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Introducci6n 

Actualmente en nuestro medio ambiente se encuentra di 

fundido un número bastante elevado de compuestos quimicos de to 

da indole, los cuales pueden ser incluidos en diferentes cate-­

gor1as: aditivos de alimentos, plaguicidas, cosm~ticos, drogas 

farmacéuticas, productos industriales diversos, contaminantes -

del agua y del aire. 

A todas estas sustancias nos vemos expuestos en mayor 

Q menor grado por diferentes razones (médicas, laborales, am-­

bientales, etc.), y en ocasiones la exposición a las mismas re­

sulta prolongada o cr6nica. 

En todos los organismos vivos, la estabilidad del ma­

terial g~n~tico y la fidelidad de su transmisi6n de una genera­

ci6n a la otra está asegurada por una serie de procesos biol6gi 

cos complejos, entre los cuales podemos citar la duplicaci6n, -

transcripción, traducción y segregaci6n de la información here-

ditaria. Dicha inforrnaci6n está contenida en la mol6cula de 

ácido desoxirribonucleico (ADN), que se encuentra localizado 

fundamentalmente en los cromosomas del nücleo celular. 

Se ha demostrado que una serie de agentes químicos y 

f1sicos son capaces de alterar la exactitud de los procesos ci-
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tados, ya sea reaccionando directamente con el ADN, o bien con 

el aparato mit6tico responsable de la transmisi6n equitativa -

del material gen~tico. (Tabla 1). 

Las alteraciones de la información hereditaria pue ~ 

den corresponder a cualquiera de los siguientes tipos (Figura 

1) : 

1. Mutaciones génjcas puntuales. Cambios en un núrne 

ro no mayor de tres nucle6tidos causados por la sustituci6n, -

adici6n o deleci6n de bases en la mol~cula de ADN. 

2. Rearreglos cromos6micos estructurales. Que afee-~ 

tan segmentos de más de tres nucle6tidos como consecuencia de 

eliminación, duplicación, desplazamiento, inversi6n o translo-

~ cación de pequeños o grandes segmentos de ADN. 

• 

3. Aneuploidía, cambios que afectan el número de 

cromosomas corno: a) rnonosomías, consecuencia de la pérdida de 

uno o más cromosomas; b) trisornías, polisornías debidas a la -

adquisición de cromosomas supernumerarios; c) haploidía, cuan 

do se reduce a la mitad el número cromos6mico de una célula di 

ploide; d) poliploidía, resultante del incremento de lotes 

cromosómicos por arriba del número diploide . 

4. Recombinaci6n err6nea, entre zonas homólogas des 

plazadas o segmentos heter61ogos de los cromosomas. 
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En la patología humana se conocen padecimientos pro­

ducto de esas alteraciones, entre los que podemos citar: la fe­

nilcetonuria, debida a una mutaci6n puntual; el síndrome del -

maullido del gato, provocado por la p~rdida de un segmento de 

cromosoma 5 y, el síndrome de Do~ o trisomia 21. 

Desde hace aproximadamente diez años se vienen reali-

zando numerosos estudios que han revelado la potente actividad 

mutagénica de grupos diversos de sustancias en diferentes orga 

nismos de experimentación (1 ,4,7,14,30,31 ,38,43,47,59,64,65) 
L . 

Hsto ha generado una preocupaci6n general por los posibles - -

efectos adversos que acarrea para la salud del hombre el uso -

inmoderado de agentes químicos que pueden incrementar la fre-­

cuencia de enfermedades gen~ticas (5,13,20,21 ,25,27) 

Durante la gestaci6n, las consecuencias de la expo-­

sición a un agente mutagénico dependen del estado de desarro -

llo del organismo, el tipo de célula afectada y la alteraci6n 

genética producida (26). (Tabla I I). El efecto más drástico 

que se observa es la muerte de la célula, si ésta ocurre antes 

de la determinación (etapa de gástrula) o después de la dife-­

renciaci6n; el daño no es muy grave pues la (o las) célula (s) 

muerta es reemplazada por otra. Sin embargo, si la muerte ce 

lular se presenta durante el estado de gástrula o en etapas 

posteriores, las consecuencias pueden ser desastrosas para el 

··,,·· 
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desarrollo de un 6rgano presentándose a~omal!as congénitas (39). 

La muerte d~ muchas c~lulas en un organismo adulto es capa~ de 

reducir la vitalidad y puede contribuir a un envejecimiento tem­

prano. 

Por otro lado, las mutaciones en células germinales -

pueden provocar alteraciones hereditarias que conducen a un de­

sarrollo anormal del feto, abortos tempranos o bien a productos 

con alteraciones morfológicas, también pueden expresarse en una 

etapa posterior como alteraciones metabólicas, neurológicas, 

d~l desarrollo sexual, etc. 

En .el organismo adulto, la mayoría de las mutaciones -

somáticas conducen a la inactivaci6n de funciones o a la muerte 

celular, o bien a tipos celulares anormales o neoplasmas (cán-­

cer) (26). Se ha señalado una alta correlación entre la activi 

dad mutagénica y carcinogénica de un gran namero de compuestos 

(2,18,43,44,47,61,62) 

De aquí surge la inmediata necesidad de identificar -

de manera rápida y eficaz las sustancias potencialmente mutagé­

nicas y/o carcinogénicas con el prop6sito de prevenir sus efec­

tos en el hombre y su transmisi6n a generaciones futuras. Debi 

do a una serie de factores que imposibilitan este tipo de estu­

dios en el hombre de manera directa, se han desarrollado una se 
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rie de técnicas en diferentes organismo$ que permiten identifi-

car distintos tipos de alteraciones gen~ticas. Entre éstas se 

encuentran las pruebas in vivo e in vitro que detectan mutacio-

nes puntuales (1,10,47,54,75), aberraciones cromos6micas es 

tructurales (22, 23) y no disyunción, o aberraciones cromos6mi 

cas numéricas (16, 41, SS, 70) 

Ahora bien, se ha visto en repetidas ocasiones que 

los metabolitos.de un compuesto químico inocuo o inerte per se, 

tienen una potente actividad mutagénica y/o tóxica por lo que 

varios sistemas de prueba in vitro han incorporado una prepará­

ción enzimática para reproducir las diferentes reacciones que -

se llevan a cabo in vivo en los procesos metabólicos de mamif~ 

ros ( 1, 6, 17, 29, 45, 48, 73). Asimismo, los estudios -

se pueden realizar introduciendo sistemas microbianos en un hes 

perlero mamífero para que sean expuestos a las sustancias en con 

diciones naturales de metaholismo in vivo (24, 51 ) , o bien, 

utilizando fluídos corporales (sangre y orina) de animales o de 

humanos para detectar la presencia de metabolitos activos ha--­

ciendo pruebas con estos fluidos en microorganismos o en célu -

las de mamíferos en cultivo (14, 59). 

Por lo general estas pruebas son de sencilla realiza­

ci6n, altamente sensibles, reproducibles y proporcionan resul­

tados confiables aunque limitados al tipo específico de dafio 

que miden. Asimismo, debido a que el resultado obtenido en un 



6 

nrganismo no se puede extrapolar a otro· diferente, para poder 

hacer una evaluación confiable sobre la potencialidad mutagé­

nica de cualquier compuesto, es necesario hacer pruebas en va 

rios organismos que midan diferentes eventos genéticos, los -

resultados así obtenidos ayudarían a formular medidas preven-

ti vas. Es importante señalar aquí que los resultados de los 

estudios epidemiológicos realizados en hombre, expuestos en -

condiciones laborales a cloruro de vinilo y halotanos, sugie­

ren una correlación entre los datos experimentales y los efec 
1 
tos en poblaciones humanas manifestados como una incidenci4 

elevada de abortos y de padecimientos congénitos en la deseen 

dencia ( 15, 38 ). 

Conscientes de la importancia de investigar la cap~ 

cidad mutagénica de compuestos químicos de amplia difusión o 

consumo, nos propusimos estudiar la actividad genética de me­

dicamentos antiparasitarios ya que en México, como en muchos 

otros países del mundo, las enfermedades parasitarias consti­

tuyen un problema de salud pública difícil de erradicar. Un 

porcentaje bastante alto de la población y que está 

constituida por individuos de ambos sexos y de todas las eda­

des, se ve afectada por este tipo de padecimientos, y muchas 

veces, el tratamiento médico es prolongado o se repite con 

frecuencia por la incidencia de la enfermedad. Hasta ahora, 
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son muy pocos los estudios que se han realizado para detectar 

la actividad mutag@nica de los compuestos comúnmente utiliza­

dos en el tratamiento de parasitosis intestinales. (Tabla III). 

Para este estudio se eligieron tres compuestos antihelmínticos: 

el Pamoato de Pirvinio, el Mebendazol y el Citrato de Piperaci­

na. (Ver uso en Tabla IV). La valoración de la actividad muta 

g~nica de estos compuestos se realizó empleando como sistema 

biológico de prueba a la levadura Saccharomyces cerevisiae en 

la que se detectan mutaciones a nivel molecular (puntuales) a 

ttrav~s de la reversión de marcadores gen~ticos. 
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TABLA I. CAUSAS DE LAS MUTACIONES 

Físicas: 

Quimicas: 

Enzimáticas: 

1. Rompimiento mecánico de la mol~cula de 

ADN 

2. Rompimiento por diferentes tipos de ra-

diaciones 

3. No disyunción de los cromosomas 

4. Altas temperaturas 

1. Alteraci6n o removimiento de bases en el 

ADN 

2. Incorporaci6n de bases alteradas 

3. Intercalaci6n de compuestos 

4. Alteraci6n de la estructura del ADN 

1. Producción de compuestos qufrnicos que 

afecten el ADN 

2. Errores del sistema de replicaci6n del 

ADN 

3. Alteraci6n del sistema de replicación 

del ADN 

4. Errores en la recombinaci6n o reparación 
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FIGURA 1. TIPOS DE ALTERACIONES HEREDIT.ARIAS 
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TABLA II. EFECTOS FENOTIPICOS DE ALTERACIONES LETALES O MUTAGENICAS DE CELULAS INDIVIDUALES 
EN UN ORGANISMO MULTICELULAR (26): 

Tipo de Célula 
(Estado de Desarrollo) 

Células Somáticas 

Desarrollo muy tempra 
no (hasta blástula) -

Desarrollo temprano -
(a partir de gástrula 
y etapas subsecuentes) 

Otras etapas de desa­
rrollo (hasta adulto) 

Células Germinales 

Célula 
Muerta 

Desarrollo -
anormal (te­
ratogénesis) 

Célula 

Dominante 

Ej. Pérdida.de un repr~ 
sor por deleción, efec­
to de un cromosoma ex­
tra por translocación, 
etc. 

Desarrollo anormal (te­
ratogénesis); muerte fe 
tal. -

Desarrollo anormal (te­
ratogénesis); muerte fe 
tal. 

Neoplásicos (cáncer) 

Letal (muerte fetal= 
aborto) u otros efectos 
fenotípicos como malfor 
maciones, enfermedades­
metabólicas o neurológi 
cas: mongolismo, síndro 
me de Turner, esterili~ 
dad. Se expresa en las 
siguientes generaciones. 

Mutada 

Recesiva 

Ej. Mutación puntual, 
deleción o aberración 
críptica (transloca- · 
ción). 

Efecto letal o fenotí­
pico. Se expresa en -
las generaciones siguie!!_ 
tes cuando está en for­
ma homocigota.o cuando 
la información dominan 
te se localiza en una 
región inactivada del 
cromosoma. 

.... 
o 



Gametos 

.. 

Letal o malformaciones. 
Se expresa en las gene­
raciones sobrevivientes 
como enfermedades meta­
b61 icas, neurológicas y 
otras. 

Efecto letal o fenoti 
pico. Se expresa en­
las generaciones si­
guientes cuando está 
en forma homocigota o 
cuando la información 
dominante se localiza 
en una región inacti­
vada del cromosoma. 

...... 

...... 



TABLA III. DROGAS ANTIPARASITARIAS 

Aspectos Estudiados en Relación a Mutagénesis 
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TABLA IV. 

COMPVESTOS ANTIPARASITARIOS 

Compuesto 

Diyodohidroxiquinoleina 

Emetina 

Cloroquina 

Metronidazol 

CloroSalicilamida 

Tct~amizol 

Piperacina 

Mebendazol 

Pirvinio 

Hexilresorcinol 

Bef enio 

·Parasitosis 

Amibiasis intestinal 

Amibiasis invasora 

Anibiasis he1)á~.:ica 

Amibiasis Invasora.Siardiasis 

Taeniasis. Hymenolepiasis 

Ascariasis 

Ascariasis. Enterobiasis 

Ascariasis. Enterobiasis 

Uncinariasis 

Enterobiasis.Estrongiloidosis 

Tricocef alosis 

Parasitosis intestinal por 

A. duodenale, N. americanus 

+ Datos tomados del Diario Oficial del 2 de diciembre de 1977 

• 
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GENERALIDADES 

1. Mecanismos ·mo1ecular·es ·de 'las· rn:Utacio·nes 

Para poder comprender mejor los mecanismos a tra -

v~s de los cuales se originan las mutaciones conviene hacer 

una breve revisi6n de la estructura de la molécula de ácido 

desoxirribonucleico (ADN) que es donde se encuentra conteni 

da la información gen~tica, y de la manera como ésta se du­

plica. 

El ADN consta generalmente de dos cadenas de poli­

nucle6tidos enrolladas sobre si mismas en una hélice regu -

lar. Cada cadena contiene un gran número de nucle6tidos. 

Existen cuatro nucle6tidos principales, cada uno de ellos 

constituido por una base prtrica (adenina o guanina) o piri­

midica (timina o citosina), un azúcar (desoxirribosa) y un 

grupo fosfato. Su secuencia a lo largo de una cadena de -

terminada es muy irregular. Las dos cadenas se mantienen -

juntas mediante enlaces de hidr6geno entre pares de bases. 

La adenina está unida siempre con la timina y la guanina 

lo está siempre con la citosina. La existencia de pares de 

bases significa que las secuencias de nucle6tidos a lo lar­

go de dos cadenas no son idénticas pero sí complementarias. 

La duplicación del ADN se realiza con las dos hebras separa 
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das, permitiendo a cada una de ellas actuar como molde p~ 

ra la síntesis de cadenas complementarias. La exactitud 
e· 

del proceso de duplicación mantiene la secuencia precisa 

de bases que determina la informaci6n contenida en el ADN. 

La posibilidad de que ocurra un cambio (mutación) durante 

la duplicación~ bajo condiciones 6ptimas, es tan baja co­

mo de 10-S a 10- 9. 

Las moléculas de ADN no son los moldes directos 

para la síntesis de polipéptidos. Cada triplete de bases 

(cod6n) determina la posici6n de un aminoácido dado en 

una molécula polipeptídica. · Para ésto, primero la info~ 

mación del ADN se tiene que transferir a las moléculas de 

ácido ribonucleico mensajeras (ARN m), éstas actúan corno 

los moldes primarios que ordenan la secuencia de aminoáci 

dos en las proteínas. El ADN se transcribe a su vez en -

forma de ácido ribonucleico ribosomal (ARNr) y de transfe 

rencia (ARNt) que tornan parte durante la síntesis de pro­

teínas. 

Una mutación se define como todo aquel cambio mi 

ero o macrornolecular que ocurre en el material genético y 

altera la secuencia de bases en la cadena nucleotídica. -

Pueden ocurrir de manera espontánea o inducidas por dife-

rentes agentes físicos y químicos. (Tabla I). 
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Se han reconocido los siguientes tipos de muta-

ciones: 

Cambio de un par de bases. Durante la replica­

ción del ADN se pueden presentar errores de apareamiento 

de las bases, por ejewplo, que la adenina se aparee con 

la citosina en lugar de hacerlo con la timina, o que la 

guanina se aparee con la timina y no con la citosina. La 

adenina y la guanina son bases púricas, la citosina y la 

timina son pirimidicas. Cuando una purina es sustituida 

por otra purina o una pirimidina por otra pirimidina este 

cambio se denomina transición. El cambio de una purina 

por una pirimidina o viceversa se denomina transversión. 

Transición: A ~ G 

T 
~ e 

Transversión: A 
~ 

T 

A 

"' 
e 

G e 

G 
~ 

T 

El intercambio de una base por otra puede indu­

cir dos tipos de mutaciones: 

a) Mutaciones de sentido equivocado, donde el cambio de 

una base en un codón resulta en la sustitución de un 



aminoácido por otro. La trascendencia de este cam­

bio va a depender de la posicion de dicho aminoácido 

en· la cadena polipeptídica y puede conducir a la fo~ 

mación de un polipéptido con función disminuida (de­

ficiente) o completamente inactivo. 

b) Mutaciones sin sentido, si el. cambio de una base pro 

duce un codón de terminación (ocre UAA, ámbar UAG u 

ópalo UGA). Durante la síntesis de proteinas ningu­

no de estos codones es leído por los ARNt y en ese -

sitio se para la síntesis resultando en una termina-

ci6n prematura de la cadena polipeptídica. El efec­

to de una mutación de este tipo depende del sitio 

donde se localiza el cambio y se pueden producir pro 

teínas con una actividad disminuida p se puede blo­

quear totalmente su síntesis. 

Adición o deleción de un par de bases 

A este tipo de cambio se le conoce como corrimiento fue­

ra de formato porque la lectura correcta de los codones se ve des­

plazada a partir del sitio en que hubo la inserción o la deleción de 

una base, resultando en tripletes que codifican para dif~ 

rentes aminoácidos. Por lo general, las consecuencias 
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'son mucho más drásticas que las· de una mutación por sus­

titución de bases. 

Grandes deleciones o rearreglos. El material genético -

puede sufrir la pérdida de pequeños y grandes segmentos 

constituidos por varios pares, cientos o miles de nucle6 

tidos. El proceso mutacional básico parece ser un rompi 

miento seguido por un rearreglo de los fragmentos, éstos 

·se pueden.invertir, intercambiarse o translocarse en los 

cromosomas . 

Distribución desigual de los cromosomas en las células 

hijas. También se conoce como no disyunci6n y frecuente 

mente es provocada por agentes que alteran la formación 

y función del sistema de microtúbulos que forman las fi­

bras del huso, responsable de la distribución equitativa 

de los cromosomas durante la mitosis y la meiosis. 

El mantenimiento de la información genética co 

rrecta en una célula es sumamente importante y se han de 

sarrollado varios mecanismos para proteger este material 

de lesiones o para repararlas si llegaran a ocurrir (Ta­

bla V). El conocimiento de la existencia de esos meca­

nismos así como su especificidad es de mucho valor para 

poder comprender los efectos producidos mutágenos ambient~ 

les. Algunos agentes mutagénicos que son extremadamente 

activos en el ADN aislado pueden no tener efecto en células, 
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ya sea porque no penetran a través de la membrana celular 

o nuclear (por ejemplo, compuestos cargados negativamen­

te); son inactivados metabólicamente dentro de la c~lula, 

o porque su efecto es reparado enzimaticamente. Por el -

contrario, otros compuestos que afectan muy poco o nada 

al ADN aislado pueden alterar el material hereditario si 

son activados por enzimas dentro de la célula (ej., el -

ur~tano) , o si el daño que producen en el ADN no es re·pa 

rado. 

En organismos procariontes y eucariontes se han 

identificado sistemas de re~araci6n que corrigen ciertos 

tipos de lesiones del ADN; por ejemplo, los dímeros de pi 

rimidinas (37,67) inducidos por luz ultravioleta, la meti 

laci6n del ADN, o los rompimientos cromosómicos inducidos 

por rayos X. Las reacciones de reparación incluyen la 

excisión de los nucleótidos alterados, una síntesis de re 

paración en la cual se copia la cadena complementaria, y 

finalmente la unión de los extremos abiertos mediante la 

acción de una enzima ligasa, (42). Diversos organismos -

difieren en los tipos de enzimas de reparación de que di~ 

ponen. En humanos, se conoce igualmente la existencia de 

dichos sistemas y su alteración es causa de anomalías en 

la salud como en la enfermedad hereditaria Xeroderma pig-



21 

mentosa que se debe a una deficiencia en el sistema que 

repara los dímeros de timina inducidos por luz UV, las -

personas que padecen esta enfermedad son muy sensibles a 

este tipo de radiación que es .capaz de provocar cáncer -

en la piel (12). 

Algunos de los procesos de reparación se llevan 

a cabo con mucha exactitud en cambio otros no son muy pr~ 

ci~os y pueden dar origen a mutaciones. Se ha visto en 

microorganismos que mutantes de algunos de los sistemas 

de reparación presentan una mayor sensibilidad a la acti­

vidad de varios compuestos ~uímicos. Los programas de 

identificación de mutágenos químicos generalmente inclu­

yen pruebas que utilizan mutantes deficientes en dichos 

sistemas, ya que el espectro de alteraciones genéticas -

detectadas en éstos se amplifica, (18). 

Los mutágenos pueden actuar sobre el material 

genético de dos maneras: en cualquier momento del ciclo 

celular (agentes alquilantes, arilantes, etc.) o durante 

el curso de un proceso dinámico, como la replicación del 

ADN (análogos de bases y agentes intercalantes). 

Los mutágenos químicos se pueden clasificar de 

la siguiente manera de acuerdo al tipo de reacción que -

llevan a cabo con el ADN: 
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1. Alquilantes. Existen varios sitios en la molécula de 
. . 

ADN que pueden reaccionar con agentes alquilantes. Al -

parecer las posiciones N-7 y 0-6 de la guanina son los -

sitios más frecuentemente alquilados, de ahí que el par 

de bases GC es donde ocurren el mayor número de mutacio­

nes. La alquilación de la guanina puede modificar la ba 

se de manera que se aparea erróneamente, o también condu-

ci.r a su eliminación del ADN (depurinizaci6n), inducién­

dose mutaciones por sustitución de bases (del tipo de 

transición) de un par G:C hacia uno A:T. Los agentes al 

quilantes con más de un grupo alquil activo (polifuncio­

nales) pueden provocar entrecruzamiento de las cadenas -

de ADN e inhibir la replicación. Estos agentes además 

de producir mutaciones puntuales y aberraciones cromosó-

micas son asimismo tóxicos, teratogénicos y producen cán 

cer. 

2. Arilantes. Son principalmente antibióticos e hidro-

carburos policíclicos aromáticos. Estos compuestos rea~ 

cionan con el ADN a través de una unión covalente con 

los grupos funcionales reactivos. Debido a que muchos -

de estos compuestos son policiclicos se ha visto que tam 

bién pueden intercalarse en el ADN, dando por resultado 

mutaciones por corrimiento fuera de formato. La informa 
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ci6n disponible sugiere que la base con que más frecuen­

temente reaccionan ·es la guanina. 

3. Inter·calantes. Estos compuestos forman complejos con 

el ADN después de que se intercalan dentro de la hélice 

de dicha molécula. Esta acci6n generalmente provoca una 

distorsión de la estructura normal del ADN debida a una 

extensión y desenrrollamiento de la molécula, las distar 

siones producidas pueden inducir errores durante la re­

plicación provocando la inserción o deleción de un par 

de bases (corrimiento fuera de formato). Los agentes in 

tercalantes que tienen cadenas laterales activas, por 

ejemplo grupos alquilantes, son capaces de producir si­

multáneamente alquilaciones e intercalarse con el ADN. -

El principal grupo de este tipo de compuestos lo constitu 

yen las acridinas. 

4. Análogos de bases. Los compuestos de este tipo compi­

ten con bases normales durante la replicación del ADN. La 

presencia de estas pseudobases provoca errores en el apa­

reamiento de las bases que pueden originar mutaciones por 

transición de un par G:C hacia uno A:T o viceversa. Ejem 

plos de estas sustancias son el 5-bromouracilo y la 2-ami 

nopurina. 
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S. Desa'niinantes. Todos estos agente.s parecen tener una 

característica en común: atacan preferencialmente a la -

citosina, enseguida a la guanina y con menor frecuencia 

a la adenina. La timina no reacciona con estos compues­

tos debido a que no tiene un grupo amino. Las mutaciones 

inducidas por la desaminación de las bases son del tipo -

de transición, por lo general, de un par G: C a uno A:T. 

El ácido nitroso y la hidroxilamina pertenecen a este 

grupo, producen mutaciones puntuales y aberraciones ero~ 

mosómicas. 

6. Venenos mi tóticos. Estos· compuestos interfieren con 

la formación del huso mitótico y el funcionamiento de 

o~ras estructuras mitóticas (centriolos, centrómeros) y 

consecuentemente alteran la segregaci6n cromosómica. Su 

actividad se debe a que forman complejos con los compo­

nentes proteínicos de los microtúbulos que constituyen -

las fibras del huso o de las estructuras citadas, produ­

ciendo cambios en ploidia. La colchicina constituye el 

mejor ejemplo de este tipo de agentes. 

7. Inhibidores enzimáticos. Son aquellos compuestos que 

inhiben la activida<l de enzimas involucradas en la hiosín 

tesis de las bases pfiricas y pirimidicas normales, o tam­

bi§n la actividad de las enzimas de reparaci6n. Aunque -
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estos mecanismos no son en sí los responsables directos 

de las ~u tac iones, ,crean una situación que favorece que 

éstas se originen. Por ejemplo, la inhibici6n de las en 

zimas de reparación aumenta la sensibilidad de la célula 

a la actividad de otros agentes químicos, las mutaciones 

producidas no reparadas pueden ser letales a la célula o 

bien se fijan en el ADN. 

Las mutaciones en un gene que codifica para 

una enzima particular, pueden provocar la pérdida de su 

actividad. Si esta enzima cataliza uno de los pasos de 

una vía biosintética, por ejemplo la biosíntesis de un 

aminoácido, la mutación se va a expresar como un requeri 

miento del mismo. Una mutación en otros genes asociados 

con la misma vía, también impondrá dicho requerimiento a 

la célula. En levaduras y en otros organismos se han po 

dido determinar muchas de las relaciones gene-enzima aso 

ciadas con la síntesis de aminoácidos y bases, así tam­

bién ha sido posible aislar una serie de mutantes que tie 

nen bloqueos en algún paso de una vía biosintética espe­

cífica. Estos mu tan tes bioquímicos se denominan auxótrofos, 

no pueden crecer en un·rne<lio que sólo tiene los elementos 

nutritivos que requiere un organismo de tipo silvestre, 

por lo que se necesita adicionar al medio el aminoácido o 
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la base específica que no pueden sintetizar. 

Se conocen asimismo, muchos ejemplos en los 

cuales una mutación nociva puede revertirse mediante un 

segundo cambio genético que restablece la actividad de -

la protei.na afectada por la mutación inicial. Se han se 

fialado dos mecanismos de reversión: 

1. Reversión verdadera. Que restaura la secuencia de 

nucleótidos alterada en el gene estructural. 

2. Mutaciones supresoras. Ocurren en un sitio diferen­

te del cromosoma, actúan permitiendo la producción -

de copias normales o parcialmente normales de la pro 

teína que la mutación original afectó. Las mutacio­

nes supresoras pertenecen a dos categorías: las debi 

. das a cambios de nucleótidos dentro del mismo gene 

como la mutación original pero en un sitio diferente 

(supresión intrag~nica) y las que ocurren en otro g~ 

ne (supresión intergénica). Los genes que ocasionan 

supresiones en otros genes se denominan genes supre­

sores. 

El siguiente esquema muestra los posibles rever 

tantes que resultaron de una segunda sustitución de bases 

en los experimentos de Yanofsky (36): 



Aminoácido del 
tipo silvestre 

CGA 
glicina 

Amino tic ido 
del mutante 

AGA 
arginina 

CGA 
glicina 

Supresiones: 

AGU 
serina 

ACA 
treonina 

AUA 
isoleucina 
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reversión 
verdadera 

revertan te 
completo 

revertan te 
parcial 

revertan te 
parcial 

Una mutación sin sentido también puede suprimi~ 

se a través de una segunda sustituci6n de bases, el siguie~ 

te esquema proviene del trabajo de Koch (40) en el bacterió 

Tipo de mutación Cod6n Aminoácido Fenotipo 

CAG glutamina silvestre 

Mutaci6n primaria 
transición e~ u UAG cod6n de ter mutante 

minación de 
cadena 

Reversión verdade 
ra 
transición u__. e CAG glutamina silvestre 

Supresión 
transición A~ G CGG triptof ano mutante 
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~ La supresión intragénica de una mutaci6n por c~ 

rrimiento fuera de formato puede ocurrir cuando una segun 

da mutación inserta o suprime un nuevo nucle6tido cerca -

del cambio original y restaura así la disposición origi­

nal de codones mas allá del segundo cambio. Aunque toda­

vía hay codones desordenados entre los dos sitios, hay -

buenas probabilidades (debidas a la degeneraci6n del códi 

g~ gen~tico) para que todos los tripletes desordenados 

codifiquen algún aminoácido, en este caso se pueden prod~ 

cir proteínas completas a menudo funcionales, (Fig. 2). 

Las supresiones también pueden originarse en g~ 

nes que controlan la formación de ARNt. Existe una mol~­

cula específica de ARNt para cada aminoácido, cada una de 

ellas lleva un juego de tres bases (anticodón) que se aco 

pla a un codón complementario en el ARNm durante la sínte 

sis de polipéptidos. Un cambio en el anticodón de un 

ARNt resultante de una mutación provocará que durante la 

lectura del ARNm el ARNt mutante inserte el aminoácido -

que transporta en un sitio equivocado, pero si este ami-

noácido es adecuado a ese sitio de la cadena polipeptidi 

ca se restaura su función dando un fenotipo revertante. 
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La siguiente tabla que resultó de los trabajos 

·de Carbón y Curry (9) muestra un caso de supresión media 

da por ARNt: 

Codón en ARNm 

GGA 

AGA 

AGA 

Anticod6n 

ccu 
normal de 
gli-ARNt 

ucu 
normal de 
arg-ARNt 

ucu 
mutante de 
gli-ARNt 

Aminoácido 
insertado 

glicina 

arginina 

glicina 

Enzima 

normal 

mutante 

normal 

Existen tres codones de terminaci6n de cadena, 

UAA, UGA y UAG, que durante la lectura del ARNm no son -

reconocidos por ningún ARNt y en ese sitio se detiene la 

síntesis del polipéptido. La supresión de una mutación 

sin sentido se puede efectuar a través de una mutaci6n -

en el anticodón de un ARNt de manera que ahora éste sea 

capaz de reconocer un codón de terminación y en ese sitio 

inserte el aminoácido que acarrea, permitiendo que se 

produzca una proteína normal. En E. co 1 i se ha demostrado 

un caso de supresión que opera a través de este mecanismo (33). Los 
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supresores sin sentido son m~s o menos específicos para cada 

uno de los tres codones de terminaci6n y suprimen todas las ~ 
¡ 

mutaciones producidas por uno de ~sos codones dondequiera que 

se presenten. Su actividad entonces no se limita a un solo 

gene, por ejemplo, un supresor ocre eficiente puede restaurar 

la función de muchos genes auxótrofos que lleven una mutación.: 

de ese tipo. Debido a la acción pleiotrópica que ejercen, -

con frecuencia a los supresores de mutaciones sin sentido se 

les denomina supersupresores. 
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TABLA V. MECANISMOS DE PROTECCION ~ELULAR QUE EVITAN 

ALTERACIONES EN EL MATERIAL GENETICO (ADN). -

Estructurales 

1. Permeabilidad de las membranas celular y nuclear. 
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2. Asociación del ADN con proteínas básicas para formar 

cromosomas. 

3. Precisión de la segregación cromosómica mediante el 

concurso del aparato rnitótico. 

Enzimáticos 

1. Inactividad metabólica de compuestos. químicos noci-

vos. 

2. Especificidad de las enzimas involucradas en la re-

plicación. 

3. Sistemas de reparación. 

4. Mantenimiento del pH, concentración iónica, etc. 
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FIGURA 2. SUPRESION· DE UNA MJTACION POR CORRIMIENTO FUERA DE FORMATO 

Secuencia nonnal de nucle6tidos 

Secuencia alterada 
deleci6n de una base 

Secuencia alterada 
adición de 1 base 

Supresión por: 
adición de 1 base 

~resión por: 
ieci6n d~2 bases 

ª1Jpresi6n por~ 
deleci6n de 1 base 

~resión por: 
ici6n de 2 bases 

* Las flechas cortas nruestran el sitio de la adición o deleci6n. 

de cO<iones alterada. 

•• 3 123 123 123 123 123 123 123 12 •• 

• •• 3 123 123 231 231 231 2+3 123 12 •• 

• •• 3 123 123 ,231 231 231 231 231 23 •• 
v 

' •• 3 123 123,231 231 231 223,123 12 •• 
v 

• •• 3 123 123,12+ 312 313, 123 123 12 •• 
. " 

t 
•• 3 123 123J2+312 312 312 312 31,.. 

V 

• • • 3 123 123 12+31.2 312 312 ++:? 12 •• 

Las llaves señalan la región 
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2. Sistema de activación metabólica in vitro 

Se ha visto en repetidas ocasiones que el metabo­

lismo de un compuesto químico inerte per se puede generar me 

tabolitos sumamente activos: t6xicos, mutagénicos y carcino-

génicos, (6,14,17,28,29,45,46,47,48,57,59,69,73). 

El principal sitio del metabolismo en mamíferos -

es el hígado. Las enzimas responsables de las diferentes 

reaccjones metab6licas se localizan en el retículo endoplAs-

mico. Al homogenizar y centrifugar el hígado se obtiene una 

fracción que se denomin.a "microsomal". Esta fracción contie 

ne un sistema transportador de.electrones que oxida diversas 

moléculas exógenas en presencia de o2 y NADPH. El citocromo 

P450 es una flavoproteína que actúa como oxidasa terminal, -

se denomina así porque en forma reducida reacciona con monóxi 

do de carbono formando un complejo que presenta un pico de -

absorción a 450 nm (32,69). El sistema microsomal cataliza 

diferentes reacciones oxidativas. (Tabla VI). 

Dado que algunos microorganismos carecen de los 

sistemas bioquímicos de activación presentes en mamíferos, -

varios sistemas que utilizan este tipo de organismos para e~ 

tudios de mutágenos químicos incorporan la fracci6n microso-
2+ mal mas algunos cofactores (NADPH, Mg , Glucosa-6-Fosfato) 

para detectar in vitre la presencia de metabolitos activos, 

(1,29,46,51 ,59). 
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TABLA VI. 

REACCIONES METABOLICAS. LLEVADAS A CABO POR EL SISTEMA E?n IMA 

TICO P450 PRESENTE EN MICROSOMAS HEPATICOS DE MAMIFEROS 

TIPO DE REACCION 

Hidroxilación aromática 

Hidroxilación alifática 

Formación de óxido de 
areno 

.N-Dealquilación 
\ 

N-Hidroxilaci6n 

..Q-Dealquilaci6n 

_5-Dealquilación 

l]-oxidación 

S-oxidación 

S-oxidaci6n 

N-aminación 

Desulfuración 

Dcclorinaci6n 

SUSTRATO 

Anilina 

Hexobarbital 

PRODUCTO 

p-Aminofenol 

Hidroxihexobarbital 

Bromobenceno Epóxido de bromobenceno 

Aminopirina 4- Amino.entipirina 

2- Acetilami- N-Hidroxi-2-acetilamino 
nof luoreno · fluoreno 

p-Acetanisidina p-Hidroxiacetanilida 

6-Metiltiopurina 6-Tiopurina 

Dimetilanilina 

Cloropromacina 

Sulfuro de 
diaminodifenil 

Amf etai:lina 

0-etil-0 (4 
nitrofeni1) 
fenil fosfono­
tionato 

Tetracloruro 
de carbono 

Dimetilanilina 
N-6xido 

Sulf óxido de 
cloropromacina 

Sulf óxido de 
diaminodifenil 

Fenilacetona 

Q-etil-0- (p-nitro­
fenil) f enil fosfato 

Cloroformo 



Declorinación 

Dealquilación de 
metaloalcaloides 

Halotano 

Tetraetilo de 
plomo 
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Trietilo de plomo 

Tomado de: Gillett, J. R., (1972), en: In vitro Metabolic -
Activation in Mutagenesis Testing, de Serres, 
F. J., Fouts, J. R., Bend, J. R., Philpot, R.M., 
(eds.), North Holland Publishing Company, New 
York: 38 
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3. Sistema experimenta"! para estudios de· rnu.!!,&~nesis en 

Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces cerevisiae es un organismo eucarion­

te, unicelular y uninucleado, puede existir en forma estable 

en fase haploide o diploide, su tiempo de generación es corto 

y sus requerimentos nutricionales sencillos. Dadas las ven-

tajas que presenta se han elaborado diferentes técnicas para 

la utilización de este organismo en la detección de manera rá 

pida de diferentes eventos genéticos. Por lo general estas -

técnicas se incluyen dentro de los programas de identificaci~n 

de mutágenos químicos. La actividad mutagénica de una sustan­

cia química particular se puede valorar a través de la induc­

ción de mutaciones puntuales ( 53, 56, 59, 74, 75 ), . re-­

combinación mitótica (74, 75, 76), conversión g~nica (74, -

75, 76 ) y no disyunción (SS). 

3.1. Características de la cepa XVI85-14C construida espe -

cialmente para detectar mutágenos quimicos 

La cepa XV185-14C es haploide y su genotipo es el -

siguiente: 

ade 2-1, arg 4-17, lys 1-1, trp 5-48, his l-7, hom 3-10 
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Los marcadores ade 2"1, arg~~17, lys 1·1 y trp 5-48 

son mutaciones supresibles de la variedad ocre (mutación por 

sustitución de bases sin sentido que produjo un codón ocre 

UAA). Revierten por un segundo cambio en el mismo locus o -

en un locus supresor. Existen ocho genes supresores difere~ 

tes que suprimen las mutaciones de los alelos ade 2-1, arg 4-17, 

y lys 1-1 y estos son: SUP2, SUP3, SUP4, SUPS, SUP6, SUP7, 

SUP8 y· SUP11, todos ellos son genes que transcriben ARNt de ti 

rosina. El marcador trp 5-48 es supresible por un número ma-

yor de supresores, aproximadamente 50 que codifican diferentes 

·ARN de transferencia. A continuación se muestran las enzimas 

afectadas por estas mutaciones así como su efecto fenotípico. 

Marcador Enzima Fenotipo 

ade 2-1 Fosforribosil aminoimidazol Requerimiento de 
carboxilasa adenina, colonias 

rojas 

arg 4 .. 17 Arginosuccinato liasa Requerimiento de 
argínina 

lys 1 .. 1 Sacaropina dehidrogenasa Requerimiento de 
lisina 

trp 5 .. 4s Triptof ano sintetasa Requerimiento de 
triptofano 
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El marcador his 1-7 es una.mutación de sentido -

equivocado. La enzima afectada es la ATP fosforribosil trans 

ferasa y su deficiencia produce un requerimiento de histidi­

na. Este marcador revierte a una frecuencia tres o cuatro 

veces mayor que el marcador lys 1-1. No se han encontrado su 

presores externos para este marcador, por lo tanto, su rever­

sión se efectúa a través de mutaciones intragénicas. El mar 

cador hom 3-10·es una mutación por corrimiento fuera de for­

mato, la enzima afectada es la Aspartoquinasa, su deficiencia 

produte un requerimiento de treo~ina y metionina o de homose­

rina. Tampoco se han encontrado supresores externos para es 

te alelo. 

Para poder medir la reversión de cada uno de los 

diferentes marcadores, las células tratadas con.un compuesto 

químico particular se siembran en un medio que contenga to­

dos los requerimientos esenciales para su crecimiento, exce~ 

to histidina. 



4. Caracteristicas de los c·ompUes·tos en estudio 

4.1 Pamoato de Pirvinio 

Este compuesto pertenece a una serie de colorantes de 

cianina. Su estructura química se presenta en la Fig. 3. 

Se utiliza en el tratamiento de Enterobiasis y Estrongiloidio 

sis. Su actividad antihelmíntica está asociada con una inhi 

bición de la respiración en los helmintos aerobios y una in­

terferencia con la absorción de la glucosa exógena en helmin 

tos intestinales. Administrado ·oralmente no es absorbido 

del tracto gastrointestinal en un grado considerable (34). 

Hasta ahora sólo se han realizado dos estudios para medir su 

·actividad genética, el de Mac Phee y Podger (48) en Salmonella 

typhimurium , en donde se obtuvieron resultados positivos 

cuando las células fueron tratadas con la droga en presencia 

de la mezcla S-9, produjo mutaciones por corrimiento fuera de 

formato y sustitución de bases; el estudio de Tutikawa, et. 

al. (68) en Bacillus subtilis y Salmonella typhimurium, el Pa 

meato de Pirvinio no mostró actividad mutagénica, sin embargo 

cuando incubaron la droga con nitrito de sodio en un medio 

ácido a 37°C y probaron la mezcla de reacción en S. typhimu -
rium, se obtuvieron resultados positivos. 
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4. 2 Mebendazol 

Est• droga pertenece· al grupo de los beniimidazoles. 

Estructura química (ver. Fig. 3 ). El Mebendazol es un 

eficaz antihelmíntico contra la Ascariasis, Enterobiasis~· 

Trichuriasis y Uncinariasis. Su actividad nematicida de-

riva de su habilidad para inhibir la absorción de glucosa 

en forma irreversible. Cuando se administra oralmente só­

lo una pequeña proporci6n es absorbida del tracto gastroin 

testinal. La excresi6n del compuesto es generalmente rápi 

da (aproximadamente un 90% es excretado entre las 48 y 72 

horas después de su administración). Rl compuesto es des­

carboxilado y su metabolito 2-amino se encuentra en la ori 

na y las heces (34). Se han realizado algunos estudios pa 

ra evaluar su actividad mutagénica en mamíferos (ratón) 

que incluyen las pruebas de dominantes letales, la del es­

permatocito, translocaciones en F1 asi como la detecci6n 

de metabolitos activos en el suero de los animales trata -

dos utilizando la prueba con Salmon~lla typhimurium, obte­

niéndose resultados negativos en todas ellas (64). 

4 .3 Citrato de Piperacina 

Esta droga es altamente efectiva en el tratamiento de 

Ascariasis y Enterobiasis. Su estructura química se presen 
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ta en ia Fig. 3. En As~aris altera l~ permeabilidad de la 

membrana del músculo produciendo parálisis. La piperacina 

se absorbe rápidamente del tracto gastrointestinal cuando -

se administra por vía oral. Una cantidad es degradada en 

el cuerpo, el resto es excretada en la orina (34). Lris es­

tudios de tipo genético incluyen el de Mac Phee y Podger 

{ 48) en Salmonella typhil~ur·ium y el de Szybalsky ( 65) en -

Escher1chia coli, con resultados negativos en ambos. Por 

otro lado se ha detectado actividad mutagénica de las for -

mas nitrosadas 1-Nitroso-4 meti~-piperacina, 1,4-Dinitros~ 

~iperacina y 1-Nitrosopiperacina, cuando éstas son rnetaboli 

zadas en mamíferos; el efecto se detectó a través del ensa­

yo vía el hospedero con Salmonella typhimurium (78). 



FIGURA 3. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS COMPUESTOS 
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42 



.. 

43 

MATERIAL 

Se utilizó la cepa haploide XV185-14C de Saccharomy-

ces cerevisiae donada generosamente por el Dr. R. C. Van 

Borstel, del Departamento de Genética, Universidad de 

Alberta, Edmonton, Canada. Esta cepa fue construida por la 

Doctora S.Q. Quah, del mismo laboratorio . 

2. Medios de cultivo y soluciones. 

2.1. Medio completo YEPD 

Extracto de levadura 1% 

Peptona 2% 

Dextrosa 2% 

Bacto Agar (para medio sólido) 2% 

Todos los ingredientes se esterilizan en autoclave jun-

tos, menos Ja dextrosa, durante 20 minutos a una tempe-
2 ratura de 120º C, presi6n de 1.5 Kg./cm. La dextrosa 

se disuelve aparte en 100 ml. de agua destilada, se es­

teriliza también en autoclave y se añade al medio pos--

teriormente. 
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2.2 Medio sintético selettivo 

Se puede preparar de dos maneras, utilizando el medio sin 

tético descrito por· Wickerham (19), o utilizando la base 

nitrogenada de levadura sin aminoácidos preparada por los 

laboratorios Difco (Difco No. Cat. 0919-15). 

Medio liquido de Wickerham 

Fuente de nitrógeno 

(NH
4

)
2
so

4 

Compuestos que suplen a los 

elementos traza 

H3Bo 3 

Cu so 4 • 5 HzO 

KI 

Fe C 1
3 

. 6 H
2 

O 

NazMO 04 . 2 HzO 

Zn S04 . 7 HzO 

Sales 

KH 2 P04 

Mg so4 . 7 H20 

Na Cl 

Ca Clz . 2 HzO (+) 

Cantidad por 1000 ml 

s g 

500 µg 

4 o ).lg 

1 00 pg 

200 J.lg 

200 J.lg 

400 J.lg 

1 g 

o.s g 

o. 1 g 

o. 1 g 



Vitaminas 

Biotina 

Pantotenato de Calcio 

Acido Fálico 

Inositol 

Niacina 

Acido p-aminobenzoico 

HCl-Piridoxina 

Rivoflavina 

HCL-Tiamina 

2 )l& 

2 pg 

400 µg 

2 pg 

2000 j.lg 

200 jlg 

4 00 pg 

200 pg 

400 pg 
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(+) El cloruro de calcio se disuelve por separado en 

1 ml de agua destil.ada y después se afiade al medio, para evi­

tar que se precipite. 

Todos los ingredientes se disuelven en un volumen final 

de 1000 ml de agua destilada. Cada 100 ml de este medio li -

quido equivalen a 6.7 g de la base anhídra. 

' Para medir la reversión de marcadores auxotrofos, se 

adiciona a este medio dextrosa, aminoácidos y bases en las si 

guientes cantidades: 



Medio liquido de Wickerham 

o base anhidra Difco 

Dextrosa 

Agar 

100 ml 

6.7 g 

2 % 

2% 
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Se disuelven los ingredientes en un volumen final de 

1000 ml de agua destilada. La dextrosa se disuelve por sepa 

rado en 100 ml de agua destilada. Se esteriliza en autoclave 

durante 20 minutos y se añade al medio. 

Las soluciones de aminoácidos y de las bases se pue­

den preparar en forma concentrada al 1% en agua destilada. 

Se esterilizan por filtración (a través de una unidad Swinex, 

con filtro Millipore 0.45 um) y se conservan en refrigera-

ci6n. Se agregan al medio en las siguientes concentraciones, 

con excepción del que requiere el marcador especifico al que 

se va a medir la frecuencia de reversión. 

Sulfato de adenina 

L-Arginina 

L-Histidina HCl 

L-Leucina 

L-Lisina-HCl 

Cantidad por 1000 ml 
de medio sintético 

20 mg 

20 mg 

20 mg 

30 mg 

20 mg 



L-Metionina 

L-Triptofano 

L-Treonina 

Uracilo 

2.3 Soluciones 

20 mg 

20 mg 

350 mg 

20 mg 

I. Solución amortiguadora de fosfatos 

(A) KH 2Po4 
(B) Na 2H P04 

9.1 g/1000 ml agua destilada 

10.0 g/1000 ml ~gua destilada 

Se mezclan las soluciones (A) y (B), 600 ml (A) con 

900 ml (B). Se ajusta el pH a 7.0 ó a 7.4 
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Las soluciones ajustadas se esterilizan en autoclave du 

rante 20 minutos. Se almacenan en refrigeración. 

II. Soluci6n de Cloruro de Magnesio 0.5 M y Cloruro de 

Potasio 2.0 M. 

Mg C1 2 
K Cl 

5.08 g 

7.45 g 

Disolver en SO ml de agua destilada. 
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III. Solución de Cloruro de Potasio 0.15 M 

KCl 0.5878 g 

Disolver en 50 ml de agua destilada. 

3. Compuestos Antihelmínticos 

El Pamoato de Pirvinio y el Hebendazol fueron proporci_Q. 

nados amablemente por Laboratorios Columbia, S. A. y el 

Citrato de Piperacina por Laboratorios Kan, S. A., M&xi­

co, D. F. 
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METO DO 

1. Preparaci6n del homogenad·o hepático 

1.1 Inducción de enzimas de hígado de rata 

Para obtener la fracción microsomal S-9 se utilizan ra­

tas macho de 200 g (cepa Sprague Dawley), a las cuales se les 

inyecta una dosis de Aroclor 1254, de acuerdo al método de 

Czygan (17) con el prop6sito de inducir las enzimas microsoma 

les hepáticas. ·El Aroclor 1245 se prepara diluyéndolo en - -

aceite de ~aíz, a una concentracion de 200 mg/ml; y se admi -

nistra por vía intraperitoneal a una dosis de 500 mg/kg de p~ 

so 5 días antes de sacrificarlas. Las ratas se alimentan 

normalmente hasta 12 horas antes del sacrificio, cuando se 

les suspende la comida y la bebida. 

1.2 Obtención de la fracci6n s~g 

Una vez que se han sacrificado las ratas, el homogenado. 

hepático se prepara siguiendo el procedimiento de Garner (28). 

Todos los pasos se deben llevar a cabo estérilmente, a 

una temperatura de 4ºC, para evitar que se alteren las enzi -

mas. 

Las soluciones y el material estéril se mantienen en 

hielo. Inmediatar.iente después de extraerse, los hígados se -



so 

colocan cada uno en un vaso de precip~tado tarado estéril -

que contiene un volumen de 15 ml de KCl 0.15 M y se pesan. 

Se transfieren a otro vaso con tres volúmenes de KCl 

0.15 M (3 ml/g de hígado). Con unas tijeras estériles se -

corta el hígado en trozos pequeños. El hígado así prepara­

do se homogeniza (homogenizador con brazo de teflón). 

El homogenado se centrifuga 10 minutos a 9000 xg. a 

4 ºC (centrífuga refrigerada Sorbal RC S, rotor SS-34). El 

sobrenadante es lo que se denomina fracción S-9, se decanta 

en viales estériles y se congelan las muestras en hielo se­

co. Se conservan en un congelador a -70°C. Cada vez que -

se vaya a utilizar la fracción S-9, se descongela la canti­

dad necesaria a temperatura ambiente y se conserva en hielo 

hasta el momento de usarse, el sobrante se desecha. 

Se determina la esterilidad de la fracción S-9. Si 

es necesario esterilizar la fracción, se hace a través de -

unidades Swinex con prefiltro (Millipore). 
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2. Determinación de las condiciones óptimas para la valora­

ción del efecto mutagénico de las drogas 

La manifestación de la actividad genética de un compue! 

to químico particular, depende de una serie de factores qui 

micos, físicos y biológicos que afectan la respuesta de las 

células; (74, 75). Entre estos factores podemos citar: la 

prop~a concentración del compuesto, el tiempo de exposición, 

la etapa del ciclo celular en que se encuentran las células, 

condiciones de pH y temperatura, así como el manejo de las 

células después de la exposición. 

A continuación se describe el protocolo seguido durante 

el desarrollo de los experimentos. Para determinar el efec 

to citotóxico de los compuestos, en una fase preliminar se 

hicieron pruebas con varias concentraciones de cada uno a -

diferentes intervalos de tiempo (4, 24 y 48 horas). 

Aquí se presentan los resultados de las concentraciones 

finales con un tiempo de exposición de 24 horas. 

Se estudiaron tres concentraciones de cada compuesto 

(Tabla VII). Se fijaron de acuerdo a su solubilidad en el 
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solverite. Debido a que el Pamoato d~ Pirvinio y el Mebenda 

zol son poco solubles en agua, se utilizó como solvente Di­

metilsulfóxido (DMSO), dada su capacidad para disolver di­

versas sustancias quimicas, se utiliza comúnmente en experi 

mentas con Saccharomyces cerevisiae ya que a cdncentraciones 

no mayores del 10% no ejerce un efecto tóxico en las célu­

las y tampoco aumenta la frecuencia de reversión espontánea. 

(74,.75). La dosis que elegimos fué de 5%. El Citrato de -

Piperacina sí es soluble en agua, sin embargo, en.su estu­

dio· se utilizó también DMSO para mantener las mismas condi­

ciones de los experimentos con las otras dos drogas. 

Para detectar el efecto mutagénico se midió la rever­

sión de tres de los marcadores de la cepa que detectan muta 

cienes a través de mecanismos diferentes: dos para sustitu­

ción de bases, marcadores his 1-7 (mutación de sentido equi 

vacado) y arg 4-17 (mutación sin sentido), y para corrimien 

to fuera de formato, el marcador hom 3-10. 

La cepa se conserva en cajas con medio completo YPED 

a 4ºC. Cada vez que se va a realizar un experimento se pr~ 

para un cultivo fresco con tres días de anticipación; una -

colonia del cultivo original .se siembra en medio completo 
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sólido y se incuba durante dos días ~ 29ºC. De aquí se to­

ma una mu.estra y se suspende en medio completo líquido. Las 

células se incuban a 29ºC con agitación constante durante -

24 horas. El día del experimento los pasos a seguir. son 

los siguientes: 

1o. Determinar la densidad celular del cultivo. 

Para 'ésto se .utiliza una cámara cuenta gl6bulos o hemocitó­

metro (Improved Neubauer, Lumicyte, Propper Manufacturing, 

Co.; Inc.); se prepara una diluci6n 1:100 en agua destilada, 

se toma una alícuota y se coloca en la cámara del hemocit6-

metro, la~ células que se cuentan son aquéllas que caen den 

tro de la retícula central que está subdividida en 25 unida 

des (5 x 5) el ndmero resultante se multiplica por 106 para 

obtener el número de células por ml de cultivo. Se lavan -

las células dos veces con solución amortiguadora de fosfa­

tos pH 7.0 y se prepara una suspensi6n ajustada a 2.5 x 108 

células/ml. 

2o. Preparación de la mezcla S-9 

Fracción S-9 

Solución de MgClz.6HzO 0.5 M y KCl 2.0 M 
Glucosa -6- fosfato 
NADP 
Soluci6n amortiguadora de fosfatos pH 7.4 

0.4 ml 

20 .,ul 

28 80 ).lg 

1480 J.lg 

0.6 rnl 
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3o. Elaboración de soluciones concentradas del compuesto 

a probar 
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4o. Para cada concentración a probar se preparan dos tubos 

de tratamiento 

Uno con células suspendidas en solución amortiguadora de 

fosfatos pH 7.0 y otro con células suspendidas en mezcla 

S-9 (2.5 x 108 células/rol). 

Al tiempo O se agrega en cada tubo un volumen es­

pecifico de la soluci6n concentrada del compuesto en estu- 1 

dio para obtener la dosis final deseada. Se mezcla el coro-

puesto con las células, agitando rápidamente, y se toma la 

primer muestra; ésta se suspende en solución amortiguadora 

pH 7.0 ó 7.4 (la que proviene del tubo con mezcla S-9). Los 

tubos se incuban con agitación constante a 29 ó 37ºC (los 

que tienen mezcla S-9) durante el tiempo de exposición fij~ 

do. Las células de cada muestra que se tome a los interva­

los de tiempo elegidos se lavan dos veces con soluci6n amor 

tiguadora y se resuspenden con la misma. Para determinar -

el efecto mutagénico, se siembran alícuotas de 0.1 ml (2.5 x 

10 7 célulaaj en cajas con medio sintético apropiado para ca-

da marcador (tres cajas por concentración) y se incuban a -
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29°C durante cinco dias. Se calcula ~l nfimero de revertan­

tes promedio de las tres cajas. Para determinar la citotoxi 

cidad se toma una alícuota de la muestra de células ya lava 

das y se diluye hasta tener entre 100 y 200 células en 

0.1 ml, se siembran en cajas con medio completo (tres cajas 

por concentración), se incuban durante tres días a 29ºC, se 

calcula el valor promedio de las tres cajas. La sobrevida 

se expresa en porcentajes, tomando como 100\ los valores ob 

tenidos de la muestra tomada al tiempo O, y la frecuencia 

de mutación se reporta como el nfimero de revertantes obteni 

das sobre el nQmero de células sembradas (corrigiendo con -

los datos de sobrevida correspondientes). 
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TABLA VII. CONCENTRACIONES FINALES ESTUDIADAS DE CADA COM­

PUESTO 

PAMOATO DE PIRVINIO 

125 pg/ml 

250 pg/ml 

500 µg/ml 

MEBENDAZOL 

111 O pg/ml · 

2220 pg/ml 

4440 p.g/ml 

CITRATO DE 

6240 µg/ml 

12480 pg/ml 

24960 pg/ml 

Solución 1 x 10-4 M 

Solución 2 x 10-4 M 

Solución 4 x 10-4 M 

Soluci6n 3.7 X 10- 3 M 

Soluci6n 7.5 X 10- 3 M 

Solución 1. 5 X 10- 2 M 

PIPERACINA 

Solución 0.9 X 10-z M 

Solución 1. 85 X 10- 2 M 

Solución 3.9 X 10- 2 M 
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RESULTADOS 

La gráfica de la Fig. 4 muestra las curvas de -

sobrevida de dos controles, con agua destilada y con Dime 

til sulfóxido (al 5%). El tiempo de exposición fué de 24 

horas. En ambas curvas se observa un crecimiento expone~ 

cial de las células, revelando que a esta concentración -

el DMSO no ·es tóxico. La Tabla VIII contiene los valores 

de reversión de los marcadores en los controles. 

1. Determinación del efecto· citotóxico y mutagénico del 

Pamoato de Pirvinio 

El Pamoato de Pirvinio mostró ser sumamente tóxico pa­

ra las células. Los pórcentajes de sobrevivientes ob 

tenidos al finalizar el tratamiento fueron de 11, 7 y 

1% para la dosis de 125, 250 y 500 µg/ml, respectiva­

mente, mientras que las células del control presenta­

ron un incremento de un 10%. (Fig. 5, Gráfica A). 

Por otro lado, cuando las células se trataron con la 

droga en combinación con la mezcla S-9, la toxicidad 

disminuyó en las dosis de 250 y 500 pg/ml, y tanto en 

la de 125 µg/ml, como en el control, el crecimiento -

permaneció estacionario. (Fig. 5, Gráfica B). 
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En la Tabla IX aparecen los valores de reversión de 

cada uno de los marcadores. En ellas se ve claramen­

te que el Pamoato de Pirvinio es mutagénico per ~, -

ya que produjo incrementos muy altos sobre los valo­

res de reversión en los controles. En las gráficas 

de la Fig. 6, se muestra que no hay una linearidad en 

la respuesta con las dosis de 125 y 250 µg/ml, el nú­

mero de revertantes obtenido de cada uno de los marca 

dores con estas dos dosis fué aproximadamente el mis­

mo. Los aumentos sobre ios valores controles fueron 

de aproximadamente 100 veces el locus de his 1-7, 100 

veces de arg 4-17 y entre 40 y 60 veces de hom 

3-10. Con la dosis de 500pg/ml estos incrementos se 

duplicaron y hasta cuadruplicaron, siendo de 300 ve­

ces de hisl-7, 200 veces de arg 4-17 y 150 veces de 

hom 3-10. 

La mezcla S-9 disminuyó la actividad mutagénica del 

Pirvinio como se ve en la Tabla X. Se aprecia que no 

hubo un aumento notable en el ndrnero de revertantes -

con ninguna de las concentraciones empleadas. 
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TABLA VIII. REVERSION DE LOS MARCAOORES his 1-7, arg 4-17 y 

hom 3-10 EN LOS CONTROLES. 

TIEMPO DE EXPOSICION 
(hs.) 

o 
Control Marcadores Marcadores 

his arg hom his arg 
1-7 4-17 3-10 1-7 4-17 

H20 23.S 1 s. o 2.5 18.8 8.5 

IMSO 5% 20.9 10. 1 2.5 9. 1 6.0 

Mezcla S-9 13.7 10. 2 . 3. 2 16. o 5.0 

Mezcla S-9 + 
fi\180 5% 19.7 8.6 2.4 18.5 7.2 

Número de revertantes por 2. 5 x 1O7 sobrevivientes·. 

60 

hom 
3-10 

2.9 

2.9 

1.8 

2. 1 
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FIGURA S. CURVAS DE SOBREVIDA: 

A. Pamoato de Pirvinio 

B. Pamoato de Pirvinio + mezcla S-9 



'. ·.' ·~' . 

62 

TABIA IX. NUMERO DE REVERTANTES POR 2. 5 x 10 7 SOBREVIVIENTES OBIB~IOOS EN EL 

EXPERIMENTO CON P~TO DE PIRVINIO. 

TIEMPO DE EXPOSICION 
hs. 

o . 24 
Concentración Marcadores Marcaaores 

pg/ml his arg hom his arg hom 
1-7 4-17. 3-10 1-7 4-17 3-10 

Control (IMSO 5%) 17.0 6.0 2.6 22.2 2.7 2.4 

125 31.3 9.9 3.0 2,023.6 263.6 123. 6 

250 48.6 11. 7 3.3 2,351.6 237.1 80.0 

500 53.3. 14.7 3.0 6,660.0 430.0 ;' 330. o 
' 

) 
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TABLA. X. NÍJMERO DE REVERTANTES POR 2. 5 x 1O7 SOBREVIVIENI'ES OBTENIDOS EN EL 

EXPERIMENTO CON PAIDATO DE PIRVINIO Y MEZCLA S-9. 

TIFMPO DE EXPOSICION 
s. 

o 24 
Concentración MarcaClores Marcacfores 

pg/nü. his arg hom his arg hom 
1-7 4-17 3-10 1-7 4-17 3-10 

Control (Jl.1SO 5%) 13.6 4.0 2.3 20.4 4.4 2.0 

125 31.6 10.0 1.0 19.2 6.3 2.0 

250 22.0 9.6 . . 1. 3 39.0 7.2 1. 5 

500 21.4 8.3 2.6 34.0 18.3 2.7 
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2. Determinación del efecto citotóxico y mutagénico del 

Mebendazol 
¿ 

La Fig. 7 presentallas curvas de sobrevida de los ex-

perimentos con Mebendazol. En la gráfica A se obser­

va que las diferentes concentraciones inhibieron el -

crecimiento del cultivo, dicho efecto fué proporcio-

. nal a la dosis . 

. Cuando los tratamientos se llevaron a cabo en combina 

ci6n con mezcla S-9, las curvas de sobrevida dejan 

ver un efecto inhibitorio del crecimiento tanto en el 

control como con la concentración más baja, y un des-
¡ 

censo en la sobrevida hasta de un 30% con la dosis 

más alt~ (Fig: 7, Gráfica B). 

El resultado del análisis del número de revertantes -

en cada uno de los grupos tratados, aparece en las Ta 

blas XI y XII que indican que el Mebendazol en presen 

cia o en ausencia de mezcla S-9, carece de actividad 

mutagénica. 
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FIGURA 7. CURVAS DE SOBREVIDA. 

A. Mebendazol 

B. Mebendazol + Mezcla S-9 

.. 
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TABLA XI. NUMERO DE REVERTANTES POR 2. 5 x, 1O7 SOBREVIVIENTES OBTENIOOS EN 
~·f 

EL EXPERIMENTO CON MEBENDAZOL. 

-!f 

TIEMPO DE EXPOSICION 

o 
(hs.) 

24 
Concentración Marcadores Marcadores 

pg/ml his arg hom his arg hom 
1-7 4-17 3-10 1-7 4-17 3-10 

Control (IMSO 5%) 25.6 4.6 2.3 13.0 4.0 2.0 

1110 . 23.0 3.6 3.0 20.9 s.o z. 1 

2220 14.0 2. o 1. 6 28.1 4. l ~ 3. 1 
~~ 

4440 11.0 2.0 1.0 28.0 6.3 2. 1 
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TABLA XII. . NUMERO DE REVERTANTES POR 2. 5 x 1O7 SOBREVIVIENTES OBTENIOOS EN 

EL EXPERIMENTO CON :MEBENDAZOL Y MEZCLA S-9. 

~-

TIEMPO DE EXPOSICION 
s. 

o 24 
Concentración Marcadores Marcadores 

µg/ml his arg hom his arg hom 
1-7 4-17 3-10 1-7 4-17 3-10 

Control (IMSO 5%) 27 .o 1.6 4.0 21.8 7.5 4.6 

111 o 22.0 6~6 4.6 25.8 7.4 3.8 

2220 25.0 4.6 4.3 15. 5 3.4 2.4 

4440 17. o 3.0 1.3 25.0 7.9 '3.9 

• 
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3. Determinación del efecto citotóxico y mutagénico del 

Citrato de Piperacina 

En la gráfica A de la Fig. 8, se observa que únicamen 

te la dosis más alta de Piperacina afectó el crecimien 

to del cultivo celular, inhibiéndolo, mientras que 

con las otras.dos concentraciones al igual que en el 

.control, se registró un incremento hasta de un 4oi 

aproximadamente. 

Cuando los tratamientos se llevaron a cabo con la in- 1 • 
1 

corporación de mezcla S-9 (Gráfica B, Fig. 8) 1 se pr~' 

sentó una disminución de zoi en la sobrevida del tubo 

control y en los que llevaban las diferentes concen­

traciones de la droga el efecto fué más o menos el 

mismo, aunque menos severo con la dosis intermedia. 

Los valores de reversión muestran que la Piperacina 

no tuvo ninguna actividad mutagénica bajo las condi­

ciones experimentales en que fue estudiada. (Tablas 

XIII y XIV) . 
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FIGURA 8. CURVAS DE SOBREVIDA: 

A. Citrato., de Piperacina \ 
¡ 
1 

B. Citrato de Piperacina + Mezcla S-9 
¡ 
¡ 
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TABI.A XIII. NUMERO DE REvERTANIBS POR 2. 5 x ·1 o7 SOBREVIVIENTES OBTENIDOS EN 

EL EXPERIMENTO CON CITP.ATO DE PIPERA.CINA 

TIEMPO DE EXPOSICION 
(hs. 2 

o 24 
Concentración Marcadores Marcaaores 

pg/ml his arg hom his arg hom 
1-7 4-17 3-10 1-7 4-17 3-10 

.control (DMSO 5%) 20.5 14.3 1.0 25.3 13.4 2.9 

6240 s.o 5.0 1. 3 13.9 5.3 1. 9 

12480 16. o 3.0 1. 6 13.8 8.4 2.0 

24960 15.S 10.3 1. 3 13. 8 5.3 . 1. 4 
' i 

¡ 

' 1 

.· .. , 
•••••• 
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TABIA XIV. NUMERO DE REVERTANTES. POR 2.5 x 107 SOBREVIVIENTES~~OBTENIOOS EN 

• 
EL~EXPERIMENTO CON CITRATO DE PIPERACINA Y MEZCLA S-9. 

TIEMPO DE EXPOSICION 
s. 

o 24 
Concentración Marcadores Marcaoores 

)lg/ml his arg hom his arg hom 
1-7 4-17 3-10 1-7 4-17 3-10 

Control (Jl.150 5%) 20.S 14.3 1.0 '25.3 13.4 2.9 

t 6240 17.6 12. 3 1.6 21.4 11.0 3.0 

12480 18.0 8.0 o.o 22.2 1o.9 1. 6 

24960 18.0 8.0 2.0 24.1 16.6 ? 3. 6 
¡ 
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DISCUSION 

El sistema de prueba de Saccharomyces cerevisiae' 

utilizado ~n est~¡~estudi~, permitió detectar la actividad 

genética de uno de ios tres compuestos probados, el Pamoa-

to de Pirvinio. Este compuesto mostr6 un efecto marcada­

mente tóxico y mutagénico en las tres concentraciones em­

pleadas. Aumentó la frecuencia de reversión de tres marca 

dores debidos a mutaciones tanto de sustitución de bases -

como por corrimiento de formato y produjo incrementos sobre: 

los valores de los controles de 100 a 300 veces del marca­

dor his 1-7, de 100 a 200 veces de arg 4-17 y de 40 a·1so ; 

veces de hom 3-10. Con las dosis de 125 y 250 pg/ml y una 

sobrevida de 11 y 7% respectivamente, el número de rever­

tantes obtenido de cada uno de los marcadores fué aproxim~ 

<lamente el mismo; dentro de este rango de concentraciones 

no se observó un efecto linear (Fig. 6), por lo que apare~ 

temente el número de moléculas afectadas fud aproximadamcn 

te el mismo. Con la dosis de 500 pg/ml y una sobrevida de 

1%, el número de revertantes de cada marcador fue de dos a 

) 

1 

cuatro veces mayor que el obtenido con las otras dos caneen 

traciones, ésto puede ser resultado de que a la dosis más 
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alta el compuesto afectó un número mayor de macromoléculas. 

Cuando las células se incubaron con Pirvinio y mezcla S-9 

la actividad tanto tóxica como mutagénica de la droga dis­

minuyó considerablemente, lo que sugiere que las enzimas -

de homogenado hepático de rata presentes en la mezcla in­

activaron la droga. 

Por lo que se refiere a los resultados obtenidos con el Me 

bendazol y el Citrato de Piperacina, ninguno de estos ~os 

compuestos mostró actividad mutagénica en las condiciones 
1 

experimentales en que fueron estudiados. Existen varias pÓ
1 

sibilidades que podrían explicar los resultados negativos 

de las pruebas: 

1. Que la sustancia no haya podido penetrar a la célula. 

2. Que la actividad de sistemas enzimáticos en el cito­

plasma inactivaron la droga. 

3. Que no tenga acceso al ADN (por la presencia de la mem 

brana nuclear o de las proteínas asociadas con esta mo 

lécula en los cromosomas). 

4. Que aún cuando haya reaccionado con el ADN, mecanismos 

de reparación eficientes impiden que se manifieste el 

efecto. 
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S. Que el compuesto sea inactivado por reacciones enzimáti­

cas con la fracci6ri S-9 o que no .se yroduzcan metaboli 

tos con actividad mutagénica. 

Durante los experimentos las células estaban en 

contínua-divisi6n, hecho que favorece la actividad de aque 

llos agentes que requieren que la molécula de ADN se esté 

replicando para poder reaccionar con ella. Sin embargo, -

se observó que cuando las células se incubaban con mezcla 

S-9, se inhibía la división celular y en algunos casos se 

llegó a detectar un efecto tóxico que disminuy6 la sobrevi 

da hasta un 20%. Este efecto durante la exposición a un -

compuesto particular, puede alterar los resultados obteni-

éndose falsos negativos, es decir, que no se manifiesta su 

actividad mutagénica. 

Haciendo un análisis critico de la reproducibili 

dad del sistema, se puede apreciar que de un experimento a 

otro se presentaron variaciones en las curvas de sobrevida 

de los controles, tanto en presencia como en ~usencia de -

la mezcla S-9 y se reflcj6 tambión una variabilidad en la 

frecuencia de reversión espontánea de los diferentes marca 

dores. Estas diferencias en los resultados pueden ser pr~ 
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dueto tanto de errores técnicos (conteo de las células, di 

luciones; eficiencia de sembrado) asi como al estado fisio 

16gico de las células (cultivos no sincronizados). Para -

afinar los resultados se requiere estandarizar lo más posi 

ble la manipulación de las células y establecer la variabi 

lidad introducida por el experimentador. Además, para lo­

grar mayor reproducibilidad en los resultados convendría -

utilizar cultivos sincronizados. Por lo que se refiere a 

la mezcla S-9, es recomendable hacer una curva contra con­

centración de la fracción S-9 utilizando controles positi­

vos con el objeto de disminuir su efecto tóxico sobre las 

células sin alterar la actividad de las enzimas microsoma­

les, también convendría verificar si las cantidades de los 

diferentes cofactores de la mezcla S-9 son las más adecua­

das. Asimismo, es necesario medir la frecuencia de rever­

sión de los diferentes marcadores de la cepa con una serie 

de mutágenos químicos conocidos, activos ~ se o que re­

quieren ser metabolizados, para tener controles positivos 

a los cuales referir la actividad mutagénica dp las sustan 

cias en estudio. Una última recomendación es que no se es 

tudie más de un compuesto por experimento (probando tres o 

cuatro concentraciones, los controles y tres marcado-

r 
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res de la cepa) debido a que cuando se trabaja con más sus 

tancias simultáneamente, aumenta la probabilidad de come­

ter errores· t€cnicos que cuantitativamente afectan los re­

sultados (dado el gran número de muestras que hay que to­

mar, lavar, diluir y sembrar al mismo tiempo). Por otro -

lado, si se desea incrementar la sensibilidad de este orga 

nismo a la acción de mutágenos químicos deberán emplearse 

cepas que lleven mutaciones que aumenten la permeabilidad 

de la pared celular y también que disminuyan o anulen to­

talmente los sistemas de reparación. 

Para finalizar, podemos considerar al sistema de 

reversión de Saccharomyces cerevisiae como un sistema ade­

cuado para evaluar la potencialidad mutagénica de diferen­

tes grupos de sustancias químicas en forma fácil, rápida, 

económica y confiable. Sin embargo, para poder concluir 

definitivamente sobre la actividad mutagénica de los tres 

compuestos incluidos en este estudio, Pamoato de Pirvinio, 

Mebendazol y Citrato de Piperacina, sobre esta levadura es 

necesario realizar más pruebas utilizando las diferentes 

técnicas que permiten detectar otro tipo de eventos como 

recombinación mitótica, conversión génica y no disyunción. 
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Para lograr una estimación más precisa del riesgo que re- · 

presentan para el humano, es indispensable ampliar su estu 
,. 

dio a un número mayor de sistemas de prueba que utilicen -

diferentes organismos, incluyendo mamíferos. 

I 
! 
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