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RESUMEN:

La no disyuncidén puede ser inducida por agentes fisicos y qui;
micos . Entre los factores fisiscos se encuentran: La temperatura, las
radiaciones ionizant§s, etc. Dentro de los elementos guimicos encontra
mbs: Gases, sales orgadnicas e inorganicas principalmente, los qﬁe se ca
racterizan por su alto poder mutagénico. Entre los compuésﬁbs gue pue-
den causér dafio genético, destacan los productos fa;macéuticos gue se

consumen dentro de la poblacién mundial masivamente.

El Citrato de Piperacina es una droga de amplio uso para el con-
trol de helmintiasis que afectan a grandes sectores poblacionales(prin
cipalmente el infantil), en los paises en vias de desarrpllo, entre los
cuales se encuentra localizado el nuestro.

Coutifio en 1980, investigé el éfecto mutagénico de esta droga eh

 Drosophila melanogaster, con el sistema de letales recesivos ligados -

. al sexo encontrd qgue no se produce un efecto mutagénico significativo-

a la concentracién de 10™°

M., pero si se observé alta tasa de esteri-
lidad, por lo cual el objetivo de esta investigacién fue determinar -

el efecto del Citrato de Piperacina sobre la fertilidad de Drosophi -

la melanogaster, analizando la no disyuncién.
De acuerdo con la prueba de toxicidad y fertilidad, la concen-
tracién media letal (CML), fue de 1.5M.(la cual produaa un 24% de estg

rilidad), y la concentracién méxima tolerada(CMT) fue de 1x107%M(la -
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cual produce un 4% de esterilidad). En base a estas pruebasvse selec-
cionaron las siguientes concentraciones: 0, 1x10—4, 0.3, 0.6, 0.9, vy
1.5M., gue se administraron oralmente a 300 machos por concentracidn
de la linea XczyfﬁBSYy+ durante 72hs., posteriormente se cruzaron con
;

hembras virgenes yw/yw(3 hembras por cada macho). Se cuantificé la -
no disyuncién evidenciada por machos yw/0(cuerpo amarillo-ojo blanco).

Usando el andlisis de regresidn por minimos cuadradés se obser-
végue el =fecto de la droga sobre el porcentaje de no disyuncién, tie
ne un comportamiento lineal dado por la ecuacidén:¥=0.01145+0.1675X -
con un valor de correlacién de 0.96. Se analizaron los resultados del
lote testigo y los tratados por la prueba de diferencia de proporcip
nes, encontréndose gue a partir de la concentracién 0.6M. habia dife-
rencia significativa.

Si se comparan estos datos con los ﬁbtenidos por Coutifio, (1980)
se observa gue la alta tasa de esterilidad a la concentracién lxlO— M.
es muy pequefia con relacién a lo observado en esta investigacién.

En base a los resultados obtenidos se concluye gue el Citrato
de Piperacina no causa un porcentaje significativo de no di;yuncién—

= 4 ) ‘ (3 A
a concentraciones bajas(lxl0 -0.03M.), por lo gue deben investigar-

ge cuales son los otros mecanismos involucrados en la esterilidad.
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INTRODUCCION:

La no disyuncién se caracteriza por gue no se separan los cro-
mosomas en una de las divisiones meidbticas.

Si la no disyuncién ocurre en la meiosis I se considera reduc-
cional, y si se presenta en la segunda divisién meidtica se considg
ra ecuacional. (lewin,1980). Ambas pueden distinguirse por sus conse-
cuencias genéticas.

La no disyuncién puede ser también dendminada prima;ia y/0 se -
cundaria (Swanson,1965., Goodenough,l1978.). En el primer caso se pue-
den formar dos tipos de esperma en machos de Drosophila: XY y O res
pectivamente {(Bridges,1916, citado‘por Swanson,1965). Los cigotos gque
resultan de estos espermas difieren en sus caracteres ligados al -
sexo. E1 esperma XY proveniente de no disyuncién'primaria, podria dar
lugar a hijas XXY y estas a su vez pueden producir individuos excep
cionales secundarios.

Entre las cepas de Drosophila mas comonmente usadas para detectar
la no disyuncién primaria en machos de este género estén: y*Ysca, y -
la Bst+(Muller,1948, Broseau y Lindsley,1958, citados por Zimering,
1976), donde y+, y B estén unidos al brézo largo del Y, ¥, Bl -
BSYy+(broseau,1961, citado por Zimering,1976), donde B estd unido -
al YL, Y y+al brazo corto ¥YS.

Se ha sugerido gue la frecuencia con la gue se recobran los -3

excepcionales primarios es de 0.01-0.05%. (Zimering,1976).
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La no disyuncién primaria en las hembras de Drosophila, da lu-

gar a cuatro tipos diferentes de cigotos:¥XX, XXY, X0, y el Y0;los -
dos primeros dan origen a hembras , de las cuales la hembra XXY pue-
dar lugar a individuos excepcionales secundarios. Los dos dltimos =
originan machos de los cuales el Y0 no es viable y no pasa de la eta
pa embrionaria.

Bridges, 1916 (citado por Swanson,l1964) ,observd que iss hembras-
XXY, provenientes de no disyuncién primaria pueden originar cierto
nimero de individuos excepcionales. Este fenémeno recibe el nombre de
no disyuncién secundaria. El postulé gue habia una competencia activa
entre los dos cromosomas. X, y el cromosoma Y, para el apareamiento -
de cromosomas asociados, dos de estos tfesvcromosomas pasaﬁ juntos -
mientras gque el tercero puede guedar exclufido, y gueda como univalente
para unirse al azar. La no disyuncién secundaria podrfia tener lugar por
consiguiente cuando el cromosoma X y el Y provenientes de hembras -
XXy, quédan apareados y el X restante pasa al mismo polo como el X-
segregante. Sin embafgo si uno de los cromosomas X se apared con -
el Y, en todos los ovocitos la cantidad de no disyuncidén secunda-
ria no excederfia del 50%.

Actualmente se ha demostrado que en hembras XXY, donde los X son
estructuralmente homélogos la frecuencia de no disyuncidén secundaria

es ligeramente superior al 1%, Sin embargo en ciertas hembras XXY, -
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donde los cromosomas X, son hoterbecigos para inversiones del cro-
mosoma X, Stutervant y Beadle en 1936, encontraron gue los valores
de no disyuncidn secundaria eran muy altos, cercanos‘al 63%. Se -
ha obsearvado gue la no disyuncidn secundaria, es reducida si se -
usa un brazo del cromosoma Y, este drovee solamente una reéién en
la cual pueden aparearse un X o un Y. Bridges también observé que -
la‘heterozigocidad en los autosomas tenderia a reducir l& no dis -
yuncién secundaria.(Swanson, 1964 y Zimering,1976).

Los estudios de los efectos de la sensibilidéd a femperaturas
tanto altas como bajas, sugieren qué cada efecto se debe a una acc ~
cién gue ocurre en la meiosis temprana.

Los mﬁtantes de Drosophila mei-269, mei-s8, mei-OBi, ete.,to-

dos causan no disyuncién en la primera divisidn meidtica; al rea-
lizar experimentos con estas lineas , la no disyuncién afecta al -
par XY,y al cromosoma IV, pero puede también afectar a los cromoso-
mas II y III.

La mutacién pal, causa pérdida de los cromosomas no solo en la
meiosis, si no también en la primera mitosis del embrién.

Ultimamente se ha podido identificar un mutante gue afecta la -
recombinacién, el Mr.

Los mutantes que afectan la meiocsis en hembras de Drosophila -

melanogaster, afectan todo el complmento cromosémico, y pueden divi
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dirse en dos clases generales, aguellas gue reducen la recombinacién
Yy aguellas gue interfieren con la segregacibén cromosémica, las dos -
incrementan 1la no disyuncién.

Los eventos necesarios para hacer posible el intercambin, pue
den estar relacionados con funciones tales como asegurar el apa -
reamiento de homélogos.

Bridges en 1915, propuso gue este tipo . de mutécioneé‘pueden -
distinguirse si la recombinacién puede ser considerada como un pro
ceso de dos estados. En el primero, los sitios posibles de inter -
cambio son establecidos en una distribucién apropiada. En el segun-
do estado, hay una probabilidad fija, gue un intercambio ocurriera-
en cualguier sitio dado. Se hé sugerido gue el efecto de las muta. -
ciones sobre la distribucién de intercambios, puede ser una medida-
del estado de entrecruzamiento impedido. (Lewin,1980, Baker y Hall -
1976.).

Los mutantes de Drosophila, SD(Segregation Disorder), y RD(Dis

ruptor Recovred), se conosen como ejemplo de directores de meiosis.
(Baker y Hall,1976.).(Tabla I).

; La no disyuncién causada por mutaciones gue reducen o eliminan
el intercambio génico, tienen las mismas caracteristicas en cada uno

de los casos mencionados: a)se aplica a todos los cromosomas, b) la-

no disyuncién de homélogos diferentes no es independiente.
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Se incrementa mucho la probabilidad de que la no disyuncién -
no solo se produzca en los cromosomas sexuales, si no también en los
otros vares. Lo consistente de este efecto hace suponer gue la no -
dis'runcidén es un defecto secundario asoci~do a las deficiencias en -
en el intercambio génico. (Lewin,1980).

Se han propuesto dos modelos para explicar 1la disYuncién de -~
los cromosomas: uno es el cromocentral y el otro es.el dé‘apareamieg
to distributivo.El modelo cromocebtral fue propuesto por Novitsky,

en 1964, guien postulé gue las interacciones entre los centrémeros -

subsecuente disyuncién, o sea que este evento se presenta previo al-
intercambio. '

La hipétesis de paremiento distiibutivd fue sugerida por Greel ,
en 1962; el apareamiento distributivo en el ovocito es un proceso -
post-intercambio y esta confinado a cromosomas gue no han sufrido in
tercambio y entran a un pool en el cual pueden aparearse, con cual-
guier otro miembro. Usualmente el apareamineto distributivo tiene -
lugar tanto en cromosomas homélogos como en no hom6logos. En moscas-
.de genotipo raro, como los no disyuncionales o portadores de translo
caciones.

el principal criterio para el establecimiento dei apareamien—

to distributivo parece ser la similitud de tamafio de los cromosomas-

I de los cromosomas gue no sufren intercanbio son responsables de su -
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aungue en ausencia de cromosomas de tamafio similar con los cuales -
aparearse ; esto puede llevarse a cabo entre cualquier cromosoma gue
no haya intercawbiado material. (Novitsky y Puro,1978, Lewin,l980).

Los argumentos genéticos de una interaccidén entre el intercam-
bio y el no intercambio de cromosomas heterdlogos, sugieren la pre -
sencia de una configuracién cromocentral durante la meiosis de hem-
bras de Drosophila melanogaster, esto se debe a que durante la mito-
sis premeiética existe una distribucién no al azar de cromosomas co-
mo resultado de un apareamiento somidtico mas temprano, las regiones -
centroméricas de todos los cromosomas se 6rientan hacia el centro de
la metafase; existe tendencia de los cromosomas mas pequeflos a ser
localizados centralmente. Al inicio de la meiosis se forma un cro--
mocentro por la asqciacién de todos los cromosomas. La existe?cia -
de un cromocentro es una evidencia citolégica del modelo cromoéen -
tral. |

La presencia de un apareamiento hipotético distributivo, no pue-
de ser excluido citologicamente, aungue no exista evidencia desde es-
te punto de vista de su existencia. (Novitsky y Puro, 1978).

La no disyuncién puede originarse por una serie de factores co-

'

‘mo: a) Edad, b)Temperatura, c) Radiaciones ionizantes, d)Mut&genos qui-

micos etc.

La contaminacién provocada por el desarrollo tecnolbgico cada vez




mas creciente, ha repercutido en el medio ambiente causando proble
mas ecoldgicos serios.
Los cambioé gue sufren los crowosomas, no solo se deben a las-
alteraciones que puedan sufrir en la mitosis, si no también a la me-
iosis. Para estudiar los cambios tanto estructurales como numéricos -

en la meiosis, se ha desarrollado el estudio de mutantes meidticos en

i

Drosophila.

El fenotipo de un mutante meibtico es la produccién de 6vulos—-
0 espermas gue son anormales en la cantidad y la‘calidad de los cro-
mosomas (no disyuncién, pérdida, rompimiento, recombinacién alterada -
e interferencia o el reccbramiento desigual de hombélogos respectiva -
mente) .

Actualmente hay un amplio nfmero de mutantes meiéticos de Droso

phila melanogastex. Alrededor de ocho son expontdneos, otros han si-

do inducidos en el laboratorio, o por medio de cruzas de lineas de va
rias especies. Las restantes han sido obtenidas recientemente. (Baker
y Hall, 1976).

Sandler y col. en 1968 (citados por Lewin,l1980), recuperaron tre--
ce mutantes meibticos de aproximadamente 180, del segundo y/o tercer-
cromosomas, tomados de poblaciones naturales. En 1971, Sandler recu-
peré dos mutantes meidticos de 30, del sequndo y tercer cromosomas,in

ducidos por etil-metano-sulfonato(EMS). Baker y Carpenter en 1972(ci-
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TABLA 1. Mutaciones que afectan la meiosis de
Drogophila mealnogaster (machos).

Locus

pyton

Origen, localizacibn, -

Dominancia.

Efectos observados

Causa de Accién.

mei-
269,

Inducido por EMS; se -
localiza en el cromoso-
ma X; es hemicigo.

La no disyuncién de -
los cromosomas XY, se
presenta en un rango-
de 1.a 10% con exceso
de cromosomas nulo XY:
esta mutacién, no afeg
ta al cromosoma IV: en
los cromosomas 1I/III
no estad analizado el-
efecto de esta muta -
cibn.

No disyuncidén en la meio-
sis g es similar a la del
cromosoma X, el cual sufre
delecién en la heterocroma
tina basal.

Inducido por EMS; se =~
localiza en el cromoso-
ma II; es recesivo,

Pérdida no independien
te de cromosomas patex
nos en o subsecuentes
a la meiosis y en cé-
lulas s6maticas de la
progenie pal,

pal, puede especificar un
componente del cromosoma
recesivo para la divisién,
tal como un componente -
centromérico.

Mr

Poblacién natural; se -
localiza en el cromoso-
ma II; es semidominante]

binacién.

Ocasiona recombinacién)
La tasa es la misma~
el cromosoma II y IIX
con loci de 50 unida-~
de mapa, mostrando -
cerca del 1% de recom

Los cambios no reciprocos
ocurren en grupos y refle-
jan la distancia fisica a
diferencia del mapa genéti
co de las hembras; esto pug
de deberse a eventos prema-
turos, mas’ que a la inducg
ién de entrecruzamiento =
meidtico.




-11-

TABLA 1 . Mutaciones que afectan la meiosis
de Drosophila melanogaster. (machos)
(CONTINUACION) .

 7igfug Origen, Localizacidn, .
te. 7| Dominancia Efectos observados. Causa de accién.
SD/+ tansmite el cromo-| SD inactiva el esperma -
: Poblacién natural; se| soma mutante SD al 50% gue lleva SD . Existe -
SD localiza en el cromo-| de la progenie(arriba- una accidén desconocida-
soma II, es dominante) del 50% hasta el 95%); dirigida contra el cro-
los individuos SD/SD - | mosoma SD en la meio-
son _estériles . sig temprana.
Poblacidén natural, se| Hay produccién en exce-| Causa fragmentacién del-
RD localiza en el cromo-| so de hewmbras en la pro| esperma y el periodo sen-
soma IV; es recesivo. | genie. sitivo
| No disyuncién del cro-~ | Existe posibilidad de gue
mosoma IV, esto no lo- ocurra pérdida en la neio
|mei- | Poblacién natural, se| sufre el par XY, Los - | sis I, su accidén no se co
S8. | localiza en el cromosq cromosomas II/III no eg|{ noce bién, ya que afecta
ma IV, es recesivo. tén examinados. El 60% solamente al cromosoma IV
gon nulo o diplo IV(con{ o también otros autosomas|
excepcién del tipo nulo) |
Causa no disyuncién in-
mei~- | Pobalcién natural, se | dependiente del IV (7-8%) Actda en la meiosis I.
081.| localiza en el cromo- | y del Y(5%); II/III no-
gsoma III, es recesivo. examinados.
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tados por Lewin,1980), recuperaron 31 mutantes meidticos de 209 in -

dividuos tratados con EMS a nivel del cromosoma X.

Con solo dos excepciones, todos los mutantes meidticos conoci-

dos de Drosophila melanogasterinterfieren con la.meiosis I, en los -
machos, o en las hembras pero no en ambos, lo gue nos da a entender-
que el control de la meiosis I en los dos sexos es diferente. (Lewin

.

1980).
Dentro de los contaminantes de la bidésfera un lugar importante
lo oéupan los mutégenos, los cuales pueden ser fisicos o quimicos, -
como las radiaciones, y la diferente _gama.de productos gquimicos, que
intervienen en el desarrollo de cada pais. '
| El avance tan grande de la energia nuclear,.y la quimizacién-
de la industria y la agricultura, han influfdo en el aumento de estu
dios tendientes a la evaluacidn del efecto mutagénico gue tienen so-
bre los seres vivos, con el fin de conocer el dafio gque a este nivel-
puede causar 1a~e£bosici6n prolongada a mutdgenos ambientales. (Dubi

En Drosophila estos factores pueden producir la esterilidad. -

En los machos esta esterilidad puede deberse a mutaciones ligadas al
sexo o autosémicas, y a aberraciones cromosémicas. La esterilidad -
estd comunmente asociada con mutaciones gue afectan el ala, ojo, o

desarrollo abdominal (Romrell, 1975).
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a machos de Drosophila.(Varentzova y Zajarov,1970).

i
|
I Se ha visto que en los ovocitos irradiados con rayos X se in-
l crementa la pérdida del cromosoma X, sobre la ganancia de un X en -

Drosophila melanogas -gr.
I Cuando estos mismos ovocitos fueron tratados con frio, se ob-
l : servé una alta frecuencia de no disyuncién. (Leigh,1979).

Como ya se ha mencionado, el desarrollo de la tecnglogia a un

I ‘ ‘ritmo acelerado ha provocado gue lleguen al ambiente grandes canti-
I dades de compuestos guimicos. Aproximadamente cada afio aparecen en--
l el mercado alrededor de 500 nuevos compuestos guimicos, gue inclusi-

ve llegan directamente o indirectamente a los alimentos. Estos com—-
l puestos pueden ser mutagénicos y por lo tanto inducir no disyuncién-
I f pérdida cromosémica, y otros tipos de trastornos genéticos, tanto-

en células somdticas como en células sexuales. Estos mutdégenos pue--
' den llegar al hombre a través de: las industrias donde txabaja, del-
aire gue respira, de los productos medicinales qﬁe usa, de sus ali--
mentos, etc.

Entre los productos industriales que tienen un efecto mutagé-
nico alto, estan los pesticidas, gue se usan en la agricultura in--

clusive en el hogar. Los productos gue han mostrado un efecto muta-

génico alto, son los elaborados a base de nitratos, los cuales se -

transforman en nitritos cowmo resultado del metabolismo delos orga-
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nismos.Los nitritos reaccionan con aminas secundarias y forman las-

nitrosaminas, las cuales se ha observado gque son causantes de muta-
génesis,
Las substancias nitrogenadas se han probado en sistemas bacte

rianos, en plantas y en Drosophila.

Otro tipo de prdductos de importancia por su efecto mqtagéni-

co son los alguilantes, gue se usan émpliamnete en la indus%ria gqui--

mica, como productos intermedios para diferentes procesos tecnolé--

gicos, como disolventes orgdnicos. Como ejeﬁplo de estos produc--
tos se encuentran, los epbxidos, las etilenaminas, etileniminas, los
aguilsulfatos, lactonas con la presencia de anillos de sulfonas, etc.

El efecto mutagénico de etse tipo de productos se debe princi-

la de ADN. (Dubinin,1981).

Muchos productos medicinales no han sido evaluados desde el -
punto de vista de su potencial mutagénico, por lo que su uso sin la
precaucién debida puede ser causante de dafio genético,el cual ten--
dréd mas repercuciones si se afecta a la poblacién infantil, debido
a que en este sector de la poblacién las células éerminales se en--
cuentran en desarrollo, lo gue puede llevirlos a gue sean portadores
de mutaciones, lesiones gue pueden transmitirse a sus descendientes

' palmente a gue tienen "la capacidad"” de introducirse a la molécu-
' cuando estos hayan llegado a la etapa adulta, o puedan originar eg
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terilidad.

‘ El efecto de los mutégeﬁos adguiere importancia cuando estos-
llegan a las génadas, ya gue las lesiones producidas en estas es —--
tructuras son hereditarias.

La barrera hemato-testicular puede defender considerablemen--

te las células germinales masculinas contra la accién de diferentes

1

agentes.

Las espermatogonias como se saben est&n localizadas entre dos
elementos principales de la barrera apenas .estando sujetas a las --
substancias traidas por el flujo sanguineo. Los espermatocitos y --
los espermatozoides maduros sufren el efecto unicamente de las subs
tancias gue se transportan selectivamente a través del epitelio ca
nalizado y las células de Sertoli. Actualmente no se.sabe‘si exis-
ten estas barreras andlogas en los ovarios.(Dubinin,1980).

Se ha visto gue de los sistemas para evaluar el efecto gené-—-

tico de los mutdgenos , uno de los mas utilizados es la Drosophila-

esto se debe a ia facilidad de manejo gue ofrece este organismo, --
asi mismo el mantenimiento resulta econbémico comparado con otro —-
tipo de organismos.

Su ciclo de vida es relativamente corto(l0 dias a 25°C.), la-
_cantidad de individuos gue pueden obtenerse es bastante grande por-

lo cual se pueden hacer pruebas con una poblacién grande, lo gue ha



17~

ce que los experimentos sean estadisticamente confiables,

La Drosophila melanogaster es un insecto que tiene la capaci-
dad de llevar a cabo las mismas reacciones quevocurren en el meta-—
bolismo de los mamiferos, ademds en este insecto se pueden evaluar-
"in vitro" tqdas las alteraciones génicas, como son:

a) Mutaciones letales dominantes.- Eh esta prueba se observa muerte

.

en los cigotos.
b) Mutaciones letales recesivas ligadas al 8ex0. - Con este sistema-
se pueden detectar mutaciones hacia adelanté, incluyendo mutaciones
genéticas, y pequefias deleciones en el cromosomz X de las células -
de la 1inéa germinal del macho.

c) Pérdida total o parcial de cromosomas.-Esta prueba sirve para de

tectar rompimientos no restituidos, y pé€rdida de segmentos del cro~

mosoma Y. En la Fl por medio de marcadores,;se detecta la pérdida -
cromosomal en forma de una segregacién defectuosa.

d) Translocaciones.- Estas pueden ser detectadas en forma de rompi
mientos, rearreglos en 95% del material contenido en un juego haplo
ide tipico de un macho; producto de lateraciones causadas por un =--
compuesto gue origine estos rompimientos.

e) No disyuncién.- Con este tipo de prueba se puede detecgar dafios -

en los elementos del aparato mit6tico y/o alterar el apareamiento-.

cromosdémico, y el entrecruzamiento que antecede a la disyuncién, du
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durante la meiosis. La tasa expontfinea de hembras y machos no dis--—
yunciorales es generalmente baja, alrededor del O.i%, rara vez exce
de del 0,2%.(Abrahanson,1971, Zimering,1975).

El etil-metanosulfonato (EMS), es uno de los productos guimicos
con un alto poder mutagénico. Cuando se observa el efecto conjunto-

del EMS, la radiacién X , vy la edad, se observa en Drosophila me-

lanogaster,que a dosis de 1000 a 2000 r, fiende aumentar la produc-—
.cién de disdémicos. A dosis bajas disminuye la frecuencia de gametos
nulosémicos,asi comé la de disémicos., A una radiacién de 125-500r -
la frecuencia de disfémicos fue mas alta gue el control, notdndose -
unefecto similar allas dogis 1000, 250, y 500 r. El tratamiento con
EMS sobre hembras de diferentes edadeé, no tuvo incremento signifi-
cativo de la no disyuncidén. Pero si se combina el efecto del EMS;--
cuando se tratan individuos con el quimico antes y después de la--
radiacién X se observa un incremento de la pérdida del cromosoma X;
lo cual se atribuye a la inhibicién dei sistema de reparacidm, como
resultado del tratamiento con EMS, (Sobels, 1979.,Petrova,1976.).
Cuando se usaron doiss fraccionadas de EMS y Etilenimina so-

bre el esperma maduro de machos de Drosophila melanogaster, se ob-

serva incremento mutacional de letales recesivos ligados al sexo,
cuando se tratan espermatocitos y espermatogonias; en cambio con --

etilenimina (EI) no se observa incremento en la mutacidn, pero si =~



-19-~

un incremento en la esterilidad de la mosca.(Bondarenko,et al,1978).
Kogan y colsboradorss en 1976 encontraron gue no se incre aen--

taba la frecucncia de mutaciones letales de células germinales de -

Drosophila melanogaster, cuando utilizaron una dosis sub umiral de-
Cloruro de Cadmio(lO—3M.) + lo mismo se observd en individuos trata
dos con radiacién gama, en relacion a los controles, pero si se en-
contrdé un incremento en la no disyuncidén primaria, lo cuéi viné -
confirmar la hipétesis de qde el cloruro de cadmio actda sobre 1é -
divisién celular; en base a investigaciones anteriores donde se ob-
servd a altas concentraciones de gales de cadmio en el medio, gue -
estas intervenian en la catividad metabdlica de células y tejidos, -
en el semen y ovarios de animales y huevos de peces.

Los pesticidas pueden causar dafio genéticb,lo cual ha llevado
los paises a desarrollar programas de estudio, para evaluar este -
tipo de dafios, como forma de proteccién a la poblaciédn.

Como parte del programa toxicoldgico de Checoslovaguia, Marsa
Vargovd y colaboradores, en 1980, probaron el efecto del potencial-
mutagénico del nuevo fungicida trimoxfamida, en virtud del amplio -
uso gue este tiene en la agricultura de ese pafs. La trimorfamida -

fue evaluada utilizando como sistemas de prueba a la Drosophila me-

lanogaster, linfocitos humanos, y células de médula egpinal de ra--

tén.
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En Drosophila no se encontrd incremento en la frecuencia ex--
ponténea de letales recesivos ligados al sexo y no disyuncién, uti-
lizando los sistemas Muller-5 para la prueba de letales recesivos--

i . 5 a +
ligados al sexo, y el sistema sc yw Ins sc8/yssy s ¥ el marcador --

yscs In49stc8, para la prueba de no disyuncidn.

Tampoco se observé efecto sobre linfocitos humanos y médula es
pinal de ratén. _ | .

Los herbicidas fabricados a base'de triazinas, se ha observa-
gue son mutagénicos para las plantas y para Drosophila.

Rengo y Nash, en 1977 probaron el potencial mutagénico de las

Triazinas:atrazina, cianazina, y simazina, en Drosophila melanogas- °

ter, obsrevando su efecto en la prueba de letales dominantqs,leta—~
les recesivos ligados al sexo, pérdida cromosémica, y no disyuncién.
Las lineas utilizadas fueron : Basc, para letales recesivos,-
yzwatef/Bst+, para no disyuncién y pérdida cromosémica, y Oregon-R
para la prueba de letales dominantes. Todos los herbicidas probados
incrementaron aparentemente la tasa de letales dominantes, ya gue la
;educcién de la madurez de los huevds fue probablemente debida a as-
pectos fisiolbgicos, tales como la reduccién del esperma de los ma-
chos tratados, o toxicidad del esperma, ya gque los ensayos no con--
firman gue esos herbicidas sean mutégenos fuertes. La atrazina in-

crementd significativamente la frecuencia de letales recesivos li--~
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gados al sexo y la pérdida de cromosomas X'o Y despuds del trata--
miento de larvas con el producto por alimentacién. La inyeccidn de
simazina , eievé la frecuencia de letales recesivos ligados al sexo,
mientras gue en las larvas alimentadas con el producto no la incre
mentaron. En general se pudo observar gue ninguno de estos herbici-
das incrementd significativamente la pérdida cromosdémica, ni la --—
no disyuncidén de cromosomas sexuales.

La cafeina es un producto que interviene en forma amplia en 1la

" industria alimenticia y farmaceGtica.

Zettle y Rengo(1972), encontraron gue la cafeina incrementa -
incrementa la pérdida cromosomal en todos los genotipos examinados.
El efecto de esta substancia no fue claro en la no disyuncién primg
ria.

Dentro de los productos‘fafmaceﬁticos gue han adguirido impoxr
tancia actualmente, se encuéntran los productos conocidos como har-
céticos antagoniétas. Zimering, en 1979, encontrd gue el naltroxeno
(producto gue se utiliza en el tratamiento de personas adictas al -
opio), a uan concentracién de lOmg/ml, indujo un incremehtoc de leta
les recesivos ligados al sexo en comparacién con el control(0.43% -
en contraste con 0.16% de letales en 9697 cromosomas examinados). -
Esta substancia no incrementé la tasa de no disyuncién en Drosophi-

la melanogaster.
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Un compuesto similar al anteriox, la metadona, no incrementd-
la frecuencia ilde letales recesivos en el sistema Muller-5 de Droso-

Phils melanogastern; asi mismo el efecto sobre la no disyuncidn fue-

negativo,

Los fdrmacos en general pueden ser inductores de mutacio--—
nes y pnor lo tanto en el incremento de no disyuncién; se encuentra-
que este tipo de compuestos se extiende a toda l- poblacién mundial,
juega un papel importante en la resolucién de problemas de salud.

Uno de los problemas de esta indole gue afecta un gran nﬁméro
de personas en los paises en vias de degarrollo(alrededor de 800mi-
llones de personas, equivalentes a casi un tercio de la poblacién -
mundial), es la helmintidsis, la cual es resultado.del saneamiento~
inadecuado ; de una medicina preventiva deficiente. Nuestro pais no
es la excepcién y presenta este tipo de problemitica. Entre lasg hel
mintiasis mas comunes se encuentra la ascariasis, la tricocefalosis,
y la oxiurasis.(Rollo,1966).

El Citrato de Piperacina se.caracteriza porgue es un polvo ~
blanco cristalino de olor ligero gue alcanza un pH cercano a 5 cuan
do esta en solucién. Es soluble en agua, insoluble en alcohol y en-

otros solventes orgdnicos, su peso molecular es de 642.7; su estruc

tura guimica es la siguiente:

|
!
'
:
-
B
|
|
|
|
|

|
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Esta substancia aétﬁa paralizando al helminto. ILa piperacina-

bloguea el efecto estimulador de la acetilcolina.

Se ha observado gue el potencial de membrana del misculo de -
Ascaris es inestable y este se caracteriza por‘descérgas de impul--
sOs éxponténeos, los cuales son éropagados a lo largo de la fibra -
muscular, causando contracciéﬁ.

La acetilcolina despolariza la membrana, produciendo el incre
mento expontdneo de picos de actividad muscular, contrariamente la-
piperacina tiene el efecto opuesto, incrementa el potencial de mem-—
brana y la hace inestable y de esta manera inhibe la propagacién ~-
efectiva del impulso;

La par8lisis muscular de Ascaris estd asociada con un decre -

mento marcado en la formacién de &cido succinico, el cual es un pro

ducto metabblico del helminto.La produccidén de succinato suple la -
energia para la contraccién muscular del par&sito y es probable gue

esta energfa sea aportada por la mitocondria de la célula muscular-
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del Ascaris por una relacidn del difosfopiridin nucleétido en con--
juﬂto con la fosforilacién. (Buelding,1979).

La presentacidn del prodﬁcto es variada, pero en forma gene--
ral podemos encontrarlo en suspensién y en pastillas de Adipato de
piperacina; l120mg, de esta sal es equivalente a 100mg de Citrato- :
de piperacina. La dosis cuando se sufre ascariasis, es de 3,59 ca-
da 24hs. durante48hs. Cuando se sufre oxiurasis la désié'es de 2.5g
durante 8 dias. Cuando se sufre enterobiasis la dosis usualles de -
65mg por Kg de peso corporal, Los efectos colaterales gue se llegan
a observar son: Naldseas, vbnitos, incoordinacién muscular y debili-
dad, dificultad en el enfocamiento y erithena. Todos estos efectos
son transitorios. (Buelding, 1979. ,Karnaujov,1978,, Rachkobskaya,1978,
Rollo,1966.,Thompson,1972.).

El Citrato de piperacina es una droga gue se administra princi
palmente a la poblacién infantil; motivo por el cual Coutifio,1980, -
frété de evaluar el efecto mutagénico del producto encontrando que -
este no era mutagénico, pero si observé gue se incrementaba la este

rilidad en machos de Drosophila melanogastexr, sistema Muller-5. En -

base a esto en el presente trabajo se investigbd el efecto del Citrato

de piperacina sobre la fertilidad de_Drosophila melanogaster, anali

zando la disyuncién de esta.
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MATERIAL Y METODO:
El Citrato de Piperacina usado en esta investigacién es de Qui
mica Latina S.A. cun un grado de pureza del 98%. El producto se ca-
racteriza por ser soluble en agua, insoluble en alcohol Yy en otros
solventes polares, su peso molecular es de 642.7. En el presente-

trabajo el solvente utilizado fue una solucién de sacarosa al 5% en

agua destilada.

Las lineas de Drosophila melanogaster utilizadas fueron: -

Xczyf/ BS Y y+ , yw/yw. Material biolSgico proveniente de las lfineas
puras del I.N.I.N., el cual fue proporcionado por el Laboratorio de
Genética de la Facultad de Ciencias de la U.N.A.M. y mantenido a -
las condiciones éptimas (25°C y alimentacién; etc.), en el sitio men
cionado anteriormente.

Esta investigacién se llevé a cabo en tres etapas:

1) Valoracién de 1la toxipidad del Citrato de Piperacina.

2) Determinacién de la fertilidad en lotes tratados con diferentes -
concentraciones de Citrato de Piperacina.

3) evaluacién de la frexuencia de no disyuncién de Drosophila melano-

gaster a concentraciones de Citrato de Piperacina seleccionadas en-
base a las pruebas anteriores.
En la rpimera parte se probaron las concentraciones:

0, 0.0001, 0.001, 0.1, 1.0, 1.5, 2.0, Molar de Citrato de Pi _

1
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peracina disuelto en solucidn de sacarosa al 5%.

La droga se administrd por via oral, con este propdsito en el
fondo de un fraisco howmeopdtico(de 9cm de altura por 3cm de didmetro),
se colocaron cuatro discos de papel filtro, los cuales se saturaron

~con la sclucién correspéndiente, uséndose cinco frascos por concen-
tracidn, conteniendo cada uno de ellos diez machos de la linea -
a2 + '
X yf/BS Yy ,: el tiempo de tratamiento fue de 72 horas, cambiéndo
sé las moscas cada 24 horas a frascos con solucidn fresca.

E1l ndnero de individuos muertos fue evaluédo cada 24 horas -
durante tres dias, calculéndose el porcentaje total de sobrevivencia
poxr concentracidén, de estos se obtuvo la concentracién media letal
(cL50), v la concentracién méxima tolerada (cMT). ~

Para déterminar el porcentaje de fertilidad , se utilizaron-

las concentraciones citadas anteriormente , y el tratamiento fue si-

~milar . Después los machos se cruzaron con hembras virgenes de la
linea Xczyf/BsY y+( tres hembras por cada macho tratado). Setenta y
dos horas después de efectuada la cruza , se eliminaron los progeni
tores.

Quince dfas después de eﬁectuada la cruza se contd la Fl' de
cada frasco homeopdtico . Esto se hizo con el fin de observar las-

diferencias que existfan entre la fertilidad de los machos progeni-

tores después del tratamiento.
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Para la determinacién del porcentaje de no disyuncién se selec
cionaron cinco concentraciones:0, 6.0001, 0.3, 0.6, 0.9, v 1.5 M.).
La droga se administrd de acuerdo con la fase experimental de toxi-
cidad. Ya realizada esta operacidén 300machos tratados de la linea -
Xczyf/BS Y y+, se cruzaron con hembras virgenes yw/yw(tres por cada
macho, 900 por conéentracién.).

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, se.consideraronllos
fenotipos obtenidos en la Fy, y se realizé el conteo de individuoé
normales (machos ojo en barra, y hembras con cuerpo amarillo, ojo -
blanco.), v de individuos excepcionales ( machoswcuerpo amarillo ojo
blanco). (ver esquema de la cruza).

Con los resultados obtenidos se hicieron lineas de regresién-
por el método de minimos cuadrados, obteniéndose para cada caso el
valor de correlacién correspondiente. Las diferenciaslde no disyun-
cidén del lote testigo y los experimentales, fueron evaluados por la

prueba de diferencia de proporciones(Spiegel,1980). De dconde se tie

ne gue:
Nl (Prl) + N2(Pr2)
P TR R, T
= 1-P |
1/2

Spg = ((Pg) (1/My) + 1/y,))
DIom e ot ot g e o e o e e e

g

jole}
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. donde Nl~ Tamafio de la muestra control.

N2= Temafio de la muestra experimental.

Prl= Probabilidad de no disyuncidn del control, expresada en

porcenta je.

Pr2= Probabilidad de no dsiyuncidn experimental, expresada en

pocentaje.
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Figura A. Escquema de la cruza de hembr s yw/yw, por machos tratados
con Citrato de Piperacina x© vi/B® vy© . '
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RESULTADOS :

TOXICIDAD:

En la tabla II se nresentan los valores observados al realij
zar la prueba de toxicidad, en estos se ve gue el incremento de la-
concentracién de Citrato de Piperacina reduce lé supervivencia~ =
lo gue se nota con mayor claridad al graficarse el porcentaje de su
pervivencia con respecto al testigo(figura,l), en la misma se marca
la concentracion media letal(l.5 molar), y la concentracién méxima-
tolerada(0.000lM;).

FERTILIDAD:

La fertilidad se ve disminuida al aumentar la concentracién -

del medicamento, lo que se manifiesta en la progenie de la cruza de

o2
los machos X

S L]
vf/B ¥ y+ tratados, con hembras virgenes del mismo -
genotipo(tabla III, figura2), asi mismo puede observarse gque el por
centaje de esterilidad aumenta en relacién al incremento de la con
centracién.
NO DISYUNCION:
‘ c2 £/uSvet

Al evaluar la progenie resultante de los machos X Y /B Yy -

tratados, con hembras yw/yw, se observé un aumento'pfoporcional de-

la no disyuncién con relacién al,incremento de la concentracién del

Cittato d« Piperacina (tabla IV), este comportamiento cprresponde -




a una recta cuya ecuacién es: y=0.1145 + 0.1675X, la cual tiene un-
valor de correlacidn de 0.96, y estd representada en la figura 3. -
En la talla V se presentan la comparacién de los valores tedricos y
experimentales de la recta mencionada, en la misma se indice que-
no hay diferencia significativa entrevellos a una P(0.05) de error.

En la tabla IV también puede observarse gue la esterilidad no
causada por no disyuncidn, se incrementa conforme aumenéa la concen
tracidén del Citrato de Piperacina. (figura 4),

De acuerdo a la prueba de diferencia de proporciones realizada
se tiene gue a las concentraciones de 0.,0001-0.3M, de Citrato de Pi

peracina no produijo efecto estadisticamente detectable , pero a partir

de la concentracién 0,6 Molar se observd diferencia significativa.’

(tabla IV.).
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Tabla II.- Prueba de toxicidad del Citrato de Plperac1na en ma
chos de Drosophila melanogaster XC2yf/ BSyy* (50 indi
viduos por concentracién).

Concentracidn ‘No. de Sobrevi- Sobrevivencia
(M) vientes. (%)

0.0001 48 96

0.01 46 92

0.1 45 90

1.5 25 50

l ' 0.001 : a7 94
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Prueba de fertilidad de 1lOs meachos tratodos con Citrato

. ' . & ~ S, % .
de Piperacing X yi/ B Yy' por 72 hs. (50 por conceulra

Cié't),
Jel wmi

ciur ado s posterioc.aante
notipo. (tres por cada macho.).

S ¢

con

heuwboas virgenes -

Concentrucid \[ ey e Vo . '
peentiacion do. de mectog Zgsterilidad Fl Total de -
(M) astéuiles. (54) 50 por 150
0 1 2 3374
o B (- 68.7
0.0001 2 4 _ 3248
X = 67.8
0.001 6 12 2906
X = 66.04
0.03 7 14 .l _ 2875
:F: = 6 5 . 3 A
. 0.1 10 20 f_ 2652
: X = 61.67
1.0 10 20 - 2340
:X = 58,52
1.5 12 24 ~ 2208
X = 581
2.0 29 58 1035
. - . e =490
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istupncidén observadas en la Fl de 1la

Tabla IV. Frecuencias de no
cruza de machos XS yf/B Yy' tratados con Citrato de Pi
peracina con hewbras virgenes yw/yw de Drosophila mela~
nogastar.
Concént] No.de -} No. de -| Indivi- | Indivi - |[{No dis-~ |Estarili -

(M) heubras -{machos - | duos nox} duos ex:-}yuncidn, |{dad.

rormales jnormales {males. cepeciona- (%) (%)
* * leg. *%%

0 11174 9851 21025 23 0.11,. 0.7
X= 37.6 | X= 33.05

0.000} 10865 _9700 20565 27 0.13 1.33
X=36.7 X= 32,7

0.3 |l0616 96 50 20266 30 0.15 1.67
X= 35.98] X=32.7

0.6 10392 9390 19782 40 0.20 2.33

*0 X= 35.5 X= 32.04

0.9 _9635 8848 18477 54 0.29 4,33

*0 X= 33.57| X= 31.0

1.5 8722 8176 16898 61 0.36 100

%0 X= 32.3 | X= 30.3

{enbhras de cuerpo amsrillo, ojo blanco. ** Machos oj) en Barra.

* ¢ Individuos

ver genoltipos, ver esqueua de la cruza, fig. A.).
*°])j fe encia significativa de no disyuncidn con respecto del control

a un nivel de significancia del 95%,

de sexo masculino, cuerpo amarillo, ojo blanco.(para
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No disyuncion,

Fig.3 Efecto del Cltrato de Piperacina
sobre el °/o de no disyuncién
en  D.Melanogaster,

©
L Concentracian.
A [} 4 T S
: 003 006 Oog 'oz '.5 (M)
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(°/o)  Esterilidad
| L
1 °f
1 .
9
I Cencentracion
I ] % [} 1 |
0 03 06 09. 12 15
l (M)
Fig.4, Grética de 9o Estveritidad
l (tabla V) Vs, Concentracion
del Citrato de Piperacina.,
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DISCUSION:

En los resultados d

6]

la tabla III se observa que zl incremeti-
tarse la concentrsmcidn de Ciurato de Piperacina se disminuye la fex
tilidad, y se aumenta la esterilidsd(figura 2). La causa por lo me
nos en parté es la no disyuncidn del cromosoma Y en los machos tra-
tados, los gue nos produjercon una progenie en donde se tenian indi
viduos normales y excepcionales (X0), estos Gltimos son estériles-
por lo tanto nuestros resultedos de esterilidad, nos permite infe-
rir gue una parts de esta esterilidad inducida por el Citrato de -
Piperacina es ocacionada por la no disyuncidn, aungue no se descar
ta la posibilidad gue esta droga sea capaz de producir otro tipo -
de anormalidades gue incrementen la esterilidad.

Una de estas anormalidades és.laianeuploidia,la cual fue ana-

lizada por Bridges en 1916 en Drosophila melanogaster, habiendo de

mostrado gue las moscas gue tienen dos juegos de autosomas Yy una-
constitucidn sexual a ﬁivel cromosémico de XX y XXY son hewbras, y
aguellas gue tienen un solo cromosoma X, sin su homdélogo, X0 o XY
eran machos.

Una causa importante de la esterilidad provocada por el Citra
to de Piperacina, es la no disyunciénbde los cromosomas sexuales, -

sin embargo , no es la Gnica si no gue también afectan los arreglos
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cromosdmicos y defectos de un solo gen(Hess, 1971) , se ha onserva
do gue deficienci. en los cromosomas ¥ o X causan esterilidad en -
machos de Drosophila =mzlanogaster. ( Romrell, 1975).

Para explicar lo. =fectog del cromosoma 7 sobre la fertilidad
sobre la fertilidad de los machos , se cree gue la inactivacidn del
cromosocwa X durante un estadio critico de la esvernastouénesis es -
escencial para la diferenciacidn normal del esperma, ésta inacti-
vacidén esta controlada por una regidn cromosdmica especifica. Por-
consiguiente, los fragmentos del cromosoma X separados de essp--—
regidén traerdn como consecuzncia gue la diferenciacidn de las és--
permétidas sea aberrante. (Romrell,1975.).

Se ha observado gue el Citrato de Piperacina no induce muta-

ciones , en Salmonella typhimurium, ni en Drosophila melanogaster-

(zeiger, E.,1972 , Zeiger, y Sheldon, 1977., y Coutifio, 1980.). -

Aungue nuestros resultados muestran gue la droga produce efecto -

genético(no disyuncién en machos de D. melanogaster ), a altas con
centraciones (tabla IV). Esto sugiere por una parte gue el Citrato
de Piperacina altera a bajas frecuencias(o no altera), la informa
cidén del ADN, el dafio sobre el genoma puede deherse principalmente
A alteraciones basicamente a nivel de centromero, o de las fibras-
del naso por lo gue no puede detectarse con Salmonella(ya gue carece
de centrdmero y de huso ), ni por la prueba de letales recesivos 1i

gados al sexo . Drosonhilns,
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Se ha reportado por otra parte gue derivados nitrogenados de-
la Piperacina incrementan su poder mutagénico. Sin embargo para cue
se manifieste este efecto es necesaria la activacidn metabdlica, -
por lo gue al probarse el poder mutagénico de la dinitrosopiperaci-

na en Escheriquia choli no se detectan dafios a nivel genético. (Ke

meswar,et al, 1978). Drosophila ofrece mayores ventajas sobre los-

sistemas bacterianos, ya gue : presenta un sistema eﬁéimético qgue
produce un efecto similar a la fraccidn microsdmica de. las. células
del higado ded los mamiferos.

Con las pruebas realizadas de toxicidad y fertilidad del Citra
to de Piperacina , se observd gue la droga no es tan tdxica para -
Drdsophila, lo cualbse traduce por la resistencia del insecto a al
tas concentraciones(l-1.5 M, a diferencia de la dosis en humano -
gue es de 0.0156M.).

En la figura 2 se puede apreciar gue solo a concentraciones -
altas (1.5 y 2M), de la substancia se dispara el efecto de esta dro
ga, esto puede atribuirse por un lado a la capacidad de la mosca-
para metabolizar la substancia y de esta manera atenuar el efecto-
de la droga a concentraciones mas bajas (0.0001-1 M), y ademds po
demos agregar gue los sistemas de reparacién del insecto juegan un
papel determinante para disminuir el dafio genético, lo cual pudo -

traer como consecuencia gue no se observara incremento en el por-
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centaje de no disyuncidn expéntanea a concentraciones bajas(0.0001-
0.3M), pero a las concentraciones altas posiblemente ya no se alcan
zan a metabolizar o se han saturado los mecanismos de reparacidn.-
El efecto del Citrato de Piperacina sobre la no disyuncidén es
proporcional con el incremento de la concentracién, 1lo gue se demos

tré por una regresién lineal y una bondad de ajuste con la prueba -

comparada con la experimental , observidndose gue no habia diferen-
cia.significativa, con lo cual podemos decir gue nuestros resultadds
de no disyuncién contra concentracién de la droga siguen el comporta
miento lineal.

El pordgntaje de no disyuncidn del control y de los experimen-
tales, se analizd por la prueba de diferencia de proporciones, encon
tréndosehunicamente diferencia significativa en las concentraciones:
0.6, 0.9, v 1.5 M. de Citrato de Piperacina con respecto del control
(tabla 1V), el efecto no significatdivo encontrado en las bajas con-
centraciones puede ser atribuido, por la alta tasa de no disyuncién-
del testigo(0.1%), gue es aproximadamente tres veces mayor al prome-
dio de no disyuncién expéntanea reportada por Zimering(1976). El in-
cremento de la no disyuncidén expontdnea encontrada en este trabajo pue
de ser causado por la presencia del cromosoma X en anillo de cepa -
Xczyf/BSYy+ empleada.

Brosseau y Lindsley, 1958, y Brosseau y colaboradores, 1961, (ci-

2 ,
I de X a una probabilidad de error de 0.05,para una recta teorica -



~44-

tados por Zimering, 1976), utilizaron en sus experimentos de no -
disyuncién el marcador Bst+, pero sin considerar el marcador del-
cromosoma X,

El efecto de la presencia de un cromosoma X en anillo, cuando
sufre un rompimiento, puede ser seguido por la fusidn de lés croma
tidas, que sufren una torcién primero a 180°, y posteriormente has
ta 360°, lo cual forma un puente dicéntrico o dos anillo; entre1a¥
zados (ver Figura B.), esto puede conducir a una pérdida cromosé-
mica o actuar como letal dominante.(leigh,1976). De ahi gue en nues
tro experimento el porcentaje expontdneo de no disyuncidén puede ver-
se ilncrementado.

Las concentraciones gue nos dan un efecto significativo respec-
to del testigo , son muy altas en relacién con lo observado por Cou-
tifio, 1980,10 gue trae como consecuencia un mayor porcentaje de este .
rilidad en la prueba de letales recesivos ligados al sexo realizada-

por este autor.

La no disyuncién se ve incrementada significativamente solo a -

concentraciones altas, por lo tanto se puede inferir que el efecto
de esta droga en las poblaciones humanas puede causar poco dafio -

en relacién con la no disyuncidén , ya qgue la dosis empleada en los -

medicamentos no rebasa el 10%(0.0156M.). Sin embargo es necesario hacer

notar gue las poblaciones humanas estan frecuentemente en contacto -
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con diversos agentes(preservadores, solventes, otro tipo de medica-
mentos, etc.), gue pueden aumentar o reducir el efecto del Citrato -

de Piperacina.
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