida hasta 159 y
1.56 para las dos frecuencias de los pretratamientos (fig 15).
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FRECUENCIA DE MUTACION
CRUZA ST Y BE CON ALAS NORMALES Y ALAS TIPO
_SERRATIA____ _ _
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Fig.15 Comparacion de las frecuencias oblenidas de los grupos de manchas de 1a cruza estandar y
Oregon de bioaclivacién elevada con dos concentraciones diferentes de CLF (Clorofilina 45.5mM y
182mM) v CLF mas irradiacion B8.51Sv a 1000kW, con sus respectivos testigos. Significado. CLF
45.5mM, tratamiento con clorofiling a una concentracion de 45.5mM; CLF 182mM., tratamienio con
clorofilina a una conceniracion de 182mM: Irr vradiacion a 1000kW; e irradiado a 000KW. mul.,
mutacion; rec . recombinacion.
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DISCUSION

La exposicion a radiacion por neutrones es un evento que se presenta tanto natural
como artificialmente, a nivel naturali esta presente por medio de la radiacién césmica y
a nivel artificial, en el area médica, donde se estan desarrollando nuevas técnicas y

procedimientos usando neutrones para radioterapia.

Los efectos producidos por los neutrones, se pueden dividir desde el punto de vista
microscépico, en la célula, o macroscdpico, en el organismo. Dentro de la célula esta
madificacion puede alterar su informacién genética como resultado de translocaciones,
inversiones, deleciones o duplicaciones (Azorin, 1992; Zambrano y Cejudo, 1998).

En recientes estudios se ha demostrado que el sistema SMART es sensible al dafo
inducido por neutrones y responde de una forma directamente proporcional a la dosis
de radiacion, asi como a la razén de dosis, por lo que puede ser empleado para
estudiar los efectos bioldgicos de estos mutagenos fisicos asi como también para la
identificacién de los mutagenos quimicas (Zambrano et al., 1998b).

Ademés de las fuentes de mutdgenos fisicos a las que estan expuestos los seres
vivos, existen ofras provenientes de la exposicion a quimicos, los cuales inducen
daflos genotoxicos a los individuos. Este tipo de mutagenos y carcindgenos se han
identificado basdndose, en algunocs casos, en el uso de pruebas microbianas.
Afortunadamente existen otras sustancias que disminuyen o anulan los efectos
genotéxicos de los mutadgenos, a eslos agentes se les conoce come antimutigenos.
Algunos forman parte naturai de la dieta humana e inhiben la mutagénesis y la
carcinogénesis y son muy imporiantes en la prevencidn del cancer. Son suslancias que
pueden ser obtenidas de los alimentos o sintetizadas por las células, que poseen actividad
inhibitoria sobre mutdgenos naturales o fabricados por e! hombre, como la clorofilina, la
cual es un derivado de la clorofila que se ha administrado a pacientes geridtricos para su
proteccion (Young y Beregi, 1980). Probablemente muchos de estos compuestos estan
incluidos en los sistemas de defensa de los organismos, protegiéndolos de los dafos a los

que estd expuesto constantemente el material genético y otros componentes de la célula.
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El término antimutagénico fue utilizado originalmente para describir aquelles agentes
que reducen la frecuencia o la tasa de mutaciones espontdneas o inducidas,
independientemente de los mecanismos involucrados. En ocasiones la determinacién
de un mecanismo proteclor resulta complicada ya que el efecto antimutagénico puede
producirse a distintos niveles (De Flora y Ramel, 1988),

Los mecanismos para inhibir los eventos de mutagénesis y carcinogénesis son
variados y dependen de la elapa en que intervienen en cada proceso, de los patrones

de modulacién y de las estrategias de defensa de!l huésped, entre otros (De Flora y
Ramel, 1988).

Los compuestos que actian extracelularmente son llamados desmutagenos y su
actividad se puede ubicar en diferentes niveles: 1) al inhibir la entrada de los
mutagenos o de sus precursores, 2) al interferir la formacion endbgena de mutigenos;
3) al desactivar mutdgenos (Kada ef al, 1982) y aquellos que pueden actuar
intracelularmente {Ramel ef al., 1986) o antimutagenos Kada et al., 1982), los cuales:

1) modulan el metabolismo; 2) bloquean moléculas reactivas; 3) modulan la replicacion
del ADN o la reparacion.

La CLF ha sido catalogada como una sustancia con propiedades antimutagénicas y
anticarciogénicas para mutidgenos indirectos, entre los cuales se incluyen las
aflatoxinas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, aminas heterociclicas, agentes
alquilantes (Arimoto et al, 1980a;1980b; Katoh et al, 1983, Terwel y Van der
Hovenen, 1985; Ong et a/., 1986,1889). La CLF atenua la genotixicidad de algunas

drogas tumorales como la ciclofosfamida, bleomicina y cisplatino.

También ha sido catalogada como una sustancia que puede ser efectiva para
contrarrestar los dafios producidos con mutagenos directos, como en el caso de S.
cerevisiae la cual aumento la supervivencia y disminuy6 ia frecuencia de mutaciones
inducidas por rayos X {Bronzetti ef af., 1990), y en Drosophila melanogaster donde se
logrd reducir el dafic provocado por rayos y {Zimmering et al.,1990; Olvera et al,

1983), por lo que también se esta proponiendo como una alternativa para tratar de
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reducir los dafios genélicos mutacionales y recombinacionales provocados por

neutrones.

Utilizando el bicensayo SMART se estudié el efecto modulador de la CLF sobre el
dafo inducido por neutrones de reactor midiendo las frecuencias de mutacién y
recombinacion ocurridas en las primeras etapas de! desarrollo larvario de Drosophifa
melanogasfer. Al graficar los datos ohtenidos por medio de este sistema encontramos
que para la primer muestra, donde se utilizoé la cruza ST, la frecuencia de manchas
para los organismos que unicamente recibieron pretratamiento con CLF a la
concentracion baja de 45.5 y alta de 185mM, no presentaron'aumento significativo
para manchas chicas, grandes, gemelas y totales. Por lo que respecta a la cruza BE
las larvas que dnicamente recibieron tratamiento con las dos concentraciones de CLF
455 y 185mM, tampoco registraron aumento alguno en las frecuencias de manchas
chicas, grandes, gemelas y totales, respecto al testigo que unicamente fue alimentado
con puré de papa Esto demuestra que estas concentraciones no afectan las
frecuencias de mutacion y recombinacién somaticas, tanto para la cruza ST como para

la BE ya que se obtuvieron frecuencias semejantes a la basal,

Al abservar las frecuencias de los individuos que tnicamente recibieron iradiacién, sin
pretratamiento con CLF, encontramos que estos resultados son semejantes, para las
cruza ST y BE, lo que nos confirma que la radiacion neutrdnica es un mutageno
directo, ya que el dafio genético se expresa inmediatamente (Garcia A. et a/,1999), y
no necesita metabolizarse. Si fuera un promutageno los valores de las frecuencias

serian mayores en la cruza BE que en la ST.

Mientras que el tratamiento quimico con el modulador se realizd a las 72h de edad
larval, la irradiacién con neutrones se llevo a cabo a las 96h, precisamente porque una
de las recomendaciones de Graf (1995) es que la edad optima para el tratamiento de
ias larvas es de 72h, sin embargo, a las 96h el tratamiento con radiacién es mas
eficiente para hacer estudios con moduladores. Esto se debe a que el blanco de la
radiacion, las célula imagales, a las 72h son pocas, alrededor de 487 céluias, sin

embargo en las larvas de 96h los discos imagales tienen mayor numero de células, por
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lo que se contd con blancos de mayor tamario que dan lugar a una frecuencia alta de
manchas aunque de tamafio pequerio (Zambrano ef af,, 1998a).

Cuando comparamos las frecuencias de los organismos que fueron sometidos a
irradiacion de la cruza ST, contra los organismos que previamente fueron tratados con
CLF a concentracidn baja de 45.5mM y concentracion alta 185mM, de la misma cruza,
observamos que la frecuencia de mutacién disminuye para las manchas chicas,
grandes gemelas y totales, lo que supone un efecto protector de ta clorofilina frente a
los darios inducidos por neutrones. De forma semejante a la encontrada por Olvera et
al., 1993 para radiacion y.

La cruza de BE también registré reduccién en la frecuencia de manchas chicas,

grandes, gemelas y totales, siendo mas evidente el efecto protector, cuando se utilizd
la concentracién de 185mM.

El hecho de haber obtenido un comportamiento semejante de frecuencias de manchas
chicas y gemelas, con las frecuencias de manchas totales es importante, porque
puede reflejar tanto e! momento en que se originaron las mutaciones, como el
fendbmeno bicldgico involucrado, ya que las manchas gemelas sélo se originan por
recombinacion mitstica (Garcia ef a/.,1999). Cuando el fenémeno biolégico se lleva a
cabo entre el centrdmero y el marcador fir. Se puede presentar recombinacién entre
los dos marcadores, mwh y fir, pero en este caso se generan dos células hijas, una de
las cuales es homocigota para el marcador mwh y dara origen a una mancha simple
con pelos multiples; |a otra célula tendra un fenotipo normal.

Con estos resultados obtenidos podemos confirmar que la CLF ejerce un efecto
protector hacia mutagencs directos como son los neutrones y que el grado de
eficiencia de este compuesto esta en funcion de la concentracion que se utilice ya que
a mayor concentracion, su efecto es mayor. Sin embargo, Chemomorsky en 1997
encontrd que la CLF a concentracion alta presenta un efecto citotéxico en células
tumorales inducidas por dimetilhidrazina y a concentracion baja actua como un agente
citostatico en colon de rata. Una de las razones por las que el efecta de la CLF no es
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el mismo en varios experimentos, puede ser debida al grado de pureza de la misma,
ya que en pruebas realizadas a diferentes lotes por medio de cromatografia liquida de
alta eficiencia { HPLC) se ha encontrado que la pureza no es la misma. Porlo cual es
conveniente realizar estudios previos de pureza a la clorofilina, para disminuir errores
en los resultados. Otra de las razones por las que la CLF presenta diferentes
respuestas en diversos estudios, podria deberse a la localizacion de la misma en el
momento que se presentan los eventos mutacionales, ya que puede encontrarse en

mitocondrias, lisosomas, membranas o en el nlcleo de las células.

Las frecuencias de mutacién y recombinacion obtenidas en la cruza BE que se
sometieron al pretratamiento con CLF antes de ser irradiados, muestran mayor
disminucién en la frecuencia de mutacion y recombinacién que las obtenidas en la
cruza ST, lo que indica que la CLF podria estar ejerciendo un mayor efecto de
proteccion del ADN contra los dafios provocadas por neutrones, posiblemente debido
a la presencia de niveles elevados de las enzimas del citocromo P-450.

Los datos obtenidos en las cruzas ST con moscas portadoras del marcador sematia,
es decir, individuos con balanceador heterocigoto (iPfTM3, Bd®), muestran que en
presencia de CLF se reduce la frecuencia de mutacion inducida por neutrones, sin
embarge la frecuencia de manchas para las muestras pretratadas con dos
concentraciones diferentes de CLF 45.5mM y 182mM, no es diferente. Este mismo
comportamiento se abservé en la cruza de BE para el mismo tipo de manchas. Lo que
podria significar que la CLF ejerce sus mecanismos de accién en el momento de la
recomhbinacién, ya que es esta etapa donde se puede observar que el efecto protector

de la CLF, estd en funcidn de la concentracidn.

La cruza BE se caracteriza por que puede activar promutigenos via el camino
metabélica dependiente del citocromo P-450, esta cruza se emple6 para observar el
comportamiento de la CLF en combinacion con un mutageno directo como los
neutrones, los cuales no requieren del metabolismo que involucra a las enzimas del

citocromo P-450 para inducir dafios en el ADN.
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Estudios anteriores han mencionade que la CLF inhibe la accién de fas enzimas del
citocromo P-450 (Yun et al, 1995, Reddy ef al, 1999), lo que en nuestro estudio
provocaria que las frecuencias de mutacién obtenidas para la cruza BE fueran
similares a las de la cruza ST, ya que al inhibir la accion de las enzimas del citocromeo
P-450 el metabolismo de la cruza BE seria reducido llegando a ser quizas, similar al
de la cruza ST. Sin embargo, los resultados obtenidos mostraron que las frecuencias
registradas en la cruza BE son menores, esto podria deberse a la presencia de una
cantidad mayor de enzimas de! citocromo P-450.

El paso de la CLF por el tracto digestivo provoca que esta se ponga en contacto
directo con las enzimas del citocromo P-450, en donde participan un amplio grupo de
isoenzimas que metabolizan gran variedad de compuestos lipofilicos endégenos o

exdgenos, representada por una monooxigenasa externa y catalizada de acuerdo a la
siguiente reaccion:

NADP +H' +0,+SH —— 5 NADPH+ HO + S-OH

Donde S, es el sustrato y representa un esteroide, acido grase o cualquier compuesto
quimico que tenga un grupo alcano, alqueno, anillo aromatice o heterociclico, el cual
puede servir como sitio de reaccion para que se produzca la oxigenacion. La reaccion
es conocida como una monocoxigenacion en a cual solamente uno de los dos atomos

de oxigeno molecular es incorporado al sustrato y el otro pasa a formar agua (Murillo,
1997).

Si esta ecuacién la adaptamos a la estructura quimica de la clorofilina, la cual
conocemos de antemano que presenta ramificaciones con grupos alcanos y alquenos
entre otros, podriamos encontrar que al ponerse en contacto con las enzimas del

citocromo P-450 y participar en el metabolismo, se podria presentar la siguiente
reaccion;
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R-CH=CH, + NADP + 2H + 0, » NADPH + H,0 + R-CH=CH
Sn
RCH=CH +2H . R-CH=CH; + H;0
OH

Lo que demostraria que la clorofilina podria modificarse al ser metabolizada cuando
entra en contacte con fas enzimas del citocromo P-450, provocando un aumento en la

capacidad de la CLF para atrapar radicales libres, disminuyendo asi {os danos
inducidos por los neutrones al ADN.

Con estos resultados podriamos considerar una nueva hipotesis sobre el mecanismo
de accidn posible de la clorofilina, que seria, la capacidad de aumentar sus efectos

protectores al ser metabolizada, ademas de ios ya citados por la bibliografia, ios
cuales mencionan los siguientes mecanismos:

a)

b)

Desactivacion de mutagenos por formacion de complejos entre ellos (Hayatsu et
al., 1993; Dashwood, 1998} En nuestro estudio no es posible, ya que e mutageno
utilizado para provocar dafio genético, penetra directamente a las células en forma
de particulas, sin embargo otros autores encontraron que ta CLF participa como un
agente bloqueador sobre el dafic al ADN, debido a la alteracién precisamente

entre el carcindgeno y el inhibidor, actuando como un interceptor molecular in vivo
{Dashwood et al., 1998).

Captura de radicales libres y especies de oxigeno reactivo (Hadnagy y Seemayer
en 1998; Kumar, 1998). Este mecanismo de accién es comprobado parcialmente
en el presente estudio ya que cuando el organismo es expuesto a casi cualquier
tipo de radiacién, estos provocan cambios o pérdida de bases, ruptura de ias
cadenas de ADN, ruptura de enlace de hidrogeno, etc., dando como consecuencia
el aumento de iones alrededor de la molécula, provocando un aumento de dario
genético. En nuestros resultados observamos que en la cruza ST los darios
provocados por los neutrones disminuyeron en forma significativa y esta
disminucién estd condicionada a la concentracion, ya que al aumentar la
concentracion de CLF ¢! dafio ocasionado es menor.
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c) Transformacion enzimatica de mutagenos al inhibir la accién de las enzimas de! P-
450, provocando 1a no activacion de promutagenos. (Yun, 1995; Negishi et al,
1989). Esta accion de la CLF no fue confirmada, porque en nuestro experimento
se utilizd un mutageno directo que en este caso fueron neutrones, sin embargo se
obtuvo una disminucién en la frecuencia de mutacién tante para la cruza ST como
para la cruza de bioactivacion elevada,

El hecho de que en la ¢ruza de Bioactivacion elevada las frecuencias de mutacion y
recombinacién registraran una disminucién mayor que en la cruza ST es muy
significativo ya que muestra que la CLF ejerce un mayor efecto de proteccién al

momento de aumentar su grado de metabolizacion.

Considerando estas afirmaciones encontramos que la CLF tiene respuestas muy
diferentes de acuerdo al tipo de mutdgeno con el que esté actuando, y esto
probablemente podria deberse a las caracteristicas de la misma, las cuales mencionan
que la CLF puede presentar un efecto protector sobre diversos agentes cancerigenos
y mutagénicos, tanto de accion directa como indirecta (Zimmering ef al., 1990). Se ha
encontrado que las porfirinas se acumulan preferentemente en células tumorales
{(Dashwood et af,, 1998). En algunos casos el tipo de respuesta esta condicionado ala
concentracion que se ulilice, ya que como se menciond en ciertos estudios
{Chemomorsky ef al., 1997), se ha comprobado que la CLF a bajas concentraciones
actia como un citotéxico en células de mieloma y con altas concentraciones es
citocidico. De acuerdo a nuestros resultados podemos establecer que el bioensayo
SMART puede emplearse en estudios con moduladores quimicos del dafio inducido
por neutrones, ya que como se obhservé el dafio producide por esta radiacion
particulada fue modificado ¢ modulado por la presencia de un agente quimico como la
CLF. En este caso el efecto de la CLF redujo los danos inducidos, es decir, actud
como un antimutagénico. Sin embargo en otros casos se ha observado que la
presencia de una sustancia quimica con Boro, como las porfirinas, pueden potenciar e!
efecto causado por los neutrones. Este sinergismo se ha empleado para cierto tipo de
radioterapia de pacientes con el proposito de disminuir las células malignas de
tumores profundos localizados en cerebro.  Usando precisamente este tipo de

radiacién se logra destruir a 1as células cancerigenas localizadas en ese drgano, sin
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dafar a las células sanas que se encuentran en la periferia de los gliomas. Los
estudios con modutadores de los dafos inducidos por radiacién, son relativamente
mas completos que los realizados empleando (nicamente radiacion, debido a que los
seres vivos estan expuestos a mutdgenos fisicos y quimicos en su medio ambiente.
Aun asi, es dificil igualar en el laboratorio condiciones semejantes a las que se
presentan en los seres vivos, ya que en organismos completos podemos obtener
diferentes respuestas, las cuales son debidas a varios factores que son dificiles de
controlar en le laboratorio. Esto se confirma al hacer estudios con otros moduladores
del dafio producido por neutrones en donde se ha visto, un efecto antimutagénico in
vivo pero no in vitro (Zambrano ef al., 1999).

Este tipo de estudios abre la posibilidad de modificar |2 respuesta de la exposicién
humana a carcinbégenos, precisamente por el uso de estas parfirinas, las cuales
generalmente son constituyentes de la dieta y que son recomendables para ejercer un
efecto protector contra diversos tipos de cancer.
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CONCLUSIONES

¢+ La frecuencia de mutacion espontanea es ligeramente mayor en la cruza de alta
bicactivacién que en la cruza estandar

+ Las concentraciones de clorofilina de 45.5 a 182mM modifican las frecuencias de
mutacidon y recombinacion espontaneas

+ La clorofiina ejerce un efecto radioprotector contra los dafios inducidos por
neutrones térmicos de reactor tanto en la cruza ST como en ia de BE

+ El efecto protector de la clorofilina es dependiente de la concentracién de esle
modulador, tanto en la cruza ST como en la BE

+ El efecto protector de la clorofilina es mayor en la cruza de Drosophila que posee
una capacidad metabdlica aumentada ’

¢ Encontramos cuatro diferentes porcentajes de antimutagenicidad:

Cruza ST concentracion baja (45.5mM) con porcentaje de inhibicion del 18%

Cruza ST .o alla {182mM) - - 27%
Cruza BE . baja (45.5mM) * . 34%
Cruza BE - alta (182mM) “ . 50%

65



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

BIBLIOGRAFIA

Alonso M y Finn EJ. (1970). Fisica Fondo Educativo interamericano. 2: 791-795.

Arimoto S, Ohara Y, Namaba T, Negishi T y Hayatsu H. (1980a). Inhibition of the mutagenicity
of amino acid pyrolysis producls by hemin and other biclogical pyrrole pigments.
Biochem. And Biophys. Res. Comm. 92: 662-668.

Arimoto S, Negishi T y Hayatsu H. (1980b). Inhibitory effect of hemin on the mutagenic adlivities
of carcinogens. Cancer Letl. 11: 29-33.

Arimoto S, Fukuoka S, Itome Chiho A y Nakano H. (1993). Binding of polycyclic planar
mutagens to chlorophyllin resulting in inhibition of ihe mutagenic activity. Mutation Res.
287: 293-305.

Ayaki T, Fujikawa K, Ryo H, toh T y Kondo S. (1990). Induced rates of milotic crossing over
and possible mitotic gene conversion per wing anlage cell in Drosophila melanogaster
by X rays and fission neutrons. Genetics. 126: 157-166.

Azorin NJ. (1992). Proteccidn radiotégica ill. Efectos Biologicos. Serie de divulgacion técnico-
cientifica. 8-19pp,

Azorin NJ. (1997). Introduccibn a la fisica nuclear. Ediciones Cientificas AZVEG. México.
240pp.

Baars AJ, Bliejleven WGH, Monh GR, Natarajan AT y Breimer DD. {1980). Preliminar sludies
on the ability of Drosophifa microsomal preparations to activale mutagens and
carcinogens. Mutation Res. 72: 257-264.

Breinhott V, Arbogast D, Loveland P y Pereira C. {1999). Clorophyllin chemoprevention in trout
initiated by aflatoxin B, bath treatment: an evaluation of reduced bioavailability vs. target
organ protective mechanisms. Toxicology and Pharmacology. 158; 141-151,

Bronzetti G, Galli A y Della Croce C. (1990). Antimutagenic effects of chlorophyllin. (En:
Antimutagenesis and Anticarcinegenesis Mechamism |l. Kuroda Y, Shankei D y Waters
M., Eds), Plenum Press. New, EUA. 463-468.

Buergi E. (1943). Porphyrins in the healing of wounds. JAM.A 121: 1237-1943.

Chemomorsky, S. (1993). Chlorophyliin copper complex; Quality Control. J. Soc. Cosmet.
Chem, 44: 235-238.

Chemomorsky S, Rancourt R, Virdi K y Segelman A. {1997). Antimutagenicity, cytotoxicity and
composition of chlorophyllin copper complex. Cancer Lett. 120 141-147.

Chung WY, Lee JM, Park MY, Yook J], Kim J, Chung AS, Surh YJ y Park KK, {1999). Inhibitory
effects of chiorophylin  on 7,12-dimethylbenz[alantracene induced bacterial
mutagenesis and mouse skin carcinogenesis. Cancer Lett. 145: 57-64.

Dapkus J y Memell DJ. (1977). Chromosomal analysis of DDT resistance in a long-tenm
selected population of Drosophila melanogaster. Genelics. 87: 685-697.

66



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

Dashwood R, Brinhalt V y Bailey G. (1991). Chemopreventive properties of chlorophyllin:
inhibition of aftatoxin B1(AFB1)-DNA binding in vivo and anti-mutagenic activity against
AFB1 and two helerocyclic amines in the Salmonefla mutagenicity assay.
Carcinogenesis. 12: 939-942.

Dashwood R y Guo D. (1992a). Inhibition of 2-amino-3-metylimidazo(4,5-f)quinoline (1Q)-DNA
bindfing by chloraphyliin: studies enzyme inhibition and molecular complexformation.
Carcinogenesis. 13: 1121-1126.

Dashwood R y Liew Ch. (1992b). Chlorophyllin-enhanced excretion of urinary and
fecalmutagens in rats given 2-amino-3-methylimidazo(4,5-fquinoline. Environ. And Mol.
Mutagen. 20: 199-205.

Dashwood R, Negishi T, Hayatsu H y Breinholt V. (1998). Chemopreventive properties of
chloropylls towards aflatoxin B1: a review of the antimutagenicly and
anticarciongenicity data in rainbow trout. Mutation Res. 399 245-253,

De Flora S y Ramel C. (1988). Mechanisms of inhibitors of mutagenesis and carcinogenesis.
Classification and overview, Mutation Res. 202: 285-309,
Delfin A, Paredes L, Guzman J y Zambrano F. (1998a). Cuantificacidn de dosis equivalente
originada por neutrones en D, mefanogaster. Genelics Mol. Biol. 21 {supl, 3); 60.

Delfin A, Paredes L, Zambrano F y Guzman J, {1998b), Determinacién de la dosis equivalente
por neutrones en Drosophila melanogaster. Memorias X Congreso de la Soc. Nuc.
Mex. Oaxaca de Juarez, Oax. México. 155-162

Delfin-Loya A, Paredes-Gutiémez L, Zambranoc-Achirica F, Guzmén-Rincén J y Urefa-Nufiez F.
(2000). Genetic effects induced by neutrons in Drosophila melanogaster. |.
Determination of equivalent dose. Radiation Res. En prensa

Demerec M y Kaufmann BP. (1975). Introduccién a ta genética y citologia de Drosophila
melanogaster. México. 56pp.

Dominguez AC. (1998). Curso de proteccidn radioldgica y Seguridad Radiolégica en el
Diagndstico Médico con Rayos X. ININ. 24-26.

Frei H y Wiirgler FE. (1988). Statistical methods to decide whether mutagenicity test data from
Drosophila assays indicate a posilive, negative or inconclusive result. Mutation Res.
203: 297-308

Frei H. (1994). Statistical analysis of data from somatic mutation and recombination tests. Rev.
Int. Contam. Ambient. 10 (supl. 1): 9 - 14.

Garcia A, Guzmén J, Zambrano F, Paredes L y Delfin A. (1999). Evaluacién del efecto
antimutagénico de la clorofitina sobre el dafo inducido por neutrones de reactor en
Drosophila melanogaster. Reunion Intemacional Conjunta de la Seccidn Latinpamericana
de la American Nuclear Society. Acapulco, Gro. México. 61-67. Jul.

Garcia-Barajas A, Zambrano F, Guzmén J, Paredes L y Delfin A, (1999), Efeclo antigenotéxico de
la clorefilina sobre los daiios inducidos por neutrones de reactor. V Concurso del Cartel
Cientifico. Universidad Auténoma Metropolitana—iziapalapa. IX Semana de Biologia
Experimental. Academia de la Investigacion Cientifica. UAM. Iztapalapa; D.F. Oct,

67



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

Garcia-Bellido A y Meniam JR. {1971). Parameters of the wing imagal disc development of
Orosophifa melanogaster. Dev. Bio. 24: 61-87.

Graf U, Wiirgler FE, Katz AJ, Frei H, Juon H, Hall CB y Kale PG. (1984). Somatic mutation and
recombination test in Drosophifa melanogasfer. Environ. Mutagen. 6: 153 - 188.

Gruskin, B. (1940). Chlorophyllin, its therapeutic place in acute and supparative disease. Am. J.
Sung. 49: 49.

Guzman RJ, Wirgler FE y Vogel EW. (1990). Training course on Drosophila somatic
genotoxicity assays in Mexico. Mutation Res. 234: 107-109,

Guzmén-Rincén J y Graf U. (1995). Drosophila melanogaster somatic mutation and
recombination test as a biomonitor. {(En®: Biomonitors and biomarkers as indicators of
enviromental change, Butterworth et al, Eds.) Plenum Press. New.York. 12: 169-181.

Guzmén 4, Zambrano F, Paredes L, Delfin A y Quiroz C. (1998). Andlisis de la relacién entre las
frecuencias de mutacion y recombinacion somadticas inducidas por neutrones y la edad de
las larvas en D. melanogaster. Memorias del VHI Congreso Técnico Cientifico ININ-SUTIN.
Salazar, Edo. de México. México. 239-244.

Hadnagy W y Seemayer N. (1988). Antimutagenicity of chlorophyllin against airbome pollutans.
Mutation. Res. 205: 205-206.

Hillstrdm | y Blank A. (1985). Genelic variation in cytocrome P450 system in Drosophila
melanogaster. 1 Chromosomal determination of some cytocrome P450-dependent
reactions. Chem,. Biol. Interacctions. 56; 157-171.

Marttig U, Bailey G. (1998). Chemoprotedtion by natural chloropylls in vivo: inhibiticn of
dibenzo{a,/lpyrene-DNA adducts in rainbow trout liver. Carcinogenesis. 19, 7: 1323-
1326.

Hayashi T, Schimerlik M, Bailey G. {1999). Mechanisms of chlorophyllin anticarcinogenesis:
dose-responsive inhibition of aflatoxin uptake and biodistribution foliowing oral co-
administration in rainbow trout. Toxicology and Applied Pharmacology. 158: 132-140.

Hayatsu H, Negishi T, Arimoto S y Hayatsu T. (1993). Porphyrins as potential inhibitors against
exposure to carcinogens and mutagens. Mutation Res. 290: 79-85.

Harrison J, Levin S y Travin B. (1954). The safety and fate of potassium sodium copper
chlorophyllin and other copper compounds. J. Amer. Pham, Assoc, 43; 722-737.

Hodgson E y Randy R. (1991). !nsect cytochrome P-450 (En: Molecular aspect of
monooxigenases and bioactivation of toxic compounds. E. Arinc, J.B. Shenkman y E.
Hodgson, Eds.). Plenum Press Nato Series. 202: 75-91.

Imat K, Aimote T, Sato M, Walanabe K, Kimura R y Muraia T, (1986), Effects of sodium
metallochlorophyllins on the adivity and components of the microsomal drug
metabolizing enzyme system in rat liver, Chemn, Pharm. Bull, 34: 4287-4293.

Johnson H y Tutiah. (1985). La radiacion es parte de nuestra vida. Series de Informacidn
Nuctear ININ Whiteshell Nuclear Res. Establishment. 79-86.

68



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

Kada T, Inoue T y Maniki N, (1982) in: E.J. Klekowski (Ed.), Environmental Mutagenesis and
Plant Biclogy, Praeger, New York, 1988: 137-151

Katoh Y, Nemoto N, Tanakata M y Takayama S. (1983). Inhibition of benzo[a]pyrene induced

mutagens in Chinese hamster V79 cells by hemin and related compounds. Mutation
Res. 121: 153 -157.

Kephart J. (1955). Chlorophyll derivatives: their chemistry, commercial preparation and uses.
Economic Botany 9: 3-38.

Kimm S, Tchai B, Park S y Jikang S. (1982). Antimutagenic aclivity of chlorophyli to direct and
indirect-acting mutagens and its conlents in vegetables. Korean J. Biochem. 14: 1-7

Kumar S, Chaubey R, Devasagayam T y Priyadarsini K. {1999). Inhibition of radiation-induced

DNA damage in plasmid pBR322 by chlorophyllin and possible mechanism(s) of action.
Mutation Res. 425: 71-79.

Lai CN, Dabney BJ y Shaw CR. (1978). Inhibition of in vitro metabolic activation of carcinogens
by wheat sprout extracts. Nutrition and Cancer, 1: 27-30.

Lai C, Butler M y Matney T. (1980). Antimutagenic activilies of common vegetables and their
chlorophyll content. Mutation Res. 77; 245-250.

tee WR, Abrahamson S, Valencia R, von Halle ES, Wiirgler FE y Zimmering S. (1983). The

sex linked recessive fethal test for mulagenesis in Drosophila melanogaster. Mutation
Res. 123: 183-279.

Lindsley DL y Zimm GG. (1990). The genome of Drosophila melanogaster. Dros. Inform. Serv.
68: Part 1.

Mendiola—Cruz y Morales-Ramirez P. (1989). Effect of pretrélament with cysteamine on y -

radiation-induced sister chromatid exchanges in mouse bone mamow cells in vivo.
Radiation Res. 118: 131-138.

Morales-Ramirez P y Garcia~Rodriguez M. (1894), in vivo effect of chiorophyllin en gamma ray-

induced sister chromatid exchange in murine bone mamow cells. Mutation Res. 320:
329-334.

Morita K, Hara M y Kada T. (1978). Studies on natura! desmutagens screening for vegetables

and fruit factors active in inactivation of mutagenic pyrolysis products from amino acids.
Agric. Biol. Chem. 42: 1235-1238.

Murillo S. (1997), Efecto de la capacidad de induccion de la actividad metabélica del etanol y
del cicloexanol frente al dafio producido por la N,N-dimetilnitrosamina en Drosophila
melanogaster. Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM. México. 5-16.

Nebert DW y Gonzalez FJ. (1984). Citochrome P-450 genes and their regulation. Symp. Mol
Cell Biol. 19: 309-329.

Nebert DW y Gonzalez FJ. (1987). P-450 Genes. Structure, evolution and regulation, Annu.
Rev. Biochem. 56: 945-993,

69



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

Negishi T, Arimoto S, Nishizaki C y Hayatsu H. (1989). Inhibitory effect of chlorophyliin on the
genotixicity if 3-amino-1-methyl 5H-pyrido: 4,3-biindole (Trp-P-2). Carcinogenesis, 10:
145-149.

Negishi T, Rai H y Hayatsu H, (1997). Antigenotoxic activity of natural chlorophylis, Mutation
Res. 376: 97-100.

Newmark H. (1987). Plant phenolics as inhibitors of mutational and precarcinogenic events.
Can. J. Physiol. Pharmacol. §5: 461-466.

Nothinger R. (1970). Sucrose density separation: a method for collecting farge numbers of
Drosophila larvae. Dros. Inform. Serv, 45: 117,

Ohyama S5, Kiyamori H, Kawano T, Yamada T, Inamasu M, Ishizaea E Ishinishi N. (1987).
Ingestion of parsley inhibits the mutagenicity of male human urine following
comsumption of fried salmon, Mutation Res.192; 7-10.

Olvera O, Zimmering S. Arceo C y Cruces M. (1993). The protective effects of chlorophyllin in
treatment with chromium V1 oxide in somatic cells of Drosophila. Mutation Res. 301:
201-204.

Ong T, Whong W, Stewart J y Brockman H. {1986). Chlorophyllin: a potent antimutagen against
environmental and dietary complex mixtures. Mutation Res. 173: 111-115,

Ong T, Whong W, Stewart J y Brockman H. {1989). Comparative antimutagenicity of 5
compounds against 5 mutagenic complex mixtures in Salmonelfa typhimurium strain
TA98. Mutation Res. 222: 19-25.

Parke DV, loannodes C. y Lewis DF. (1991). The role of the cytochromes P450 in the
detoxificacion and activation of drugs and other chemicais. Can. J. Physiol. Phamacol.
69: 537-549.

Ramel C, Alekperov UK, Ames BN, Kada T y Wattenberg LW. {1986) Inhibitors of mutagenesis
and their relevance to carcinogenesis, Mutation Res. 168: 47-85,

Ramirez VP. (1999). Evaluacidn antigenotdxica del 4cide ascorbico, dlorofilina y acido retinoico
ante el condenzado de humo de cigarro y dos de sus componentes en células
somaticas de Drosophila melanogaster. Facultad de Ciencias. UNAM. México. 95pp.

Ramos MP, Abundis HM, Gayton JC, Ordaz MG, Orozco PG, Maldonado J, Herndndez J,

Gonzalez E, Reyes P, Galicia E y Mudoz JA. (1993). Manual de laboratorio de genética
para Drosophila melanagaster. Mc Graw-Hill. México. 131pp.

Reddy AP, Harttig U, Barth M y Baird W. (1999). Inhibition of dibenzo[a,/] pyrene-induced multi-
organ carcinogenesis by dielary chlorophyllin in rainbow trout. Carcinocgenesis. 20, 10:
1919-1926.

Raobins E y Nelson R. {(1989). Inhibition of 1,2-dimethylhydrazine-induced nuclear damage in rat
colonic epithelium by chlorephyllin. Anticancer 9: 185-986.

Romern L, Curvall M y Jenssen D. (1882), Chlorophyllin is both a positive and negative modifier
of mutagenicity. Mutagen. 7. 349-355.

ESTA TESIS NO SALY
DE LA BIBLIOTECA o



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

Sankaranarayanan K y Ferro W. (1985). Studies on mutagen-sensitive strains of Drosophila
melanogaster. VIl Furter data on differences between Canton-S and ebony sirains with
respect to matemal effects for the X-ray induction of autosomal translocations and ring-
X chromosome losses in mature spermatozoa, Mutation Res. 150: 225-234.

Sato M, Imai K, Kimura R y Murata T. (1984). Effects of sodium copper chiorophyllin lipid
peroxidation. Vi. Effect of its administration on mitochondrial and microsomal lipid
peroxidation in rat liver. Chem. Pham. Bull. 32: 716-722.

Smith L y Sano M. (1944). Chlorophyll: an experimentai study of its water-soluble derivatives.

IV. The effect of water-soluble chiorophyll derivates and other agents upon the growth
of fibroblast in tissue culture. J, Lab. Clin, Med. 29: 241-2486,

Terwet y Van der Hoeven J. (1985). Antimutagenic aclivity of some naturally occurring

compounds towards cigarette-smoke condensate and benzo(a)pyrene in the Salmonetfa
microsome assay, Mutation Res. 152: 1-4.

Vogel EW y Zijlstra JA. (1987). Mechanistic and methodolegical aspects of chemically induced

somatic mutation and recombination in Drosophifa melanogaster. Mutation Res. 182:
243-264,

Wamer JR, Nath J y Ong TM. (1991). Antimutagenic siudies of chlorephyllin using the
Saimonelia arabinose-resistant assay system. Mutation Res. 262; 25-30.

Wirgler FE y Vogel EW. (1986). In vivo mutagenicity testing using somatic cells of Drosophila
melanogaster. (En: Chemical Mutagens. Principles and Methods for Their Detection de
Serres FJ., Ed.). Vol. 10, New York; Plenum. 1-72,

Young R y Beregi J. (1980). Use of chlorophyllin in the care of genatric patients. J. Am.
Geriatrics Soc. 28: 46-47.

Yun Ch, Jeong H, Jhoun J y Guengerich F. (1995). Non-specific inhibitien of cytochrome P450

activilies by chlorophyllin in human and rat liver microsomes. Carcinogenesis. 16 6:
1437-1440.

Zambrane F, Guzman J, Paredes L y Delfin L. (1998a). Influencia de la edad larval en la
induccién de ia mutacidn y recombinacién somaticas con neutrones de reactor. en el
sistemna SMART de Drosophila melanogaster. Genet. Mol. Biol. Supp. 213: 61.

Zambrano F, Guzman J, Paredes L, Delfin A y Garcia-Barajas A. (1998b). Determinacitn de las
frecuencias de mutacidn y recombinacién somiticas inducidas por neutrones de reacor

en Drosophila melanogaster. Memorias del VIIE Congreso Técnico Cientifico ININ-SUTIN.
Salazar, Edo. de México. México. 245-250,

Zambrano A y Cejude J. (1998d). Efectos bioldgicos causados por la radiacién ionizante.
Cursos de proteccibn radioldgica para profesionistas. ININ. México. 72-80.

Zambrano F, Guzman J, Garcia A, Paredes L, y Delfin A. (1999). Antimutagénesis de moduladores
quimicos contra el dafio inducido por neulrones témicos de reactor. Memorias del 1X
Congreso Técnico Cientifico ININ-SUTIN, Salazar, Edo. de México. México. 226-233.

Zimmering $, Olvera O, Hernandez M, Cruces M, Arceo C y Pimente! E. (1990). Evidence for
aradioprotective effect of chlorophyilin in Drosophila. Mulation Res. 245: 47-49.

7l



Tesis de Licenciatura ININ-CONACYT

ANEXOS

5.1 Preparacidn de medio de cultivo y de soluciones

5.2 Preparacién de medio de cultivo

Medio de cultivo mejorado
para preparar 3 litros

Agua destilada 2500m|
Agar en polvo 579
Harina de maiz 132g
Sacarosa S0g
Dextrosa 769
Levadura de cerveza 1059
Agua para levadura 450ml
Acido propiénico’ 15mi
Nipagin *(12.5%) 15ml

' Ei 4cido propionica y el nipagin se uliizan como agentes inhibidores del crecimiento de
hongos y bacterias impidiende asi la contaminacion de los cultivos.

Colocar en un recipiente 2500m| de agua destilada, agregar 57g de agar en polvo,
1329 de harina de maiz, 90g de sacarosa y 768g de dextrosa, calentar al fuego al
tiempo que se esta agitando hasta que se mezcle perfectamente. Al momento de
hervir, agregar 105g de levadura de cerveza previamente disuelta en 450ml de agua
destilada, dejario hervir a fuego moderado per 20min. Cuando la mezcla baje su
temperatura hasta 55°C agregar 15m! de acido propidnico y 15mi de nipagin al 12.5%,
mezciar perfectamente y vaciar aproximadamente 30ml en frascos lecheros de % litro,
tapar con tapones de hule espuma. Tanto los frascos como los tapones deben estar
limpios y esterilizados antes de ser utilizados. La esterilizacidon debe hacerse en un
homo a temperaturas de 75°C, 100°C y 125°C durante periodos de 3h, 40min o 30min

respectivamente.
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5.3 Preparacion de Solucién de Faure.

Mezclar 30g de goma arabica, 20ml de glicercl, 50g de cloral hidratado y 50m! de agua

destilada, calentar un poco para disolver perfectamente los componentes y dejar
reposar por 24h.

5.4 Preparacién de solucién de sacarosa al 20 %

Pesar 2009 de sacarosa en una balanza granataria, colocarda en un matraz

Erdenmeyer de 1000ml, agregar agua destiada agitando para disolverla, hasta
completar 1000mt.

5.5 Preparacion de solucién de sacarosa al 4 %

Pesar 2g de sacarosa en una balanza granataria, colocar la sacarosa en un matraz

Erenmeyer de 50mi, agregar agua destilada agitando para disolverla, hasta completar
50ml.

5.6 Preparacidn de solucién de nipagin al 12.5%

Pesar 12.5g de nipagin en una balanza granataria y colocarlos en un matraz aferado
de 1000ml, agregar etanol de 96’ agitando hasta disolvero y aforar,

5.7 Preparacién de levadura para agregar a la superficie del medio de cultivo
contenido en frascos lecheros de 1/4

Mezclar levadura en polvo, azicar y unas gotas de agua agitando vigorosamente,
hasta que {a mezcla quede ligeramente pastosa, posteriormente agregar un poco de
ésta en la superficie de los frascos con medio de cultivo,
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5.8 Proliferacién de moscas

Para la obtencién de un buen nimero de moscas, es necesario colocar un grupo de
aproximadamente 50 moscas entre hembras y machos, de las tres lineas por
separado, en frascos que contengan medio de cultivo y un poco de levadura en pasta
sobre la superficie del mismo. Estas moscas seran conservadas a 25°C y 65% de
humedad y ser trasvasaran cada tercer dia, en frascos con el mismo tipo de medic de
cultivo. Los frascos donde fueron retiradas las moscas se conservaran bajo las
mismas condiciones de laboratorio, ya que el medio estara llenos de huevecillos, los
cuales tardaran de 11 a 14 dias para completar su desarrolio.

5.9 Sexado de moscas

Es fundamental contar con hembras virgenes al hacer las cruzas experimentales entre
moscas pertenecientes a fineas diferentes.

Como regla, -las hembras no son fecundadas antes de las primeras doce horas
después de emerger, de manera que si todas las moscas son retiradas de la botella de

cuitivo, las hembras colectadas en las 12 horas siguientes tendrén una buena
probabilidad de ser virgenes.
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