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I. INTRODUCCION

En nuestro pafis hay un alto fndice de enfermedades producidas
por parasitos que infestan al humano, al que le ocasionan desequilibrios
.en todo su organismo. Este es un problema de salud pﬁblica que se pre--
senta principalmente en pafses pobres en vfas de desarrollo, en los que
las condiciones ambientales y el nivel cultural de sus habitantes favore-

ce la propagacién de los parisitos y la constante reinfestacién de los —-

individuos.

Ademfs de las medidas profil&cticas recomendadas para evitar
las infestacibnes por amibas y helmintos es muy comiin el uso de firmacos
para combatir estos padecimientos [Tabla 1, ya sea por prescripcidn médi

ca o por automedicacidn.

Dentro de los efectos adversos que pueden ocasionar estos me
dicamentos se encuentra la produccidn de ano;alfas en el material genéti
co susceptible de provocar la genetaéién de‘céncer, {7 ) o de alteracio
nes en los gametos que pudieran ser transmitidas a generaciones subgi- -
guientes. No se sabe sin embargo en que medida los medicamentos antiami
bianos y antihelminticos contribuyen a la produccifn de las anomaifas —-

mencionadas, debido a la falta de estudios sistem3ticos sobre los farma-

cos en cuestién.

Con base en la teorfa que propone que el desarrollo del cin-
cer es preced;do por procesos mutacionales (10,24) se han desarrocllado -

una serie de pruebas sencillas que detectan compuestos capaces d2 FXOe—-




TABIA 1. MEDICAMENTOS ANTIHEIMINTICOS Y ANTIAMIBIANOS DE AMPLIO CONSUMO

EN MEXICO.

DATOS OBTENIDOS DE LA SUBDIRECCION GENERAL MEDICA

DEL IMSS DE 1978 Y DEL CUADRO BASICO DE MEDICAMENTOS DEL SEC~
TOR PUBLICO DE 1979.

Medicamentos Antihelminticos y Antiamibianos

Nombre genérico

Indicaciones terapefiticas

i Befenio

Niclosamida

Hexilresorcinol

Piperacina

Pirantel

Pirvinio

Mebendazol

Tiabendazol
Diycdohidroxiquino
leina

Yodoclorohidroxiqui
noleSna

Clorcquina
Emetina
Dehidroemetina
Metronidazol

Acido fenilarsfnico

Parasitosis mixta por Ankylostoma duodenale,
Necator americanus (uncinaria) y Trichuris
trichiura (Tricocéfalos)

Parasitosis intestinal por Taenia solium,
T. saginata e Hymenolepsis nana

Parasitosis intestinal por Tricocefalosis masiva
de colon

Parasitosis por Ascaris lumbricocides vy
Enterobius vermicularis (Oxiuros)

Tratamiento de Ascaridiasis, Anguilostomiasis y
Enterobiasis

Parasitosis por Enterobius vermicularis y
Strongyloides stercolaris

Parasitosis intestinal de amplio espectro por --
tricocefalosis, Ascaris lumbricoides, Uncinaria,
Oxiuros y Taeniasis

Antihelmintico polivalente, para helmintiasis -
mltiple '

Amibiasis intestinal en portadores sanos
Amibiasis intestinal en portadores sanos

Amibiasis hepdtica
Amibiasis invasora
amibiasis invasora
Amibiasis invasora

Amibiasis intestinal




ducir mutaciones (25,31). En estas pruebas se utilizan como sujetos de
experimentacidn, microorganismos debido al bajo costo de su manejoy --
rapidez en la obtencién de resultados, asi como por la alta correlacién
encontrada entre la mutagenicidad de numerosias compuiastos en bacterias y

su carcinogenicidad en animales. (2,3,17).

Entre los sistemas bacterianos m3s conocidos se encuentran -

agquellos que utilizan diversas cepas de Salmonella typhimurium para de--

tectar mutaciones reversas y los que se sirven de Escherichia coli para

evaluar la muerte celular provocada por el dafio al material genético no

reparado (1,29).

Los propdsitos de este estudioc consisten en:

a) Evaluar la capacidad mutagé@nica de dj.versos medicamentos
antiamibianos y antihelminticos en cepas de Salmonella
gghimurimx{ que poseen el sistema de reparacifn por exci
si8n activo coﬁparahdo estos resultados con aquellos pre
viamente obtenidos en cepas: deficientes en el sistema -

de reparacidn ya mencionado,

b) Determinar:-la capacidad de dichos mediéamentos de provo-~
car muerte celular en cepas de Escherichia coli que no -

reparan el dafic gen&tico.

¢) Contribufr a identificar el sistema bacteriano de prueba
mds adecuado para determinar el efecto genotdxico de com
puestos quimicamenta semejantes a los medicamentos in- ~

clufdos en este estudio.




II. ASPECTOS GENETICOS GENERALES

‘Con &l objeto de entender los principios en los que se basan
1o sistemas de prueba empleados para identificar mutigenos, se expondrin
a continuacifn algunos aspectos de orden general sobre las caracterfsti--
cas del material geﬁético, de las mutaciones y de los sistemas enzimfti-—-

cosS que reparan lesiones en el ADN.

El &cido desoxirribonuclefco (ADN), que se encuentra conteni-
~do en las células de todo orgapismo vivo, contiene la infprmaciSn genéti-
ca especifica para la'estructura,:funcién y desarrollo de cada ser y cens
tituye el ma;erialva través del cual se transmiten de generacifn en gene~

racién, las caraqteristiéas de cada especie (6).

El ADN consiste en una doble hé&lice formada por dos tiras de
polinucledtidos ccmpiemént&rias entre si, en cada una de 153 cuales las -~
bases pliricas (G = Guanina y A = Adenina) y pirimfdicas {C = Citosina y -~
T = Timina) estindispuestas a lo largo de un esgueleto de grupos alternman
tes de desoxirribosa y fosfato, las dos tiras se mantienen unidas por -
puentes de hidrégeno entre las bases vecinas y’debido a su estructura es-—
tereoqufmica los puentes de hidrSgeno s8lo pueden formarse entre -

A-TyG-C (35).

1) Mutaciones

A los cambios espontineos producidos por agentes fisicos quf-
micos o bioldgicos, que alteran la secuencia de nuclebtidos original, cue

sirve de base a la informacibn genética contenida en el ADN, se le denocmi




na mutaciones {16).

a)

b)

Las mutaciones se clasifican en:

Mutaciones CromosSmicas: Se caracterizan por un cambio en

el cromosoma ya sea por delecifn o adiciSn de un segmento
cromosdmico o por translocacidn o inversién provocando un

reordenamiento de los genes contenidos en &1.

Mutaciones Puntuales: También conocidas como intragénicas,
se caracterizan por que el cambio afecta solamente a un --

pequefio nfimero de nucleStidos 'Tabla 2.

Las matacignes puntuales se pueden agrupax en dos clases de

acuerdo al cambio introducido en el ADN (26).

b.1l. Por sustitucifn de bages se conocen dos tiposa:

- Mutaciones por transicin. - En las que un par de bases es

substitufdo por otro de la siguiente manera.

Una purina de una cadena. es substitufda por otra purina -
diferente § una pirimidina de una cadena es substitufda -

por una pirimidina diferente.

Este tipo de mutacidn puede ocurrir "espontineamente" o -
ser provocada por andlogos de bases originales, que poseen
un estrecho parecido estructural con las bases originales

y que durante el procesc de replicacidn se insertan ficil

mente en el ADH.



- Mutaciones por Transversifn: A diferencia del tipo de mu
tacidn a.nterior,‘ aquif una purina de una cadena es substi-
tufda por una pirimidina o bien una pirimidina es substi-
tufda por una purina. Frecuentemente se presentan muta--

ciones espontfneas debidas a transversiones.

b.2. Por Corrimiento de la secuencia de bases o "frameshift”
se han descrito dos tipos:

- Mutaciones por insercifn. Un nucledtido extra se inserta

en la cadena de ADN por lo que la lectura normal de los -
tripletes se altera. Un ejemplo de ella es el dafio provo
cado por proflavinas, como la acridina, que se introduce

entre las bases y en el momento de la reglié»aciévnvu‘xxa.. ba=-
se extra se adiciona en la cé@ena rizcien sihtetizada en =

posicifn opuesta en la acridina..

- Mutaciones por delecifin: Un nucledtido se pierde de la -
cadena de ADN alterando, como en el caso anterior, la”ie_g
tura normal de los tripletes.

¢) Consecuencia de las mutaciones:

El daifio que pueden ocasionar las mutaciones descritas depen
derid del lugar donde se produzca la mutacién ( 5 ) las muta
ciones puntuales por substitucién de bases, gue generalmen-
te se traducen en cambios de un aminofcido por otro en la -

cadena polipeptfdica, se clasifican en:

Mutaciones de sentido equivocado

Mutacione sin sentido



TABLA + NATURALEZA DEL EFECTO MUTACIONAL PRODUCIDO POR DIVERSOS GRUPOS
DE AGENTES QUIMICOS (21 ).

Cambio quimico

Cambio
mutagénico

Mutagéno representativo

Alteracidn de bages resultado
de la accién directa de un =~
mutlgeno, sobre la. base produ
ciendo cambios quimicos

Substitucién de bases por in-
corporacisn de bases an&logas

Remocién de bases y formacidn:

de un sitio aplirico como re--
sultado de la activacidn qui-
mica.

Intercalacidn de material en
el ADN, que altera las dimen-
siones y las propiedades de -
la hélice. N

Entrecruzamiento de las cade-
nas de ADN

Transicidn

TrahSici6n 

Transversisn
(?)

Corrimiento
o Frameshift

Crorrimiento
Delecién

Hidroxilamina, &cido nitri
co, etil metanosulfonato,
R-metil-N-nitrosoguanidina

Tromouracilo

Etil metanosulfonato

Proflavinas
Acridina

Acido nitroso
N,, mostaza




c.l. Consecuencia de las mutaciones de sentido equivocado

c.l.l. Formacién de enzima deficiente: la actividad de la -~
enzima se ve disminuida por el cambio en la secuencia
de aminoficidos provocada por la mutaciSn. Algunas -~
variantes resultantes d; tales cambios se describen‘-

a continuacidn.

- Formacifn de enzima de expresidn condicionada: 1la enzima
actuari solo en condiciones extrictamente establecidas, un
ejemplo de ello son las mutantes sensibles a la temperatura

vy que al cambiar &sta, su eficiencia disminuye.

- Formacifn de enzima CRM: la enzima mutante no tiene acti-
vidad alguna y se le identifica iﬁmnnol&gicamente con la -
enzima original por una reaccién cruzada por lo que se le

denomina "Cross Reactive Material” (CRM).

- éomplementaciSn intracistrSnica: cuando las enzimas estin
formadas por m3s de una cadena polipeptiaiéa y estas con--
tienen erro;esAmutacibnales en diferentes sitio, puede ha-
be;fcoﬁplementaCiSn entre las cadenas intactas lo gque recons

tituye una nueva configuraciSn enzimftica normal.

c.2. Consecuencia de las mutaciones sin sentido:

Cuando una mutacién introduce cualquiera de los tres tripletes
de terminacién llamados sin sentido que no codifican para nin-
glin aminodcido (UAA -Ocre, UAG-Ambar, UGA-Opalo) se obtiene una

terminacién prematura de la cadena polipeptidica.



Las mutaciones sin sentido tienen por lo anterior un efecto
mis dr&stico que las mutaciones de sentido equivocado y por
tanto se traducen comummente en la desapariciSn de la fun--
cidn enzimftica, excepto cuando la mutacifn sin sentido --

ocurre hacia el final del cistrén.

Las mutaciones silenciosas scn aquellas qué al cambiar algin'
nucleotido‘poz‘: otro en un coddn, se genera otro que codifi

ca para el mismo aminofcido y por tanto la enzima no se --

afecta.

Por otra parte el dafio que p\_lede'n ocasionar las mutaciones
por corrimiento estructural es muy drastica ya que provocan

lecturas errSneas del ADN generalmente letales ( 5 ).
2} Reversiones

Existe la posibilidad de que las tmutaciones se restauren, fe-
némeno llamado reversidn, que puede clasificarse ‘de la siguiente manexa:

(5).

a) Reversifn verdadera: llamada asf puesto que se recupera la

secuencia de bases originales en el ADN. Este proceso es -
poco frecueénte y la finica forma de probar gque ha ocurrido -
es por secuenciacidn del lugar donde la base mutada ha sido

reemplazada por la original.

-

b) Reversidn por supresifn: a diferencia de la reversidén ver-

dadera, este tipo de reversifin no recupera la secuencia de

bazes originales en el ADN y por sus caracterfsticas se di-



vide en:

b.l. Supresidn intracistrSnica

- Supresidn intracistrdnica en mutaciones de corrimiento es
tructeral: generalmente consisten en la restauracidn de
la mmtacifn frameshift original con otra frameshift den--
tro del mismo cistrdn, asi, una mutacién por insercidn es

suprimida con una mutacidn por delecibn y viceversa.

- SupresiSn intracistr-nica en mutaciones por substituciSn
de bases: esta mutacidn es revertida por una segunda mu-~
tacifn por substitucién de bases en el mismo codSn, dando
por resultado la insercifn de un aminofcido mAs aceptable

que el mutante .inicial.
b.2. Supresidn extracistrbnica

- Supresibn extracistrbnica en mutaciones de sentido equivo
cado: puede originarse en genes que controlan la sintesis

de t-RNA o de la amincacil-transferasa.

- Supresifn extracistrfnica de mutaciones sin sentido: ac--
tian en genes que controlan la sintesis de t-RNA y condi-
cionan que durante la traduccifn del RNA mensajero los --
tripletes sin sentido sean reconocidos por un t-RNA mutan
te el cual inserta un aminofcido correcto, restaurando --
asf la funcidn de la proteina alterada previamente por la

mutacifn en el gene estructural.



- Supresidn extraclistrdnica de mutaciones frameshift: se postula
que un anticodén cufdruple en el t-RNA es capaz de leer el coddn
original y la base insertada durante la mutacidn, introduciendo
en dicha posicidn un solo aminoicido. También se considera la
posibilidad de que un anticoddn no mutado tienda a cometer erro
res al traducir el mensaje, especialmente cuando &ste consiste

en una secuencia de bases idénticas.

3) Sistemas de Reparacién

Como ya se menciond el ADN es susgeptible de ser dafado en al

gin momento de su proéeso replicativo. Ahora bien, estas mutaciones oca-

sionadas en el ADN pueden ser reparadas por diferentes sistemas enzimiti-

cos dependiende principalmente de la distorcifn ocasionada en el ADN.

Los mecanismos dé reparacifn que mejor se conocen se dividen:

en: a) pre-replicativos y b) post-replicativos.

a)

Los sistemas pre-replicativos mias estudiados son:

a.l. Mecanismo de fotoreactivacifn de dfmeros de timina:

Requiere la energfa de la luz visible (300 - 660 mm) para cata-
lizar la reaccidén enzimftica de rompimiento del anille dimé&xico
cliclobutil-pirimidina "in situ®™ y restaurar las bases a su forma
monomérica original. Este mecanismo puede reparar cualguier di-
mero inducido por accifén de la luz ultravioleta en cuya repara--

cifn intervenga el mecanismo de excisidn,



En el primer paso la enzima reconoce y enlaza especfficamente a
los dimeros y el complejo enzima-ADN absorbe la luz obteniendo
la energfa necesaria para la conversifn del anillo dimérico ci-
clobutil a monfmero de pirimidina, con una subsecuente separa--

cifén del complejo enzima--ADN.

a.2. Mecanismo de reparacifn por excisifn:

Participa en &l un sistema multienzimdtico a travEs de cinco pa

sos (Pig. 1).

Paso 1: Reconocimiento del dafio: en esta etapa intervienen di-
ferentes enzimas segiin el tipo de mutacién que haya que reparar

reconociéndose y actuando sobre el dafio detectado (14,17),

Paso 2: Insicifn: consiste en introducir un corte en el sitio

en gque se reconoce el dafio, en el caso de que haya alguna base -
alquilada o un uracilo, actila una enzima especifica para cada --
uno de estos compuestos denominada N-glicosilasa que corta el --
enlace glicosilico entre la base reconocida y el azficar, Para -
el caso que el ADN .contenga una base equivocada o una estructura
defectuosa actfia una correndonucleasa o endonucleasa especifica

clasificada seglin el nfimero de bases envueltas en la lésiGn‘qﬁe

reconoce, se acopla y corta la hélice afectada por la lesibn que
originS la distorcidn. El corte realizado por la correndomiclea

sa desencadena el proceso de reparacifn por excisién (15 ) que

es simultineo en los siguientes pasos.
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Paso 3: Excisidn de la regidSn dafiada; comprende la remocidn del --

fragmento dafado por medio de una exonucleasa.

Paso 4: Reparacibn replicativa; consiste en la sustitucidn del seg
mento cortado en el extremo 5'P por un nuevo segmento. El paso 3 y

4 son cooxrdinados de tal manera que no existe posibilidad de error
en el nuevo segmento copiado cuando la enzima ADN-polimerasa 1 actiia,
pues mientras se inicia la remocidn en el extremo 5'P por una exonu-
cleasa especifica, al mismo tiempo se inicia la actividad de rellena
do por la ADR-polimerasa 1, y se va verificando que los nuevos nucled
tidos que van colocando en la cadena sean los correctos. De no ser
asf son eliminados y nuevamente'sustitufaos, esta propiedad caracte-
riza a la polimerasa 1 pezo no asf a las otras polimerasas que son -

menog eficientes.

Paso 5: TerminaciSn y Ligacién: finalwente se restaura la continui
dad lineal del ADN al intervenir la enzima ADN-ligasa, gue une& el --
extremo libre del fragmento nuevamente sintetizado con el resto de -

la cadena.

Una base pfirica puede perderse por accidn de una glicosilasa -

que al dejar un hueco esta base perdida puede ser reemplazada por la accién

de una insertasa que remueve cerca de 10 purinas por minmto.

Se ha mostrado también que un 2SN lesionade puede replicarse y

que aunque los fragmentos sintetizados a partir de &1l sean mfs cortos de lo
normal, posteriormente alcanzan su tamafio normal gracias a la reparacifn -~

post-xeplicativa. La importancia de este mecaniswo radica en que de el de




Figura 1: ESQUEMA DEL SISTEMA DE REPARACION POR EXCISION, ENDO AP SE=
REFIERE A UNA ENDONUCLEASA ESPECIFICA PARA SITIOS APURICOS O

APIRIMIDICOS
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Excisidn y Resintesis
exonucleasa y . polimerasa
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Reemplazamiento
de base por
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penderd la tolerancia de las lesiones que persistan en el ADN, asf como,

las consecuencias que deriven de los tratamientos que lesionan el ADN.

b)

Los sistemas Post-replicativos incluyen:

b.l. Sistema de Recombinacidn:

Consiste en el intercambio de fragmentos homdlogos en la cadena
del ADN tanto para procariotes como para eucariotes, este siste

ma se divide en: ( 20 ).

- Recombinacifn general o legftima. Consiste en el intercambio
de seg'n\entos homdlogos, teniendo lugar en cualgquier parte a to
do lo largo de la cadena de ADN este proceso estudiado en -~

E. coli depende una protefna reconocida como rec A.

- Recombinacifn del.sitio especffico o ilegitima. E1 intercam--
bio ocurre inicamente entre segmezitos heterogéneos que depende
de la codificaciSn del donador y de las proteinas especificas

del huésped mis no de 1a proteina rec A.

Cuando la secuencia es restringida en sitio endonucleosilico se

legitimiza continuvando con un mfnimo de apareamientos homSlogos.

En estos mecanismos actfian también enzimas que intervienen en el
sistema de reparacidn por excisifn, pues al remover el segmento
dafiado se utiliza exonucleasa, complementacidSn de la cadena con

polimerasas y la unidn se realiza con una ligasa.



b.2. Sistema SOS

Es dependiente del producto del gen llamado rec A este sistema -
resulta de una polimerizacifn errdnea, es activable s6lo cuando
se han provocado lesiones al ADN que ocasionan digcontinuidades

en el momento de la replicacidn y un desequilibrio celular.(18).




III. ANTECEDENTES SOBRE LA CAPACIDAD MUTAGENICA
DE LOS MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS

Se mencionarln solamente los trabajos previos en los que se ~

utilizaron sistemas bacterianos para determinar su mutagenicidad.

La dehidroemetina y niclosamida han resultado ser compuestos
mutagénicos que ocasionan corrimiento estructural cuando son p:oba.dos en

el ensayo esti:»dar en cepas de Salmonella typhimurium con el sistema de -

reparacidén UvrB deficiente (11,13).

Ia cloroquina fue estudiada por Rosenkranz y col. en el siste.
ma de E. coli Af/A; en el que zeéulta ‘prefe_rencialmenvte inhibida,_la cepa
deficiente en la enzima de reparacifn polimerasa,.gin embargo, en cepas -
de S. typhimurium no se indujeron mutad_iones; Tutikawa y col. trabajaron

con. cepas de Bacillus subtilis probando 25 antiheiminticcs, entre estos -

la cloroquina gque resultd ser negativa b 4 mencg.onan la generacién de una -
sustancia capaz de produci_r mutaciones en E. coli y S. typhimurium, al --
'interacciox_xar 1z cloroquina y otros de los antiparasitarios con nitrito -
de sodio en medio Acido a 37°C.~7 (27,34). Por otra parte ' Shupbach indi-
ca que la cepa TA-1537 de S. typhimurium revierte con este compuesto uti-

lizando en el método de fluctuacidn (33).

los compuestos mebendazol, yodoclorohidroxiquinoleina, diyodo
hidroxigquinoleina y hexilresorcinel, se han probado en el sistema de -

S. tyghimxrimn y no gse obtuvo respuesta mntagénica (11 ).



El hidroxinaftoato de befenio y el pamoato de pirantel dieron
resultados negativos, probados tanto en el sistema de B. subtilis por -—-

»
Tutikawa y col., como en el sistema de S. typhimurium (11,34).

El pamoato de pirvinio fue mutagénico para las cepas ;ie
S. typhimuirium TA-100 y TA-98, que son m3s sensibles en la prueba estin--
dar tanto en presencia como en ausencia de activacidn metabdlica, por lo
que Se cree que éste f3rmaco puede provocar mutaciones tanto de substitu-

cidn de bases como por corrimiento estructural (11).



IV. MATERIAL

Material Biolégico

Ratas machos cepa CDI de 200 - 250 g de peso

Cepas mutantes de Salmonella gyphimurimn

Cepas silvestre y mmtante de Escherichia coli

Material Qufmico

b.l. Medios

Agar nutritivo

Colocar 25 g de agar nutritivo oxoid No. 2, y 15 g de bacte agar, di
solver en 1000 ml de agua destilada y esterilizar a 121°C por 15 mi-

nutos, vertir en cajas petri estériles.

Agar de superficie nutritivo

En un matraz de tapén'de.rosca de 125 ml agregar 2.5 g de medio agar
oxoid No. 2, y 0.75 g de bacto agar, disolver en 100 ml de agua desti

lada y esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Caldo nutritivo

2.5 g de medio oxoid No. 2 colocarlos en envases de 125 ml aforar a -

100 ml con agua destilada y esterilizar a 121°C por 20 mimmtos.



Agar £. de Vogel-Bonner

Sglucién No. 1. En un matraz volumétrico de 1000 ml agregar 600 mi -
de agua destilada agregando ademfis con agitacidn constante v en ordeu

como se indican los siguientes reactiveos: 10 g de MgSO .7H20; 100.0

4

de Scido cftrico; 500 g de K,HPO, anhidro; 175 g de NaNH 4-4H,0; aforar
con agua destilada a volumen, agregar 1 ml de cloroformo como conser~x

vador y almacenar a temperatura ambiente.

Por otra parte en: Matraz No, 1, agregar 15 g de bacto agar y 800 ml

de agua destiluda en un matraz de 2000 ml.

Matraz No. 2, agregar 20 g de dextrosa en un matraz de 250. ml y 100 m}

de agua detilada.

Matraz No. 3, agregar 20 ml de solucién No, 1 y 100 ml de agua desti-
lada en un matraz de 250 ml, esterilizar por separado a-121°C 20 minu
tos y reunir el contenido de los 3 matraces, mezclar por agitacidén y

vertir aproximadamente 25 ml por caja de Petri estfril.

Agar de superficie E. de Vogel-Bonner

En un matraz de tapSn de rosca de 125 ml agregar 0.6 g de bacto agar,
0.5 g de NaCl y 100 ml de agua destilada, esterilizar a 121°C por 20

minatos. Cuando se utilice, se funde y se agrega 10 ml de solucifn -
estBril de histidina 0.5 mM.



Agar HA+T

Matraz No. 1, colocar en un matraz de: 1000 ml los siguientes campues——
tos: 3.0 g de ;;xzpoq: 7.0 g de KZHP043 1.0 g de (Nn4)so4; 0.5 g de -

citrato de sodio; 0.4 ml"de*&gso41.0 M y agregar 500 ml de agua desti
lada agitando.

Matraz- No. 2, colocar en un matraz de 1000 ml 15.0 g de bacto agar,

5.0 g de dextrosa y ."agr.(.e‘gar 500 ml de agua destilada agitando.

Este:i],j.zar por separado: ypostg’riomente_.reunir. las. coluciones de -~
los matraces No. 1y No. 2 complementando la mezcla con 10 ml/lt. de
hidrolizado de c@seiﬁa" al 1s, 5 mg/lt de clorhidrato de tiamina y --
S_mg/itl de tmina, enfriar elagara 459¢C y distz:jbuir en cada caja -
de Petri porcz.onesdeZS ml 'eJ.c;c'tos. Mantenganse en refrigeracién

bolsas de polietileno bien cerradas hasta el momento de usarse,

Agar de superficie HA#T..

rocédase como la preparaciSn de agar HA4T calculando para hacer 100 ml
de "medio”p’a'ra\ colocarlos en matraces de .tap8n de rosca de 125 ml y co~-

locar 7.5 g/1% de bacto agar al matraz Wo. 2.

Caldo HA+T

Procédase ccm en agar HA+T calculando para hacer 100 ml de medio para

colocarlos en envases de 125 ml de tapdn de rosca sin agregar bacto --

agar al matraz Bo. 2.




Soluciones

-?’Solucidén de cloruro de magnesio 0.4 M - cloruro de potasio 1.65 M.

~ Solucidn de cristal violeta

- Solucién de Ampiclina

- Solucibn de L—histidina 0.5 mM - Biotina 0.5 mM
~ Solucién de L-histidina 0.1 M - Biotina 0.5 mM

- Solucifn reguladora de fosfatostde‘o.z MpH = 7.4
- Solucifn salina

- Solucién reguladora de fosfatos pH = 7

- Solucién de Aroclor 12§4ﬂ200‘@g/m1

- Solucifn de KC1 0,15 M
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V. METODOS
1. sistemas de Prueba Bacterianos

Ias concentraciones de los medicamentos que se emplearon en
este estudio coinciden con las de experimentos previos realizados en el
laboratorio (‘11;131 en los que se seleccionS la concentracién méxlma de
los compuestos problema con base .en su toxicidad o solubilidad {la desa~-
paricién del crecmiento bacteriano de fondo se considgro como indicado-

ra de. toxlc:.dad.' ~‘a) Salmonella typhlmurimn. el sistema de Salmonella -

typhimurium fue desarrollado por el Dr. Bruce N. Ames @4,31) empleando --
para la pruéba diversas cepas mutantes auxétrofas para histidina' (his-),
aisladas a pa:tix de cepas silvestres de s i_:xghxmurlmn. l:-:l‘ qvenotipo.:de.
las cepas utilizadas en este trabajo se indican en-la 'rabla 3, dos de es
tas cepas se ox:ig;tnaron vdebido a una mutacién por substitucidn de b;asesk

y cuatro m&s por un corrimiento estructural (frameshift).

El procedimiento que se sigue.en este sistema de prueba con-
exponer a las cepas mutantes al'yompueSto problema y establecer

a capacidad que tiene &ste para -revert.i.rlaé’ al fenotipo silvestre.

Dado que las mutac:.ones porxr subst:.tuci&n dn bases usualmente.
son revertidas por una seg'unda mxtacién ‘del mismo tlpo, al igual que suce
de con las mutaciones por cdrrimientn’ estructural, a través de esta prie-
ba es posible determinar el mecanismo de las mutaciones producidas por la

substancia en estudio.

1a sensibilidad del sistema se ha incrementado megdiante muta-
ciones adicionales o por la introduccién de unplismido como se describe a

continuacién.




" TABLA 3. ORIGEN DE LAS CEPAS MUTANTES DE Salmonella typhimurium (23)

+
Cepas Uvr

Mutantes Cepas UvrB
Tipo de originales
mutacién Con Sin . Sin Con
: pldsmido plédsmido pldsmido plasmido
(PKM-101)  Gal_-rfa. Gal -rfa. (pKM-101)
Substitucifn® UTH-8414  TA-1975 HIS-G4& TA-1535  TA-100
de bases
Frameshift UTH-8412 TA-1977 HIS-C3076 TA-1537 TA~2637
‘adicibén (+1)
Frameshift UTH-8413  TA-1978 HIS-D3052 TA-1538  TA-98

delecidn (-2)




~ Mutacién gal-rfa: Es una mutacidn gque origina defectos en la ca-
pa de polisacfridos que recubre la bacteria permitiendo asf el —
pasc de compuestos de elevado peso molecular a travds de ella; —

esta mutacifn se logro en dogs. pasos ( 3 ).

Paso 1:- Se aislaron mutantes en condiciones anaerSbicas resistem
tes a 2-deoxi-golactosa y a cloratos debido a una delecidn en el

operén de galactosa (gal) y biotina (bio).

Paso 2: Posteriormente se aislaron cepas mutantes résistentes al
bacteriéfago C-21, dichas mutantes poseen una elevada sensibili-—

dad al cristal violeta y su morfologfa colonial es rugosa (rfa).

- Factor R: la introuccidn de un pldsmido a las cepas auxotrofas -
a histidina les confiere, ademis de la resistencia a la ampicili-

una sensibilidad mayor a los agentes mutagénicos (4 ).

A diferencia de las cepas tradicionales de §. typhimurium emplea-
en -las pruebas de mutageéesis, que cbntiénen una delecidn en
el gen que codifica para una de las enziﬁés encargadas de la repa
racidn del daﬂo.brovocado por los rayos ultravioleta (UvrzB), en -
las cepas ocupadas en este trabajo el sistema de reparacifn no se

+
encuentra dafiado (Uvr ).

a.l. Obtencién y mantenimiento de las cepas mutantes de S. typhimurium

BEstas cepas fueron obtenidas de cultivos donados por el Dr, --

3ruce N. Ames, los cuales vienen en viales conteniendo las bacterias en —-



agar blando, de ahf se toma una asada para iniciar cultivos de mantenimien

to, incubando en caldo nutritivo 16 hrs a 37°C y 200 rpm de agitacifn. ==

Transcurrido este tiempo, se prueba cada una de las cepas con el fin de ve

rificar:

a.l.l. La presencia de marcadores genéticos.

a.1.2. La reversifn espontinea.

a.l.3. La sensibilidad a mutigenos especificos ya conocidos.

~ Los cultivos de reserva primarios se obtienen de tomar 0.8 ml de
suspensifn bacteriana, mSs 0;07;m1'de biﬁetil’sulfoxido (DMSO) ¥

se conserva a ~80°C,

- Los cultivos de réserva secundaribsfse obtienen de sembrar una ==
asadajdel’cultivo de 16 hrs de inéubacisﬁg eﬁ.cajaé conAmediﬁ mi-
nimo s5lido E. de Vogel-Bonner compiementando'con exceso de h;sﬁi
dina-biotina, agregando a@emﬁs'o.l ml de una solucién de ampicili

na (8 mg/ml)} para aqﬁellas'cepas que posean plismido pKM 101.

- los cultivos que se usan en las pruebas de mutagénesis se obtie--
nen de tomar una asada del cultivo de reserva secundario y sembrar
1o en caldo nutritivo, incubando a 27°C por 16 hrs 'y 200 rpm de -

agitacidn.

a.2. Verificacién de la presencia de marcadores genéticos
- Requerimiento de histidina
Se siembra, por medio de estrifas, un cultivo de 16 hrs sobre ca--

jas de Petri con medio agar E., de Vogel-Bonner. Se hace 1o mismo



sobre agar E. de Vogel-Bonner complementado con exceso de histi
dina-biotina. Solo las cajas complementadas con histidina-bio-

tina tendri3n crecimiento después de incubar de 12 a 24 hrs 37°C.

- Sensibilidad al cristal violeta

Para verificar la presencia del marcﬁdor *rfa", se determina la
sensibilidad de las cepas él cristal violeta al ihqcular 0.1 ml
de cultivo en cajas de Petri con medio de agar E. de Vogel- -
Bonner (complementado con exceso de histidina-biotina), poste--
'riormente’se cﬁioéﬁ‘ﬁn‘éensidiscoleétéril’én ei.éentio dejla‘--
caja en donde se vierte con ayuda de una pipeta, 10 mc1°a¢ solu .
cibn devqristal'vidieta (1 mg/1l ml). Si se éncuentrgfpreseéte
la 'mutacidn se observari una/zona‘ae inhibicién alreéedor.del -

disco, tras de incubar a 37°C de 12 - 24 hxs.
- Presencia de plismido

Para comprobar la resistencia a la ampicilina, se traza una es~
tria de soluci&n_de'ampiciliné sobre cajas de Petri que conten-
gan agar E. de Vogel-Bonne (complementado con exceso de his-biot)
-y se deja secar. Perpendiéﬁlaxmente a las estiias'de‘ampiciiiné
se hace una estrfa con cada cepa, se deja secar Yy se incuba de -~
12 - 24 hrs a 37°C. La; cepas sin plésmido presentan una zona de

inhibicifn alrededor de la estrfa de ampicilina.

- Sensibilidad a la luz ultraviotels

En cajas de Petri que contengan agar E. de Vogel-Bonner con exce

so de histitidina-biotina se colocan estrfas de las cepas a pro-




a.3.
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bar, la mitad de la caja se cubre con papel aluminio y se irra-
dia {con l&mpara germicida de luz ultravioleta de 15 W a 33 cm)
por 6 segqundos a 1as cepas sin plEsmido y 8 segundos a las ce--
pas con plismido. Si las cepas contienen su sistema de repara-
cifn intacto creceraf en la zona irradiada y no irradiada des--

pués de la incubacidn de 12 - 24 hrs.

Reversidn espontinea

Se toma 0.1 ml de cultivo incubado previamente 16 hrs, y se coloca
an tubcs de ensayo con tapbn de rosca el cual contiene 2 ml de agar
de superficie a 45°C, se agita suavesmente y se vierte en cajas de -
Petri con medio mfnimo de Vogel-Bonmer, se deja solidificar y se --
incuban las cajas invertidas a 37°C por 48 hrs, al cabo de las cua-

les se cuentan las revertantes espontZneas.

Ensayc de mutagenicidad con cepas de Salmonella typhimurium

En tutos con tapén de rosca (que contengan 2 ml de agar de superfi-
cie E. de Vogel-Bonner y 0.2 ml de solucién de L-histidina 0.5 mM -~
Biotina 0.5 mM) se mantienen en bafio maria a 45°C al iniciar el ex-~
perimento. A contimuacifn se les agrega secuencialmente lo siguien
te: €. ml de solucifin del compuesto en estudio al grupo problema ¥
0.1 ml ée la solucidn que contiene eX solvente al grupo control. A
la mitad de los tubos (tanto controles como problema) se les agrega
ademds 2.5 ml de mezcla S-9 para determinar la mutagenicidad de los

metabolizos del compuesto. Finalmente se mezcla cuidadosamente sin




agitacifén brusca y se siembra ripidamente sobre cajas de Petri que

contengan agar E. de Vogel-Bonner. Se deja solidificar el agar de

superficie, se invierten las cajas para incubarlas por 48 hrs a --
37°C. Se probarin tres concentraciones por lo menos, por duplica-
do. Tras la incubacifn se cuentan las colonias revertantes.

- Cuenta viable. Se realizan simultdneamente al ensayo mutagé€nico
haciendo diluciones a partir de 0.5 ml de cultivo de trabajo que
Se wierten a tubos de tapdn de rosca que contienen 4.5 ml de solu
cidn salina fisiolBgica. Se procede a realizar otras diluciones
similares hasta alcénzar una dilucién de 10—6. Finalmente se to-
man alfcuotas de 0.1 ml de esta diluci&n ¥ se agregan a tubos --
conteniendo agar de sﬁperficie nutritivo, se mezclan y se vierten
en cajas de Petri que contengan‘agar nutritivo. Una vez solidi-
ficadas se invierten e incuban 24 hrs, Se cuentan las colonias
debiendo encontrar entre 1 x 109 az2zx 109 en el cultivo de traba

jo original.

b) Escherichia coli

El sistema de Escherichia coli ha sido desarrollado por el -
Dr. Herbert S. Rosenkranz (30,8 ) vy se basa en el empleo de dos cepas; -
una de ellas es de tipo silvestre (pol A+) v la otra es una cepa mutante
para el gex que codifica para la enzima ADN-polimerasa I (Pol A7), enzima

que tiene un papel muy importante en los procesos de reparacidn.

La obtencifn de esta cepa se logr8 exponiendo cepas silves--

tres a un potente mutigeno, N-metil-N-nitro N-nitrosoguanidina gue produ



jo una mutacisn sin sentido del tipo ambar. La sensibilidad de esta cepa

a las radiaciones de luz ultravioleta y a los agentes radiomim@ticos y --

[
quimicos es sumamente elevada (9,15).

El fundamento de este sistema consiste en establecer la dife-
zencia en el tamafio del halo de lisis, o en el n@mero de sobrevivientes -~
de la cepa silvestre Pol A+ y la cépa mutante Pol A~ después de haber si-
do expuestas al compuesto en estudio. Se espera que 1a'cepa Pol A~ §ea -
mis vulnerable a la accién de.agehtes;que lesionan el ADN, ya que no es -

‘capaz de reparar el dafio y esto,piovoéa una mayor muerte celular (12,19) .

Con la finalidad de obtener datos mds confiables de los com--

puestos en estudio, se decidié:trabajat las dos pruebaé.bacterianas en —-

paralelo. Se sabe en efecto que'eifsistema de Salmonella typhimurium es
muy flexible bajo condicibnes;rﬁtinarias, mis no infalible (28,29) pues ~
algunas clases de sustancias hntagénicas solamente han sido detectadas en

el sistema de E. coli por lo que pueden complementarse mutuamente.

b.1. Obtencidn y mantenimiento de las cepas de Escherichia coli

Estas cepas-fueron obtenidas deiCultivos-donados,pérvel Dr. Herbert
S. Rogenkranz, los cuales vienen en viales de donde se tbma una —-
asada para los cultivos de mantenimiento y se incuba en un caldo -

HA+T toda la noche a 37°C y 200 rpm de agitacidn.

Transcurrido este tiempo se prueba cada una de las cepas con el --

fin de verificar la sensibilidad a mutfgenos especificos ya conoci

dos.



-~ El cultivo de reserva primario se obtiene de tomar una alicuota
del inSculo incubado durante toda la noche afiadiendo glicerol al

10% y posteriormente se mantiene a ~20°C.

- El cultivo de reserva secundario se obtiene inoculando una asada
de cultivo incubado toda la noche en agar HA+T inclinado, poste-
riorqente se incuba’éSte durante_lG hrs en donde se obtiene un -
crecimiento abundante y se guaida env:efriger3516n; Este cultivo
debe usarse en un tiempd'm&ximo de mes'y médio; a partir del --
Cﬁa;.se repite el proéedimiento para ohtener el nuevdfcultivo de

reserva secundario.

- El cultivo de trabajo. para 1a“pzﬁebq genotoxicidad se obtiene de
de tomar una asada del cultivo secundario y colocarla en matra--
ces de 250 ml que contengan 15 ml de medio HA+Tfl!quido fresco,

incubando a 37°C toda la noche a 200 rpa,

Verificacién de la sensibilidad a ﬁutﬁgenos eépecificos ya conoci~

dos en ausencia de ‘activaeidn metab8lica.

En tubos con tapSn de rosca que contengan 2 m} de agar de superficie
HA+T se agrega 0,1 ml de cultivg de trabajo, se mezcla suavemente -~
¥ se platea en cajas de Petrl que contengan agar HA+T, se deja soli
dificar y se procede a colocar un sensidisco en el centro de las -~
cajas en el que se vierten; 10 mcl de -etilmetano~sulfonato como —-
primer control positivo en una caja, 10 mci de metil-metanosulfona-

to como segundo control positivo en otra caja y en una tercera caja
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10 mcl de cloranfenicol levbgiro como control negative (30 mcg/

10 mel). Se hace esto por duplicado para cada una de las cepas de
[

Bscherichia coli.

Posteriormente se invierten las cajas para incubar durante 16 hrs.
a 37°C al cabo de las kcnaies se miden los diémetroé de inhibicibn
alrededor de los sensidiscos. Los valores ‘obtenidos debenvc‘oinci-
dir con los de la literatdta: con el cloranfenicol deber5 encontrax
se, para las dos cepaTS_, diéx_nétros iguales _é_lrede;l‘or‘-dvelv séxis_:'.disco
de 30 mm, con el etil-metanosulfonato para la cepa Pol A" 0.0 mm -
de ‘inhi‘bi:i:_éxvxwxy para lai,cep'afPol.A-, alrededor de 20 mm, con respec
metilOmetanosulfonato para la cepa po1 At e1 diSmetro de in~

hibiciﬁr_x es"al‘red_edprv}de 35 mm y para la Pol A" es de 54 mm,

b.3. Verificac_i&n'de' 1la sensibili‘dad. a pre-mutSgenos (compuestos que re
quieren ser activados metab8licamente para ejercer su accidn geno-.

© tfxica) .

Para este propdsito se wtilizaron los ‘compuestos ciclofosfamida y
2-aminoantraceno. Los pasos a seguir, son esencialmente los mismos
descritos anteriormente con la diferencia de que se agrega 0.5 ml -

de mezcla 89 en el tubo con medio HA+T de superficie ademis de 0.1 ml

de cultivo de trabajo.

+ -
b.4. Ensayo genotdxico con cepas de Escherichia coli Pol A /A

En tubcs de tapSn de rosca que contengan 2 ml de agar de superficie

HA+T (se mantienen a una temperatura constante de 45°C) se agregan



0.1 ml del cultivo de trabajo y 0.5 ml de mezcla S9 en los que se
quiera determinar la respuesta del compuesto en presencia de activa
cifn metabSlica. Se mezcla suavemente y se siembra en cajas de --
Petri gue contengan agar HA+T, se deja solidificar y se coloca un -
sensidisco en el centro de laé éajas en el que se vierten: 10 mcl
del solvente como control & 10 mcl del compuesto en estudio a la --
concentraciSn deseada; pqsteriomente se invierten las cajas para -
incubarlas por 16 hrs a 37°C, Para despuésmédif los didmetros de
inhibicidn alrededor de los sensidiscos (si no son claros los halos

se- deja.n"a; temperatura ambiente 24 hrs mSS) .

Se realizan simultfneamente al ensayo genotSxico en la misma forma
que se descyibif para S. typhimurium con“éxcepc_i&n de los medios es

pecificos de crecimiento de esta cepa,

Determinacifn de la actividad genotSxica de metabolitos

Se sabe gue. numexosos compuestos sufren transformaciones metabSlicas
cuando est:én en contacto con las enzimas presehﬁén en los organié:r.os 7ivos
Y que estas transformaciones son las tgséonsables ‘de que determinado com~-~
puesto pueda adquirir su forma genfticamente activa ( 22 ). 2As{ el uso -
de microorcanismos que carecen de las enzimas activas presentes en mamife-
ros, hace indiépensable diversas estrategias para tratar de solucionar es-

te prcblema, tales como el empleo de:



c.l

a) Activacidn metabdlica: realizada por enzimas microscmales de ~-
higado de roedores, presentes en el sobrenadante fraccidn S9) -
que resulta después de la centrifugacién a 9000 Xg de un homoge

nado hepitico, el cual se agrega directamente al sistema de

prueba.

b) Lfquidos corporales de mamiferos intactos; tales como roedores

o humanos expuestos al compuesto en estudio y cuya sangre y ori

na se agregan al sistema de prueba,

¢) Ensayo via al hospedero: en el que se administra el compuesto
problema al animal intacto, al gual se ha introducido previamen
te el organismo detector (bacterias o levaduras) generalmente ~

en cavidad peritoneal, y posteriormente se recupera dicho orga-

nismo para la medicidn del dafio genético ocasionado,

Preparacifn del homogenado hepdtico

Se eligen ratas de la cepa Sprague~Dawley con un peso de 200 ~ 250g
a las que se les administra por vfa intraperitoneal 500 my/Kg de -~
peso de una solucidén de aroclor 1254 (200 mg/ml en aceite de maiz).
Se mantienen cinco dfas mis con alimento y agua "ad libitum", trans
currido este tiempo, se sacrifican las ratas por dislocacifn cervi-
cal, se procede a la extraccién del higado por diseccidfn, se coloca
en un vaso de precipitado (previamente taxado y estfril) que contie
ne 15 ml de solucifn de KC1l 0.15 M para cada hfgado, El peso del -

higado se determina por diferencia,




Después se transfieren todos los higados a un solo vaso de precipi
tado estéril, que contenga 3 ml de solucidén KCl 0.15 M por gramo -
de hfigado, se cortan en trozos pequefios con una tijera estéril, se
homogeniza con ayuda de un homogenizador de vidrio con &mbolo de -

teflén y se centrifuga por 10 minutos a 9C00 Xg.

El sobrenadante corresponde a la fraccidn S9 microsomal que se dis
tribuye en viales con tapdén de rosca de 5 ml de capacidad, a razdn
de 1 ml por vial, se congelan ripidamente sobre hielo seco y se --

mantiene a -80°C,

Todo el ensayo debe de realizarse asépticamente, con todo el mate-
rial estBril y desde que se extrae el higado deberd de mantenerse
a baja temperatura con hielo, para evitar la inactivacifén de las -

enzimas microsomales contenidas en la fraccifn S9.

Evaluacidn de la cantidad Sptima de homogenado,

Para medir la actividad de las enzimas microsocmales hepiticas se ~
utilizan compuestos que solo producen mutaciones al ser metaboliza
dos. El Benzo Qﬂ Pireno (10 mecg/caja) se emplea con la cepid  --

TA-100 vy el 2-aminocantraceno (5 mcg/caja) con la cepa TAR-98,

Las mezclas de reaccifin se prepararon coms sigue:



Tubo Fraccidn MgClz-KCl Amortiguador Fraccibn S9

$9 (ml) (i) pE = 7.4 (ml) por ml de
mezcla S9
I 0.00 0.08 4,00 0

IT 0.08 0.08 3.92 20 ul
IIX 0.40 0.08 3,60 100 ul
Iv 0.80 0.08 3.20 200 ul
v 1.20 0.08 2.80 300 ul
VI - 4.00 0.20 6,00 400 ul

Complementar los tubos con NADP 4 mcM/mly G~6P 5 meM/ml

Cada uno de los controles y concentraciones se siembran por tripli
cado, tomando como base la Tabla 4, virtiendo caéa una de estas ~-
mezclas de reaccifn en tubos que ‘contengan 2 ml de agar de superfi
cie Vogel-Bonner e immediatamente 0.1 ml de cultivo bacteriaronl—-
que contenga aproximadamente de 1 X 106 - 2 x 106 colonias por mi~
1ilitrxo, se mezcla suave y ripidamente después de lo cual se viere
te el contenido del tubo en cajas de Petri con agar E. de Vogel~

Bonner. Incubar a 37°C durante una noche y contar las colonias,

7
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TABLA 4. ENSAYO PARA LA EVALUACION DEL HOMOGENADO EN '‘CEPAS DE

S. t_:zghimurium

Caja Bacteria ‘Mezcla S9

TA 1000 & (0.5 ml)

TA 98

{0.1 ml)
1 +
2 + —
3 + 200 mel de fra_cciSn 89
4 + 200 mel * " "
5 + sales
6 + 10 mecl de fragcién S9
7 + 50 mcl de fraccifn S9
8 + 100 mel " "
9 + 150 mcl * " "
10 + 200 mcl " " "

Compuesto mutagéni
co {(benzo [} pi--
reno o 2-amino-
antraceno)

(0.1 ml)

- o

DMSO
{0.1 ml)

+ Ver resultados padgina (40-41)
DMSO = Dimetil-Sulfdxido




VI. RESULTADOS

s
1. Salmonella typhimuriumg

la. Comprobacién de marcadores genéticos:

En las cepas de S. typhimurium no presentd problemas Ya que se
obtuvieron los resultados esperados despufs de aplicar las pruebas descri-~

tas antericrmente (pdgs., 26-28).

1b. Precuencia de reversifn:

La estabilizacifn del crecimiento de 1las cepas no fue proble- -
mitico en cuantc a que se logrd un crecimiento celular de 1-2 x 3!.0_9 /o, -

El nimero de revertantés espont8neas. de cada cepa se encuentra en la Tabla

(s).
lc. Determinacién de la cantidad Sptima de mezcla S-9

Con respecto a la cantidad de mezcla (S~9) que se. debe utili-
zar para los ensayos mutagénicos asi como para verifiéar que se encuentra
activa la fraccién’.microsomal hép&tica se realiza.ron’ dos experimentos a --
cinco diferentes concentraciones se encontr8 (Fig, 2 v 3) que con respecto
a la actividad de esta fraccidn en los dos ensayos se detecto actiyidad ~~
normal, asi como para el ensayo con las dos cepas de E. coli y para las ~-

cepas de S. typhimurjum la cantidad de homogenado hepitico estuvo correcta.

1d. Determinacidn de la mutagenicidad de los medicamentos,




TABLA 5: NUMERO DE REVERTANTES ESPONTANEOS
DE CADA CEPA UTILIZADA

Cepa No. de revertantes espontfneos

uvr' sin

plasmido

TA-1975. 2,2,3

TA-1977 13,11,13

TA-1978 19,12,15,21

Uvr' _con

plésmido

UTH-8412 13,20,21,12,17,12,12,13
UTH-8413 10,16,16,14,14,17,14,15,13
UTH-8414 15,19,11,15,14,15,14,16,14

Uvr+ con

‘plasmido

TA-1C0 131
TA- 98 25

DvzB sin
plasmido
TA-1538 29




®ig. 2. CURVA DOSIS~RESPUESTA COCN HOMOGENADGC EEPATICO CON 2—A.HINO-MJTR_Z_\_
CENO (2~AA) UTILIZANDO LA CEPA TA-98 Y CON BENZO Tal PIRENO
UTILIZANDO LA CEPA TA-100
1]
Cone. 2~3A B.P.
(s~9) (a) (o
0 mcl .23 87
10 mcl 1663 445
2000 50 mel 132 1454
100 mcl 120 1434
150 mcl 117 1257
200 ncl 94. 904
E
1=
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rig. 3. CURVA DOSIS-RESPUESTA CON HOMOGENADO HEPATICO CON 2=-AMINO-ANTRA
CENO (2-AR) UTILIZANDO LA CEPA TA-98 Y CON BENZO ({a] PIRENO
(B.P.) UTILIZANDC LA CEFA TA-100

Conc. 2.AA B.P.

& (s-9) (a) (o)

2000 0 mecl 35 625

10 mel 2011 1306

S0 mcl 188 . 1278

100 mcl 125 1278

150 mcl a0 1173

200 mcl 80 91s

—————
g
g
v
Y
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2 ———
10 50 100 150 . 200

microlitros de homogenado



Comparacidén de la reversidn en cepas Uvr+ y UvrB en presencia

de Pamoato de Pirvinioy ausencia de activacifn metabbSlica.

Como Se muestra en la Tabla 6 el Pamoato de Pirvinio es capaz
de inducir mutaciones en las cepas Uvr+ que poseen plismido tales son UTH~
8414 (mutante por substitucidn de bases) y UTH 841& (mitante por coxtimien
to) en ausencia d@e activacidén metabdlica. Este resultado coincide con el
encontrado pfeviamente en el laboratorio en las cepas UvrB y corroborado ~
en nuestro estudioc en las cepas UvrB TA-100 v TA-98 a las qué se expuso a -

una sola ddsis del compuesto como control interno (2.5 mcg/caja) .

En las cepas mutantes por substituci&h‘de bases UTH~8414 y --
TA-100 el pirvinio incrementS la frecuencia de reversidn esponﬁ&nea hasta
9 y 2.8 veces respectivamente, En las cepas mutantes por corrimiento es——
tructural, dicho incremento fue de 3 veces para la cepa UHT-8412-y de 4,2

veces para la cepa TA-98,.

Comparacién de la reversifn en cepas Uvr+ y UvrB expuestas a

niclosamida en presencia y ausencia de las enzimas microsomales hepéticas.

Los resultados que aéarecen~en.la Tabla 7 indican que la ni--
closamida no provoca reversifn en las cepas Uvr+ TA-1978 (mutante por -
corrimiento) sin plésmido, pero induce un efecto t&xico, aunque este poco
acentuado en presencia de las enzimas microsomales hepdticas. Por el con-
trario y tal camo se encontrd previamente en el laboratorio este compuesto
antihelmintico si es capaz de provocar reversién en las cepas UvrB TA-1538

(mutante por corrimiento) sin pldsmido en presencia del sistema de activa-



TABLA 6. OCOMPARACION DE LA REVISION EN CEPAS DE S. typhimurjum

(Ovx* ¥ UvrB) EXPUESTAS A PAMOATO DE PIRVINIO EN AUSENCIA
DE ACTIVACION METABOLICA ‘

Pamoato de pirvinio mcg/caja

Cepa 0 DMSO 1.0 -~ 1.5 2 2.5
. TA-1978 19 19 16 16 16 20
Uvr sin
plsmido TA-1977 13 13 12 12 14 14
TA-1975 2 2 3 4 3 3
UTH-8414 15 11 78 109 123 '135%
+
Uvx con
pldsmido UTH~8413 10 11 12 14
UTH-8412 13 12 32 30 29 a1
TA-100 131 . 125 N.D. N.D. N.D. 377*
UvrB con
plasmido .. og 25 25 N.D. HN.D. N.D. 106

Los resultados que aparecen subrayados se consideran positivos.

N.D. = No se determind
* = Toxicidad




TABLA 7. ' COMPARACION DE LA REVERSION EN CEPAS DE
S. typhimurium (Uvrt Y UvrB) EXPUESTAS A
NICLOSAMIDA, EN PRESENCIA O AUSENCIA DE
ENZIMA MICROSOMALES HEPATICAS (S-9)

Cepa - Niclosamida mcyg/caja

0 DMSO 5 10 25 50
Uvr+‘sin
plasmido
TA-1978 -5 9 12. 11 7* 5% * o*
+s 9 21 15 22 25 11 o*
UvrB sin
plasmido
TA~1538 -S 9 29 29 10* 4% 0* o*
+S 9 31 31 364 834 o* o*

Los resultados gue apareéen.subrayados’se consideran
positivos. o :

* = Bfecto tdxico



cidn metabdlica (S-9) a la vez que muestra toxicidad elevada en ausencia

de dicho sistema enzimitico.

Comparacidn de la reversidn de la cepa S. typhimurium (Uvr+)

expuesta a difosfato de cloroquina en presencia o ausencia de enzimas mi-——

crosomales hepfticas (S-9)

En la Tabla 8 se ‘observa que la c¢loroquina no es capaz de in--
ducir mutaciones en ninguna de las cepas Uvr+ empleadas, en las condiciones
‘del estudio y a las dosis utilizadas.' Tampoco. se’ aprecid un efecto téxico
natable, salve para la éepé UTH-8412 a 1a'dosi$'ée‘10,opo mecg y en ausencia

del sistema enzim3tico microsomal. ,

Estos resultados digdrepan con la datos positivos reportados -
en 1ailiteratnra y encontrados en el labératqzio-empleandc las:éeﬁas OvzB -

TA-1537 en el ensayo de fluctuacién,

Reversidn en cepas de S. typhimurium (Uvr+) expuestas a dehi—-

droemetina en presencia o ausencia de enzimas microsomales hep&ticas (S-9).

2o la Tabla 9 se muestra'q&ejla'déhidrqemetina'no resultd mta
génica en este ensayovcontraiiamente,a los resultados previas obtenidos en
el laboratorio, en los que indujo reversiones en la cepa Uvx+ TA-98 en Fre~
sencia del sistema de activacidn metabSlica. Se aprecia sin embargo un i~
gero efecto tdxico en ausencia de las enzimas hepdticas, en 1las cepas —

TA-1977 y UTH-8413.




TABLA 8. COMPARACION DE LA REVERSION EN CEPAS DE

46

S. typhimurium (Ovr’) EXPUESTAS A DIFOSFATO DE
CLORCQUINA EN PRESENCIA O AUSENCIA DE ENZIMAS
MICROSOMALES HEPATICAS (S-9)

Difosfato de clorogquina mcg/caja

Cepa © ®o 10 100 1000 10,000
Uvr+ sin
plasmido.
TA-1978 -S 9 15 15 15 15 15 9
+S 9 28 26 28 18 19 18
TA-1977 -S 9 11 11 9 9 9 6
+S 9 15 15 12 12 21 9
TA-1975 -S 9 2 2 3 3 2 2
+S 9 2 2 1 1 1 1
+
Ovr con
glésmido
UTH-8414 -S 9 19 21 21 20 22 20
+S 9 20 20 21 22 24 21
UTH-8413 -S 9 16 14 15 13 15 15
+5 9 20 20 18 18 21 19
UTH-8412 -S 9 20- 19 28 21 19 o*
+S 9 20 23 34 33 31 31

* = Efecto tdSxico
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TABLA 9. REVERSION EN CEPAS DE S. typhiwurium (Uvr }
EXPUESTAS A DEHIDROEMETINA EX PRESENCIA O
AUSENCIA DE ENZIMAS MICROSOMALES HEPATICAS

{(s-9)

Dehidroemetina meg/caja

Cepa o EJQ 3 30 300 3000
Uvr+ sin
pliasmido
TA-1978 -S 9 21 21 23 24 17 19
+S 9 48 40 52 42 40 38
TA-1977 -S 9 13 13 12 72 7% 6%
+ 9 13 12 11 13 13 12
TA-1975 -S 9 3 4 4 3 4 3
+5 9 4 4 3 4 4 2
+
Ugvr con
plasmido
UTH-84I4 -S 9 11 11 13 15 15 11
+5 9 18 20 29 22 22 19
UTH-8413 -5 9 16 17 13 17 17 g
45 9 24 25 25 28 21 22
UTH-8412 -S 9 21 20 20 20 23 23
+S5 9 24 22 23 23 23 25

* a2 Efecto tdxico



Reversifn en cepas Uvr+ expuestas a: hidroxinaftoato de befe~

nio, hexilresorcinol, mebendazol, pamoato de pirantel, yocdoclorochidroxiqui-

14
noleina y divodohidroxicuinoleina

Con base en los resultados obtenidos previamente en el labora-
torjio con las cepas Uvrb Y por nosotros en el estudio de pirvinio en cepas
Uvr+ y UvrB, en 1os que las cepas con pl&smido mostraron una mayor sensibi-
lidad al efecto mutagénico de los compuestos, se opt8 en utilizar s8lo ce—

pas con plismido para probar los firmacos restantes.

Los resultados gque aparecen en las Tablas 10 a 15 indican que,
en las condi:_:j.one}s‘ empleadas en estas ptuebés"el: hidroxinaftoato de befenio,
el hexilresorcinol, el mebendazol, el pzmato de‘-pira_ntel, la yodoclorohidro-
xiquinbleina y la diyodohidroxiqﬁinoléina, no ‘ producen reve:si&n en las ce~-
pas Uvr+ utilizadés, tampoco se observd un efecto tbxico salve para ia dosis
mayor de befenio (cepa UHT-8412 S-9), de yodoclorohidroxiquinoleina v la --

diybdohidroxiquinoleina-en las tres cepas principa].mente sin 'S~9.




TABLA 10. COMPARACION DE LA REVERSION EN CEFAS DE
S. typhimurium (Uvr*) EXPUESTAS A HIDROXINAF-
TOATO DE BEFENIO EN PRESENCIA O AUSENCIA DE
ENZIMAS MICROSOMALES. HEPATICAS (59)
Ce Hidrqxinaftpatd de befenio mcg/caja
pa 0  DMSO 2 20 200 2,000
+
Uyz__con
plasmido
UTH-8414 -S9 15 15 16 14 15 17
+9 15 16 14 17 16 14
UTH-8413 -S 9 14 15 18 15 15 16
+s 9 22 23 22 20 22 20
UTH-8412 -5 9 12 11 12 13 13 a*
+$9 12 14 13 15 14 12

+ = Efecto tdxico



TABLA 11. COMPARACION DE LA REVERSION EN CEPAS DE
S. typhimurium (Uvrt) EXPUESTAS A HEXILRE-
SORCINOL EN PRESENCIA O AUSENCIA DE ENZIMAS
MICROSOMALES HEPATICAS (S=~9)

Hexilresorcinol mcg/caja

Cepa 0  DMSO 5 10 25 30
Uvr+- con
pléasmido

UTH-8414 -S 9 14 14 14 13 12 13

+s 9 14 14 14 14 13 20

UTH-8413 -S 9 14 15 15 14 14 14

+s 9 27 27 26 26 27 27

UTH-8412 -5 9 17 17 17 16 17 17

+5 9 20 19 19 20 21 23




TABLA 12, COMPARACION DE LA REVERSION EN CEPAS DE
S. typhimurium (Uvrt) EXPUESTAS A MEBENDAZOL
EN PRESENCIA O AUSENCIA DE ENZIMAS MICROSOMA
LES HEPATICAS (S-9)

Mebendazol mcg/éaja .

pMSO  0.15 1.5 = 15 150

Uvr+ con.

, Rl&sm‘ido ‘

UTH~8414 -S 15 13 13 14 15 16
+5 ‘15 17 17 16 16 16

UTH-8413 ~S i7 18 19 19 8 19
+S 18 21 22 21 21 21

UTH-8412 ~S 18 19 18 19 18 . 19
+S 22 20 20 20 21 22




TABLA 13. COMPARACION DE LA EEVERSION EN CEPAS DE g.gghimurium
(Ovr+) EXPUESTAS A PAMOATO DE PIRANTEL EN PRESENCIA O
AUSENCIA DE ENZIMAS MICROSOMALES HEPATICAS (S 9)
ce Pamoato de pirantel mcg/caja
-ep2 o oDpmMso ©0.75 7.5 75 750 7,500
Uvr+ con
plasmido
UTH-8414 -S 9 14 13 14 13 14 13 11
+sS 9 13 14 14 16 14 14 14
UTH-8413 -S 9 14 14 17 15 15 16 13
+S 9 16 15 17 16 16 17 14
UTH-8412 ~S S 12 12 13 13 13 12 i3

+5 9 15 14 17 17 15 13 12




TABLA 14. REVERSION EN CEPAS DE S. typhimurium (uve’) EXPUES
TAS A YODOCLOROHIDROXIQUINOLEINR EN PRESENCIA O -
AUSENCI?. DE ENZIMAS MICROSOMALES HEPATICAS (S-9)
Ce Yodoclorohidroxiguinoleina mcg/caja
p2 0 DMSO  0.03 0.3 3 30
+
Uvx con
plasmido-
UTH-84i4 -5 9 16 14 14 13 13 *
+S 9 15 14- 13 15 14 14
UTH-8413 -5 9 15 17 17 15 13 o*
+S 9 25 29 29 28 24 20
UTH-8412 -S 9 12 13 13 12 12 o*
+S 9 19 23 24 28 23 o*

= Efecto .genotéicico :




+..

TABLA 15. REVERSION EN CEPAS DE S. typhimurium (Gvx ) EXPUES
TAS A DIYODOHIDROXIQUINOLEINA EN PRESEXCIA O AUSEN
CIA DE ENZIMAS MICROSOMALES HEPATICAS (5-9)

Cepa Diyodohidroxiguinoleina mcg/caja

o DMSO 0.3 1.5 3 9 30
uvr' con
plasmido
UTH-8414 -S 9 14 13 14 14 13 12 0*
+S 9 13 14 15 16 15 16 10
UTH-8413 -S 9 13 15 13 13 14 11 o*
+S 9 17 15 13 14 14 14 5%
UTH-8412 -S 9 13 13 13 11 11 12 o*
+S 9 14 15 15 15 16 14 6*

* = Efecto genotdxico



2. Determinacidn de la capacidad de los medicamentos de producir dafio en

ADN no reparado en Escherichia coli
2a. Comprobacién de marcadores geng&ticos:

- Halos de lisis producidos por mutingeos conocidos: En la
Tabla 16 se muestran el valor de los didmetros de halos de 1fsis producidos
por los mutdgenos conocidos empleados como cont.foles positivos: metilmeta-
nos sulfonato (MMS) etilmetano sulfonato (EMS), ciclofosfamida (CF) 2 amino~—
antaceno (2AR) y clorénfenicol (CL) tai:comc; se sefialo anteriormente al des-
cribir la prueba (pag. 32). E1 MMS prod\‘zjbo en ‘la cepa. Pol ‘A+ un halo de ==
alrededor de 24 mm y en la Pol A- 'ée '53 mm en ausencia de activacidn metab&—
lica -S9 mientras que en 'presencia‘d_e"ésta, (+s59) ,195 halos fueron de 33 mm
y 48 mm para las_éepas Pol f\+/P'ol" A- :esééctiv_amenté; El .EMS nok inhibid 1z
cepa Pol A+ ‘mieni-.ras que en la Pol A- produjo halos de 18 mm de inhibi;éiéri.
Tanto la ciclofosfamida con;o‘el 2-aminoantracero utilizadoé como controles
positivos con activacidn, no .mostraxpn acti&iéad inhibitoria para ninguna
de las dos cepas de E. coli proba'@déas.' Con respecto al controi negativo -~
utilizado, se observa que el cloranfenicol 'pr_odizjo halo de inhibicién de -~
30 vy 20 mm en las cepas‘PolvA". y'PtSl‘A- zfespecfivamente, cuan.do\s‘e agregd
S-9 al sistema, la inhibicifn se redujo a 22 mm para la cepa Pol A’ y 21 -

para la Pol A .
2b. Determinacidn del efecto genotSxico de amebicidas y antihelminticos

A - + -
No se observ8 ningiin efecto en las cepas Pol A /Pol A expues
tas a los medicamentos en presencia o ausencia del sistema de enzimas micre

scmales hepiticas en las concentraciones respectivas 'Tabla 16.




TABLA 16. DIAMEgROS DEL HALO DE LISIS EN LA PRUEBA ESTANDAR EN E. coli

Pol A’ /A~ SIN ACTIVACION Y CON ACTIVACION METABOLICA MEDIADA
POR LA FRACCION S-9

Agente quimico Cantidad Didmetro (mm)
por disco + - + -
Pol A Pol A Pol A Pol A

-S-9 -5=9 +S~9 +5-9
DMSO 10 mecl 0 0 0 0
Agua 10 mcl 0 0 0 0
Metil-metanosulﬂg 10 mcl 24 53 33 48
nato
Etil-metano-sulfo 10 mcl 0 18 N.D. N.D.
nato
Ciclofosfamida 250 mcg/10 mcl N.D.  N.D. o 0
2-Amino-Antraceno. 100 mcg/10 mcl N.D. N.D. 0 0
Cloranfenicol 30 mcg/10 mel 30 29 22 21
Pamoato de Pir- 5 mcg/10 mcl 15 15 0 0
vinio
Niclosamida 0.5 mcg/10 mel 0
Pamoato de Piran- 75 mcg/10 mcl 0
tel
Mebendazol. 1.5 meg/10 mcl 0] 0] 0 0
Hexilresdréinol 0.3 meg/10 mcl 0 0 0 0
Hidroxinaftoato 30 mcg/10 mcl 0] 0] o] 0
de Befenio
Dehidroemetina 30 mcg/10 mel 0 0] 0 0]
Cloroquina 1200 meg/10 mcl 0 0 0 0
Diyodohidroxi- 0.3 mcg/10 mcl 0 0 0 0
quinoleina
Yodoclorohidro 0.3 mcg/10 mcl 0 0 0 0
xiquinoleina

N.D. = No se determind




VII. DISCUSION

Los resultados obtenidos se valoraron conforme a parametros
de dispersifn de mediana, por considerar estos datos como dentroc de méto~

dos no paramétricos.

Mutagenicidad en S. typhimurium

Para considerar a un compuesto como positivo se tomaron en --
cuenta los siguientes criterios: reprocducibilidad de datos, respuesta de-
pendiente de la concentracién, e incremento del niimero de revertantes que

dupliquentla frecuencia de mutacidn espontinea.

En lo que respecta al pamoéto‘de pirvinio nuestro estudio’
corrobord la mutagenicidad de este fdrmaco reportado previamente en las --
cepas TA-98'y TA-10C (11), las reversiones en las cepas mutantes por substitu
cidn de bases se increméntan cuando se encuentra presente el mecanismo de
reparacibn Uvr. Sin embargo las ocasionadas en las cepas mutantes por
corrimignto est:uctural parecen. ser atenuadas por la intervenéiéh‘del'mecg
nismo de reparacién, Estos hechos hacen suponer que en los dos eventos muta
cionales Qroducidos por pirvinio (sustitucidén de bases y corrimiento) re--—
percuten en forma diferente en presencia del sistema de reparacién Uvr ya
que mientras que la sustitucidén de bases se ve potenciada, el corrimiento

de bases, parece ser corregido eficientemente.

Ahora bien cuando hablamos de sustitucidn o corrimiento de ba-

ses provocadas en estas cepas por el pirvinio y de la modificacidn de su -
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frecuencia en presencia del sistema de reparaciSn (Uvr] es solamente por -
inferencia ya que no estamos verificando directamente dichos mecanismos de
reversifn. Para este razonamiento partimos de que las cepas con las que -
trabajamos fueron generadas a través de tales mecanismos y gque se conside-
ra que su‘reversién ocurre (preferentemente mediante los mismos procesos
(11). Aungue cabe sefialar que se ha reportado que la cepa TA-100 ‘'es su--
ceptible de revertir ocasionalmente por‘corfimiento ¥ no por substitucidn
de bases ( 7 ). Por lo tanto, solo podria decirse que al no ser diferentes
los incrementos en la reve:éién produéidos pér‘él pirvinio en las cepas -
Uvr+ UTH-8412 y UvrB TA-100, el dafio mutacional del tipo frameshift no se
ve modificado por la presencia del sistema de reparacidn Uyr, de la misma
manera_diéhéjmecahiéﬁoide reparacién no paregeria ser eficiente para res—

taurar eljdaﬁo'mutaciohal provocado. por el pirvinic en la cepa UHT-8414.

La niclosamida no'prodtjo'a su vez, mutaciones.en S. typhi-
murium Uvr+ a pesar de que si 1as‘indujo en‘l?s cepas UvrB 1o que sugiere
que el dafio que ocasiona puede servrépaiado por el mecanismo de reparacién
por excisidn, (caracteristico del siStema Uvr). Io mismo podemos decir ——
para la dehidroemetina; que. produce mutaciones en S. txghimurium UvrB y 0.

: 3 R
en las cepas UOvr .,

La cloroquina es un compuesto que discrepa de los datos obte-

nidos en laboratorio (11 ) y reportados en la literatura (33 ) en donde -

por el método de fluctuacidn 8ste compuesto resulta positivo utilizando
cepas UvrB, y no asi en el método estdndar  utilizado en este estudio -
por lo que para valorar el efecto del mecanismo de reparacifén Uvr en la mu

tagenicidad de cloroquina, el método a utilizar seria el de fluctuacidn y



no el método estindar de plateo que utilizamos en este trabajo.

El resto de los compuestos que dieron resultados negativos en
las cepas de S. typhimurium con reparacién, fueron igualmente negativos en

las cepas sin reparacifn. En virtud de los resultados mencionados podemos

considerar que en el estudio de compuesto d2l tipo de los antiparasitarios.

incluidos en esta evaluacifn el sistema de eleccidn es el sistema de -
+

S. typhimurium (UvrB) mientras que el uso ée las cepas Uvr solo constribu

ye a conocer si el dafio mutacional es reparable por el sistema de repara—--

cidn por excisidn.

-Dafio al ADN no reparado en E. coli

En este sistema se considerd gue un compuesto da una réspues—
ta positiva cuando la relacidn entre los diZmetros de inhibicifn obtenidos
Pol A_/Pol A es mayor a uno mientras que es negativo si la relacién es —
igual a 1., existe una consideracidn en este sistema, cuanc no se observa
inhibicién en el crecimiento bacteriano, noc sa puede determinar si el com-
puesto en prueba sea negativo o positivo ya que las causas de no observar
inhibicifén pueden ser: que el compuesto no haya difundido, que difunda --
pero que no penetre en las c€lulas, que difunda y penetre pero que carezca

de actividad genotdxica.

Los difmetros de inhibicidn obtenidos Tabla 1€ difieren de
los reportados en la literatura: para el Etil metano sulfonato se reporta
para la Pol A =19 mm y para la Pol A+ = 0 mm para el metil metano sulfo-
nato se reporta para la Pol A = 58 mm Yy para la Pol A+ = 43 mm utilizendo

estos compuestos como controles positivos en ausencia de actividad metabd-



lica, en cambio en presencia de activacién metabblica se recomienda la ci-
clofosfamida reportando para la Pol A = 28 nm y para la Pol A =21 mm el
f ]

control negativo reccmendado con y sin activacién metabSlica es el cloranfe

nicol, en donde para la cepa de E. coli Pol A" = 29 y para la Pol A = 29.

Con respecto a la diferencia de resultados se pensé que la —
razén es el manejo al compuesto en cuanto a la persona mis sin embargo con
respecto a 16 reportado en la ciclofosfamida nuestro resultado fue nulo --
por la probabilidad de inactivacidn del compuesto con la mezcla S-9 y el -
tiempo de utilizacién, con respecto a los demas résultados de "control po-
sitivo™ nos estan dado diferente pero si nos esta determinando una diferen
cia de inhibicifn entre las dos cepas gue es en lo que se fundamenta este

sistema.

1La cloroquina aparece en la literatura reportado como positi-
vo y aunqué este sistema no es completamentg determinante la concentracidn
del compuesto para observar la inhibicién si influye pues en la literatura
habla de una concentracidn de 250 mcg mientras que nosotros utilizamos uno
lo gque puede determinar gue la difusiSn no haya sido posible o bien la ca-

lidad del compuesto sea diferente al utilizado en 1a literatura.

El resto de los compuestos por este sistema no se pueden de--
terminar ni sin activaéiSn ni en presencia de activacién metabSlica posi--
blemente vorque estos compuestos por su peso molecular no difﬁndan a tra--
ves del agar y asi pudo suceder con el 2-amino antraceno que €S un ccTpues
to de peso molecular elevado y aunque es conocido por su poder genctdxico

no tuvo resultado alguro.



Con lo que se determina que el sistewa de S. typhimurium sin
reparacidn es el mis adecuado para este tipo de campuestos antiparasita--

rios.



VIII. CONCLUSIONES

Etaluacién de la capacidad mutagdnica de medicamentos amebicidas y -

antihelminticos en cepas de Salmonella typhimurium. Uvr+. Nuestro -

estudio confirmd la capacidad del pamoato de pirvinio de inducir muta
ciones en bacterias de §. typhimurium. Plantea ademis la posibilidad
de que el gsistema de reparacidn Uvr afecte de manera diferente la in-
duccidn de mutaciones por substitucién de bases o por corrimiento --

(Probablemente potenciando las primeras y disminuyendo las segundas).

Los resultados obtenidos con Niclosamida en la cepa TA-1538 UvrB, en

presencia del sistema de activacidn metabdlica coinciden con los en--—
contxados previamente en el laboratorio. ios datos negativos cobteni-
dos en la prueba con la cepa TA-1978 Uvr+ indican a su vez que el sis
tema de reparacidn Uvr es ¢apaz de reparar las mutaciones inducidas -

por la niclosamida en las condiciones del estudio.

Para la dehidroemetina en trabajos previos resultd mutagénica ocasio-
nando dafio del tipo frameshift cuando se encuentra en presencia de ac
tivacidn metabdlica, con cepas que contienen su sistema de reparacidn
no héy tal efecto por lo que se infiere que un sistema como el de -

S. typhimurium de reparacidn evita este tipo de dafo.

Los resultados obtenidos para la cloraquina utilizando el método de -
planteo divergen de aquellcs generados con el método de fluctuacidn,
por lo que se sugiere utilizar &ste Gltimo para el papel que juega el

mecanismo de reparacidn Uvr en la mutagenicidad de este medicamento.



La evaluaciSn del resto de los compuestos es negativo tanto para con
reparacidén como sin esta, por lo que este sistema es aceptado para -

estos medicamentos antiparasitarios.

DeterminaciSn de la capacidad de dichos medicamentos de provocar muer

te celular en cepas de E. coli.

Este método no di€ ninquna respuesta definitiva acerca de la mutageni.‘
cidad de los compuestos antiparasitarios probados, debido a los facto
res limitantes del mismo, por lo que se sugiere la utilizacidn del -~

método modificado en suspensién.

Identificacién del sistema de prueba.mis adecuado para determinar =--—
efecto genotSxico de compuestos quimicamente semejantes a los medica-

mentos inclufdos en este estudio,

La sensibilidad del sistema de S. typhimurium con reparacidn Uvr+
y sin reparacién UvrB difieren como se observé en los resultados por
lo que . la prueba estandar del Dr. Ames es la de eleccibén para iniciar

un sondeo con los compuestos problema.

Para la profundizacién del estudio se puede continuar tanto con la ~-
prueba con cepas de S. typhimurium con su sistema de reparacidén intac
to como con el sistema de E. gg_l_:i._ Pol A_/Pol A y' ampliar a ios méto--
dos de fluctuacién y suspensidn que asi se hace un estudio mis comple

to.
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