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QBJETIVOQS ESPECIFYICOS

DE LA INVESTIGAGION

1.~ Batablecer las condiciones Optimss para el emplen de 2 sistemas

de prusba bacteriancs que miden daflo gemotdxice.

2.~ Comparar la sensibilidad de dichos simterun para detectar sgen~

tes genotoéxices.

3.~ Doterminar la genoletalidad de diversos mdicamentos antiparas_:g
tarios, eon los que se incluyen compumstos Antlamiblanes y Anti-
helm{nticos. '

4o= Bvaluar la influencia del sistema de sctivacidén metabdlica (Mg
cla $-9) on la genotoxicidad do compuestos Antiamibisnos y Anid

helminticos.
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QBJETIVO GENERAL

Bl objetivo general de ecte estudlio, es el de analizar el
papel de los siatemas rec y polA, en la reparacién del -
daflo producido al ADN por los msdicamentos antiparasitawe.

riocs que muastren actividad genotdxica.



IWTRAINATON,

Dosde la prehistoria, el hombre ha estado expuesto gln ssberlo,
a un gran nimero de mutfgencs y cercindgenocs ambientales de origen naturel,
como algunos flavonoldes y pirrolisidinis presentss an clertos vegastales -
comastibles, o micotoxinas producidas por diversos hongos, tal e’ sl caso
de las aflatoxinas By, G; y By, qua se encuantran prancipalmsnte como con-
taminates de ersnos comestibles y que estén considaradas entre las subgtan

cies mutagémicas y carclnogénicas mds potentes presentes en la naturaleza.

Con e} advenimiento del fuego, &l homiru so vid fronte a una -
carga adicional de compusstos genotdxicos, Clertes productos derivados de
la éc;eeién de carnes, sntre elles el banzo {a) piranc; y algunos pirolisa~
dos de las protefnas, han sido sefialados como responsables de la accién mu
tagémlca y carcinogénica presentes on los alimentos coclnados con carbdén o

a fuago directo.

~ Los nut.dzenos y carcindgenocs producides per el honbra, entraron
on escena hacia madlados del aigld antorior, cuande se 1lleva 3 cabo la pro
duccddn y difusidn de diversos compuestos quimlcos sintetizados por la in-
dustria naciente de esa dpoca. Desds entorces, el nimsro de compusstos sin
téticos ha ido en aumemto, llegando an la sctualidad a una cifra que reba~
8a los 50,000 ( 6 ). As{ también, al desarrcllo cientifico y tecnoiégico -
ha traldo como resultado la contaminacidén de nusstro habitat, razdn por la
cual nos vemos constantemente expuestos a divarsca factores gue constitge

yen un riesgo pera 1la salud e integrided ffsica dal homdbre {211).

La existencia de e3ste viesgo ha originado qus durante lss dlti-

mas dos ddcadas, las investigacionss se haslan encaminado & la evaluacidn
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de los efectss adversos de estos factores contamlnantes.

Hasta la fecha, dichos estudios han identificado diferentes sus
tancias qufmicas con activided mutagénica, entre los qus se incluyen a pla
cuicidas, que como contaminantes residusles llegan sl consumidor, aditives
de alimentes, firmacos, cosmdticos, halotanos en @l agua potable, produwc-=-
tos y residuos industriales contaminantes como el clorure de vinilo, asbeg
tos, hidrocarburos aromaticos, etec. Bs decir, los mutdgenos gensrados por
el hombre se encuantran rresentes en cssi todas las actividades humanas,

(32, L9, 50, 51, 67)

La identificacién de compusstos con accién mutagdnica y/o carci
moednica, ss ha logrado experimentalmente 2 través de la exposicidn de ore
raniswos de laboratorio a las substancias a prusba y aunqus se ha observaw
40 que los sistemss de deteccidn empleados, no son infalibles para identi-
ficar a la totalidad de los agentes qufaicos que para sl hombre pusdan im-
olicar rlesgo genotdxico, constituyen un recurso valicso para el.monitorao

de mutdcemos y carcindgenocs.

Ahora blen, debido a la larga dwraciény principalmente al alto
costo de los experimentos quo utilizan animales de laboratorio, estos astu
ios 28{ com loz epidemloldgicos en humancs, son poco factilties de ser aw
j»:gutados en forma rutinaria como sistems de evaluacidn de rlesgo, Por lo
cual, los ensayes microblanos han ercomtrado una amplia aceptacién y un em

Dleo difundido como prusbas de tamds,

Bs as{, como dichas prusbas de monitoreo han permitido identifi
- ear unz importante fuents poteancial de daffo gendtico para las poblacionss

hiumanas, erpecialzsmte en aquallas con exposicidn de tipo erdnico a HEONe=
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tes genotdxicos.

BEn la actualidad se sabe, qus los mutAgenos y carcindganos apwes
bientales puedeh tener tres ofectos genotdxicos imporiantas on &l humano;
pusden causar mutaciones en las células gerwinales, provocando como resul-
tade la acumulacidn de genas arormales en la poblacién, caumar alteracio—
nes gendticas en la flora bacteriana normal o bien producir mutacionss en
las c8lulas somiticas y favorscer con ello la formscidén de cblulas maligew

NS e

Por ello, existe gran preocupacidn de que la frecuaencia do tae-
lez padecimlentos aumente, si no es de slguna manera reducida la exposicidn
continua a d;hos mutigenos ambiontales, Esto ha suscitado lag aparicién de
organizacionss como la ICEPEM (International Commission for Frotaction a~
gainst Ervironmantal Mutagens and Carcinogens), International Association
of Brvironmsntal Mutagen Societdes, ALILTA (Asociacidn Latincamericara de
Mubagénesis, Carcinogénesis y Teratogénesis Anbiental), ate., que se han=
praeccupado por la evaluscidn de los riesgos cawados por la exposicidn a -

diversos egentes en las poblsciones humnas ( 41 ).

Bs importante sefialar, en lo que se refiere 2l deffo gendtico y
8l céncer, que es diffci) establecer con certesza una asoclacidn entre la =
exposicion @ un factor dedo y la elavacidn de la incidencias do padecimiene
%08 hereditarios o de tumores melignos en 1a poblacién afoctada. Taupoco =
hay qus olvider que hasta ghora no existe unz terapia eficaz para el tratg
mdento del céhcer, asf como para la mgyoria de los padecimientos herodita-
rios. De aﬁi la importancia de contar con sistemss irdicadcres de riesgo -

que permitan estatilecer madidas preventivas. Ademis, no se pusdo omitir el
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hecho da que en loe paises altamente industrializados, las afecclones gand

ticas constituyen una de las principales causas de mortalidad.

8n cuanto a Mixico, pafs con patronss mixtos de salwd, se ha em
pezado a dar importancia al estudio del céncer y de los padecimientos de -
tipo hersditario, al idemificarse que 8l primoro e8 una de las principe-
le3 causas de nmuarte despuds de los 45 sflos de edad y los segundos, ocupan
ono de los primeros lugares como origen do musrie en el primer afio de vida.
De ah{ que baya surgido un gran interés an detectar las fusntes potenciales
de riesgo de cancer y transtornes congénites, entre las que podemos citar
2l comsumo de medicamsntos,Se sabe en efecto, qus entrs los carcindgsnos ~
para el humano, idemtificados a través de estudios epidemioldgicos, Sa ohe
cuantran mdicamentos tales comos dietilestilbestrol, ciclofoefamida, etc.,
montras qu entre los que producen malforrmaciones congénitas, tenemcs a -
l1a talidomida, msdicamento que fus usado en Irglaterra a principics de la
década de lom sesentas por mujeres gestantes para evitar lcs vémitos al =~
prirciplo del embaraso, y que provocd las aparicidn de focomelia en los hi
dog da éstas ( 63 ), surgiendo entorces una gran inquietud por el x:iasgo

de exposicidn a medicamsntos durante la gestacidn,

IH¥PORTANCIA DE 1A FFALULCTION DEL RYSSGO GENOTOXICO DE MEDICAMENTOS
ANTIPARASITARIOS

Entre la poblacién de la Repilblica Mexicans, lss parasitosis -
& co~sideran como uno de los problemas de salud plblica mis importantes.
los grupos da edad mas afectados son los nifies y de estos, primordialmen-

- te los preescolares y escolares,

Awnque las parasitosis no gon causa de mortalidad como tales =



on las estad{sticas dol pais, v ro existen datos de su morbilidsd, si se -
tienen informas de su frecuencia como infeccién y ¢} hecho, de que alpunas
dejan secuelss irreversibles. Estos datos se han obtenide por encusstes --
que han efectuado diferentes grupes de trebajo en diversos estados de la -

Repiiblica Maxicana (Tabla 1 ) (6 ).

Bl uso de firmacos qus tieren accidn scobre los distintos proto-
goarios y helmintos, pardsitos del hombre, dobs basarae en el conoeimlento
de sus efectos farmcoldgices sobre al pardsito, su ciclo bioldgico on el
hospedero humano y sus efectes sdversos en este Wltimo. Lo anterior indu
dablemente contribuys a evitar la produccidn de iatrogenia y/o fracascs -
terapduticos por el wso do los medicamsntos antiparasitarios en forma in-

correcta.

Bn Mixico, a1 estwdio de los medicamentos antipsrasitarios es
de gran interés, debido a su impacto sanitario per lo qusy se requiers de
una evaluacién sistemitica y completa. Mis aimn, en vista de qus sus efec
tos adversos han sido solo parcial e insuficientemente estwdiados, & pe-
sar de su empleo generalizaede y repetido en grandes porciones de la pobla

ciénl

Las enfermsdades parasitaries, particularmente las ocasionadas
por ami_bas y helmintos, constityyen un problema emdémico, Su rafs se loca
liza en: 1a @ébil estructura sanitaria, en los raquiticos recursos higlde
nicos y econémicos de las poblaciones rurales pequsfias ¢ do 1os cinturo--
res de miseria de las grandee ciludadesj tambidn a la felta de educacidn ¥
a.la dificultad de proporcionar asistercla mddlca y demas aspectos sa.nitg

rics a toda la poblacidn. Por tanto, las infecciones y reinfestacliones sm
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fyescuantes { 6 ) originando de esta mansra, que el consumo de madicamentm
antiparssitarios sea my alto, ¥ qua la misma persona pueda recibir mis de
un tratamiento o que pueda recurrir a la automedicacidn.

En relacidn al estnﬂio.do los efectos adversos de algunos medi-
camsntos antiparasitarios, on los dltimos afios se han generados informes -
Gus ponen de manifiesto la parcislidad do estos y al mismo tiempo, sefialan
1a necesided do verificar en nuastro wadio, a aqusllos estudios experiman-
tales y clinicos qua pusdan parecer dudosos o insuficientes, ya qus diff--
cilmamte saran cuestionsdos on lo3 paises desarrollados que no afrontan u~
na problexAtica parasitaria como en el caso de nueste pais y otros en vim

de desarrollo.

Desgraci.adamnte; los medicamantos antiamibianos y antihelmin-
ticos ho ban sido objeto hasta ahora, de estudios sistemiticos en nusstro
rafs para determinar sus reacciones adversas; estes detos son sin embargo,
indispensables para la evaluscidn de rlesgo qus pusdan constituir squelles
zodicamertos quo han mostrade producir efectos adversos en sistemas experi
mgntales no humanos. Debe ademis tenerse en mente, qus les eféctos inda--
3pabies pusden deberss no solo a la accidn del firmsco, sino tambidn a ime
purezas de la materia prima o a contaminantes presentes en el proceso de =
elaboracidn del mdicamsmto. Por tal motivo, en el presante trabajo se -
emplearon olo los principios sctivos de los msdicamsntos antiparasitarios,
tal como 3on utilizades por los lsboratorios farmacéuticos en nuestro pafs,
buscirdose de osta forma, evitar la interferencia do contaminante presen-~
tes durante el rroceso de elaboracidn; afn cuando, el uso del principio ac

tivo no descarta la posibilidad de impuwrezas cen actividad genotdxica (6),



Recientemsrdte por ajempls, se analizaron por ercratogratin 6o «
placa fina, muestras de pamoato de pirvinio observindose en algunas do a~-
1las, la presencia de impurezas, precisamente en aquellas que habfan moge-
trado meyor actividad mubagénica en un sistems microblano de prusba. { 6 )
Bsto conducird a una imvestigacidn que pueda aclerar si lss impuresss tam-

bién son yesponsables de dicha sctividad.

Debaemoz hacer notsr que un sstudio adecusdo de los efectos ad--
vorsod potenciales de cuslquder medicamento, dsbu cosprender, no solo eg~
tudios en organismos do prusba no humanos, sino tambidn la eveluscidn em -
humanos, qus por razones terspduticas, estén expusstos a dste tipo de faw-

MECOS o

Graciss a imvestigeciones de ests {ndole se ha lograde yu preve
nir a la poblacidn consumidora as{ como & quiemes medican, ds los pesibles
riesgos qua son inherentes al uso de algures drogas especificas. Lo antgew
rior ha conducido a que en dichos farmacos ge observe un cambioc on e con
traindicacionos; &l encontrarse nugvas reacciones adversas pobtercialss; un
buan ejemplo lo comstituye el metronidazel. Bstudios realisados en 1971, =
roportzn de 81 lo siguients: no se ha informado de resccionss serias prove
cadas por el motronidazol, las mds frecuentes son naweas y diarrea; otras
renccionss som wrticarin, vértigo, dolor de¢ cabeza, imcomodidad vaginal ¥
wrotral. Rara ves hay un color obséuro en la orina, en ol tratamiento do ~

tricomonas, y puede ser uwsedo durante el esmbarazo,

En 1973 como resultado de estudios mis profundes sobre el metro
nldazol se afiaden a las anteriores, las sigulentes reacciorss wdversas; a-

norexia, dolor del epigastrio, calambres abdominsles, comstipecién y sabor
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wetilico, plositis, estomatitis, lewopenia ioderada, incordinacién, atada
y orina obscura, Sefialindose qus no debe ser usado en los primeros tres me

sec dol embarazo.

Lo estudios del afio 1977 aportaron un mayor nimero de conocle-
rdentos del motronidazol,que en affos anteriores no se hab{an tomado en con
#ideracidn; as{, ademis de las contrairdicecionss y reaccionss adverssas ya
sefialadas on 1973, se manifestd qus este medicamento perdfa su eficscia a
modida qua los microorganiamos me hacian mis resistentes, y en informss s
recientes se concluye que ¢l mtronidazol os carcinogénico en ratonss y =
mrtagénico en clertas bacteria®, con comcontraciones normslrente obtenidas
en fluldos corperales. De ahi quo cuslquier risspo potencial por su uso,-
solo a5 parclalwente Justificado en pacientes con amibiasis seria o persis

terte, nis no en mujeres gestantes ( 6 ).

Bs asf qua, ailn cuando los f&rmacos antiparasiterios presonts—-
dss en 1a tabla 2 han protado aer los mis efectivos y tener msnos efectos
adverses (cusndo manos on nifics), deben ser irvestigados con mayor profun
dided ym que se desconocen, o se conccen mal, sud riesgos genotdxicos (4,
§1 ), Lo anterior ha trafdo como consecuencia obvia &l surgimdento en
muchos paises, entre ellos Maxico, de programs de monitoreo masive y de
anilisis de w gran nimero de compwstos quimicos y/o de sus metabolites =

activos mediente miltiples sistemas de prusba.
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FRECUBICIA DE PARASTITOSIS EN LA RBPUBLICA MEXICANA (Promsdios generales)

Protozoafios ' 4 Helmintiasis ) 4
Giardiesis : 18.9 Ascariasis 26,9
Amibiasis 15,9 Tricocefalosis 21,3
Tricomrﬁasia 11.9 Bnterobiasis
(oxiwriasis) 20,0
Unct nari asis 19.2
Himenoleplasis 15.8
B‘.s‘.trongilidioais 4a3
Tordagis 7 1-5.

FUENTB: Refarencia 6



TABLA 2

ANTIPARASITARICB COMUN}EM“E UTILIZADOS EN MEXICO

ANTIPROTOZOARICS

Matronidazol
Cloroquina
Diyodohidroxiquinelinss
Clorohidroxiquinolinas
Emotina '
Dehidrosnating
Furazolidona

Pirinetaming
Clorofencxamina
Btilclordifen
Kimorazol

Tinddazol

FIENTE: Referancia 6

ANTIHBLMINTICOS

Piperazina
Hex1lresorcinol
Pirvinio |
Tiabendazol

Tetramizol

Diclorofeno
Clorofaerdlsalicil anida
Pirantel

Mebendasol -
Mclosamida

10,~
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CARACTERISTICAS DE 106 SISTEMAS DE FRUEBA PMA La IDENTIFIQACION DE  « =
AGEMTES GEMOTOXICCS.

I,- PRUEBAS DE INTERACCION CON EL ADN,

Bstas son una serle de prucbas in vitro, que perwiten detectar
51 el compussto en estulfo reacciona directamsnte con la molécula del ADN
as{, como idemtificar qus tipos de productos se obtiensn de dicha interac
¢ién. Do esta forma, sa ha 1legado a conocer qus compuestos como el metil
metano sulfonato producen alquilaclones prinecipalmsnte en la posicidn 6 =
de la guanina. Con la informacidén anterior es posible postulsr un modelo
para explicar las mutaciones por transicidn GsC —=g. A:T, que resultan de

1a accién del metil motano sulfonato.

I1T,~ PRUBBAS BN ORGANIMGO VIV(S.
a).- Microorganismos,

Virus.- Bl empleoc de estos orgenismos permite detectsxr la capecidad de
las. substancias pera indueir mutaciones génicas en el genora viral y/o in-
duciendo la libsracidn y replicacidn de los profagos qus se svrcumntran in-
tegrados an el ADN del hospedero, identificandose dicho procesc blolégico
por la generacién da lisis celular (Mitodo de induccidn de fagos) { 46 ).

Bacterias.- En diferentes espacies bacteiianas ae puede deteroinar sc-
tividad genoletal o induccidn de mutacionss génicas. Ademis, el empleo de
ostos sistemas permlte no solo detectar accidn gsnotdxica, sino también we
postular el posible mecanismo da reparacidén o produccion de deffo al ADN, -
Ssalmonella typhimuriom, Escherichia coli y Bacillus subtilis,

Hongos,~ La ventaja que ofrece ol empleo de estos microorganismos eu=



cariotes, es la de poder detectar dafio directo e indirecto al ADN {muta--
cionss génicas, racomdinacidn cromesdmca y segregacidn cromosémica defec

tuosa) Aspergillus nidulans, Sacharoryces cereviciae y Neurospora crasa.

Ademis de que su ADN esté organizado de una forma con mayor similitud al

de los mardfaros.

b).- Cultivo do Colulas de Handferos,

Las lineas celulares da érganos o turores de manifaros, perrmiten
al igus) qus los hongos, dotectar mutscionss génicas, abarracior;es eronoso
nicas, numéricas y estructursles, on un tiempo relativamante corto, solo =
qua con la ventaja de ofrecer un modelo mds adecusdo para la sxtrapolacidn

de resultados al hombre (Hela, CHO, FEK, etc.).

¢Vu- Insectos. . :
Rl imecto mis utilisado,A es la mosca de la fruta Drosophila - -
malanogaster, por el amplio conccimiento qua se tiens de su gendtica y par
=er un organismo que Se reproducae en un lapse corto, generandose ‘asi -
gramdes poblaciones quw requieran de un mantenimiento m{nime, Por todo e-
1lo, este as el sistema animal wds ripido para detectar mutaciones gdni—
cas (de tipo recssivo ligedas al sexo) y cromsdmican (segregacién dafec-
teesa 7 translocacionss) en cdlulas gorminales; presgnta tazbisn 1la caps
t¢idad de mstabolizar los compusatos en r;rm myy sicdlar a los mamfferoy

¥y 68 suscertible de usarse como detector bicldgico,

ch)e~ Plantas. -
Bstas permiten 1a identificacidn de swtancias distribuldas en
forza natural en el medio amblente. Se han empleado para detectar mutacio

nes zénicas y aberraclones cromosonicss producidas por contaminantes ames



blentales como plagulcidas, herbicidas, fertilizanter quimlicos, eto,

En vista de que existen indicios de jue las plantss matabollzan
las substancias en fornma diferente de como 1o haten los mmfferez, 43 pro-
bable entonces, que algunos compusstos que ne tisnen efecto directo sobre
estos puedan verse cowertidos en metebolitos ectivos por la sccldn de las

plantas y constituir un riesgo para 1os consumidoras. Tradescantia paludo-

sa, Vicia faba, stc.

4).= Prusbas en Mamiferos.

Uno de los sistemas no humanos mas estidisdos es el ratdm, a -
través de quidn se pusdan detectar mutacionss gémicas y aborraciones cromo
sémicas somiticas y gorminales. Estas pruasbas no son tan ripidas como les
antarlores y 8u costo g8 mayor. Sin smbargo ofrece la faciliiad de poder -
realizar un andlisis de los cambios morfoldgicos do los espermatozoldes .-
qua pormiie evaluar un riesgo potencial de transmisidn de defsctos gendti-
cos hareditarios inducidos por la exposicidn a azertes que causen al teraclo
nes en al ADN celular. Bn el humano 1a prueba anterior tambidn pueds ser =
realizada como irdicador de alteraciones raproductivas, asf{ mismo Se cuanw
ta en la actualidad con prusbas para identificar en forma directa o fndie-
recta, lesiones cromosdmicas numiricas y estructurales en mddula 6ses y en
linfocitos sanguineos, ssf como la presencia do mfs de un cromosoma ¥ en =

los espermatozoides.

A diferencia del ratbn, en el cual ss tisne una situacidn contro
lada, en 6l honmbro, estos estudios sa realizan an gemaral en Lndividus ax
puesboé en forma circunatancial a contaminantes quimizos presentes en su -

hévitat, fuente de trabajo, slimentacidn o por exposicidn s agentes tera--



péuticos (7 ),

Es pertinante seffalar que en vista de que ninguno de los siste~
mas enlistados resulta ser al ideal para evaluar el efecto de las substan-
clas mutagénicas sobre 1la poblacibn humana y su descendencia, se han dise-
fado estrategias de monitoreo qua permitan la identificacién de compusstos
con un riesgo genético potencial sobre los seres vivos, principalmente el -

hombra.

De aquf que la identificacidn, a través de estudios epidemiolé-
nicog eh poblacionas hurmanas expuestas a situaciones laborales riesgosas -
para la salwi, haya racibido una a@lia publicidad desde hace aleunos affos,
como resultado de la deteccidn de prupos de trabajadores con alta irciden=
cia de carcer, Estos grupos incluyen a personsl: de hospitalem expuasto a
zases anestésicosy de industriss quimicas y distribulderas expuaste a éter
biswcloromotflo; de la Industria del caucho y similares expuesto a ben-
cano, cadmlo ¥y carbén mineraly de la industria mtalo-siderth;gica por =
exvosicidn a arsénico, niquel o cromstos, asf como en diferentes fabricas
en donde 1os saplaados se ven expuestos a cloropreno, benzo(a)pirenc, coks

y ashestos,

3n vista do que los diferentes sistenas de monitoreo difiersn -
en a1 tipo de dafio gendtico detectado, 8s recomerdahle qus cuslquior estra
tagla de musstreo conjuntamsnte o en forma previa al estudio opideud.olég_j_.
co, contenga uma bateria do sistemss de prusba. Una de las ventajas da di-
cha astrategla es qua de eata forma se pwden confirmar las avidencias de
actividad gendtica, al medir varios sventos que produscan impacto an el m

terlal gendtico., En ol enterdido de qus an la medida que se obtenga un mae
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vor nfmro de resultvades positives en distintos sistemas, el risgo es maym

Dentro da 1a batsrfa des deteccidn, resulta recomendable sl uso=
do sistanas bactariancs como prusbas primariss dea mmastreo, por ofrecer di-
—orsss vermtajas: bajo costo, fécll relizacion, reproducibilidad de rasulte-
dos, corta duracidn, ademis de ser muy senaibles en la deteccidn de com—-
pestes potencialmenta nocivos para ol hombre y su medio amblente. Bato L'ﬂ.t!:
mo se hs confirmado & travdas de miltiples investigaclomss durante los pasa
dos 14 aflos, donde podemcs ver qus oxiste una alte correlacidn entre 1la =
actividad carcinogénica con respecto a las accionss mutagénicas y/o genolg
talas, de agantes qufumicos evaluasdos en una amplia variedad de sistemas de
grsayo, qua van desde los organismos procariotes hasta los asucariotes. Los
est.dics realizados con bacterias demostraron por ejemplo, qus del 63 sl -
92% de los compuastos carcinegémicos, son tambidn mutagdnicos an el ensayo

de revarsion de mutacionss de Salmonella typhimurium deserrollado por Ams

(%,45); ¥ cuardo el sistema indicador de Bscherichla coli polA*/polA~ fud

wado ccnjuntamente con el de Salmonslla, 6l porcentaje de compusstos care
cinorérdcos con actividad genotéxica en astos sistemas sa slevd a mn 95%.
5in smbargo, el principal problema con estos resultados siempre ha sido y-

gera, al ds la extrapolacion de los mismos al hombre ( 52 ).

Actualmante sstd bilen establscido que muchos careinégenos son -
mutiganes an diversos sistemas de pruadba, paro existen datos inasdecusdos -
er cugnto a la correlscion inversa. Bsto hecho o8 sumamsnte irmportante de~
tido a 513 los compmstos quimicos ldentificades primeramente como mutdge-
nos 8 travis de cusiquier sistema de snsayo, peuden tener no solo activiee

dad mitegénica potencial sino tanbidn manifestar eccidn carcinogénica en -



ol humane (1D

As{, el desarrollo de prusbas rdpidas de muestrec, is ha propor
cionado al hombre la oportunidad fnica de eliminar o controlar &n nusstro
medio, a los agentes que puadan causar enfermdadas de oripan gendtico. Bs
te avance dsba no solo permitirnos reducir dichos padecimientos, sino tam-
bidn disminuir la carcinogdnesis ambiental e irdustrual, por tanto sa deba

dar a ssta area de investipacién, la mayor prioridad posibls.

CARACTERISTICAS DE LOS SIST.'WS MICROEIANGS DS PRUERA

La mayorda de Ios sistemas bucteriancs de monitorec provesn en-
sayos do mutacién puntusl (mutacibn génica) al estuddar la reversidn de ca
pas con caracteristicas auxotréfes a provétrofas. 81 mejor ejomplo conocis-

do @3 la raversion de mutantes de Salmonella typhimuwrdum his™ a his* disa-

fiada por er Dr. Bruce M. Ames y extensamente uwsada en el mundo { 1 ). Las
mutantes ravierte su informacidn ganética, por swtitucidn de un par de =
bases o por nutaclones causantaes de corrimiento de las bases corstituyen-
tes ‘del ADN. Ademys, la ssn=ibilidad de estas cepas ha sido aurentade al
hacerlas deficiantes on o1 sistema de reparacidn por escicidén (al dalecio
nar el gene uwwrB) y al remover la capa de lipopolisecdrido de la pared co

lular (caracter{stica denominada rfa).

Racientamante 8e ha transferido a las cepas de prusba estandar
TA1535 v TA1538, el plasmido pKMLOL quo contienms &1 gen mutedor muc, dando
por resultado las cepas derivadas TALOO y TA93, raszdn por la cual, son m&

gersiblas a la accién da spentes mutapénicor ( 42).

Otros sistamas bacterianos miden daflo genotéxico datorminando ~



le ithibicidn difersneial entrs cepas deficiontes en reparar el aaifln oea-
cionado al ADN, raspecto a lz raparacldon realizada por ceras tipo silves-
tre, con lo cual se tiene un indicador altamente sensible de actividad g
noletal. De estos, entre los mas conocidos y ampliamente utilizados se en
cuentra al: sistema desarrollado por H. Rosenkranz y colaboradores quo em

plea la cepa Y3110 polA* thy~ y su mubante derivada p3478 polhy thy™ de -

Bacherichis coli { 58), y al ensayo "RESY de Bacillus subtilis disefiado
por T, Kade ( 21,22).

Ambos sistemas han sldo usados para estudiar la actividad geno
letal de una amplia variedad de compusstos quimicos amblentales. Existen
ademis otros ejemplos de emsaybs qus emplean bacterlas y levaduras defi-
cientes en los mecanismos de reparacidn y quz son uasdos tambidén como or'ga

nismos indicadores.

No obstante sus muchas ventajan; unz de las limitsciones de s
sistemas microbianos para la deteccidn de compuastos mubagdnicos, se deri
va do la awsencia en las bacterias, de sistemas enzimfticos adecuados pa-
ra la activacidn o destoxificacidn de los sgentes quimiccs, normalmenin =w
presentes en los sistewas de mamfferos. Por ello mixhos crarcinégenos cono=-
cidos que se sabs raquieren activacidn metsbélica, han resultado hegativos
sn engayos de mutagenicidad microbiana { 3 ). Bsto ha traido como conse~~

cuancis el desarrollo de diversass estratagiss para la deteccion de dichos

metabolitos activos., Entra ellos podemos cltar:

a.~ Bl empleo de homogenados provenientes fundamsntalmente ds higado de -
roedoraes, aunque tambidn se emplean de difsrentes érganos o tejides,

as{ como de diversas espacies de mamfforcs, incluyendo e1 humano. BEo-



lpc'

tos preparados enzimiticos microsomales ejercen su accidn in vitro so~
bre los cormpusstos,

b.~ Utilizacidn de flufdos corporales como orina y sangre, de individuos -
(animales de laboratorio o humanos) expuestos in ¥ivo a los agemtes --
quimicos,

c.~ Bl ensayo v{a hospedero, en el quas los microorganismos se introducen —
en el peritonso o en la sangre del hospadero (ratdn) al qus se le admi
nistra la subetancia en estudio ( 7 Yo

En el laboratoric donde se realizm$ la presents imvestigacién, se
ha abordade la evaluacidn genotdxica de medicamentos a través de una bate-

r{a de pruebas qus incluyen:

a.~ Daterminacidn de rutacionss génicamSalmonella typhimuriun y Saccharo-

yeas cexivisiage.

b.- Sfector on células tomiticas y germinales da ratdny Mjdula dsea y san=
gre periférica (Mcronfcleos en eritrocitos policromsticoes),
Espormatoscldes: Anomalfas on el nimro y morfologfa.

ce= Anfdisis citogendtico en linfocitos humanos en sangre periférica,

Dado quae el diseffo del proyecto y la interpretacion de los resul

tados <uvieron como base, ol andlisis de infarmacidn acerca de:

a,~ Caracter{sticas de los agentas genotixicos.

b.~ Naturaleza de las woléculas blanco de la accidn de mutdgenos y carcino

gonos, as{ como ol papel vdel natabolismo sobre estos compuestos.

ca~ Istructura y funcidn del material gondtico |
nhe- Mocamismos de alteracidn y protaccién dol ADN.

de~ Caracterfcticas de los medicamentos objeto do estudio.

8.~ Caracter{sticas do 1o onsayes de panocletalidad.

Cada 'mo do éstos aswectos sord objeto 4o un andlisis partic u~
lar, 308 0 axrore a contdnuacidn,
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Bl término de agentes genotdxicos abarem, a los compisstos qw

rroducen efactos téxicoy, tanto letales como horedabios en sl uaterial Be

nético da procariotes y en el de las células gerwdnsles y somatices de lm
ewariotens. BEs asf qus los mubdgenos, carcinogancs y compuestos gonolatals
quirdcos, ffeicos o o3.02églcos, pueden ser clasiflcudes comvonientemerta «
bajo este nombtre. Por otra parte, el uvsc de éete término no lmplica que to
dos los carcindzenos, mutdgenos y conmpiez3tos genolatelen deban sjercer sw

afectos bloldgicos adversos por madio de intoracciomss directas con el ADH.

Al hablar de mutagenos, sa taems al manos la idea clara do qQue
astos coppusstos de arguma manora daflan al mateisl gendtico. Yo as{ en ol
caso de los chrcinégenos, donde no giamprs e leos relaciona con un dafio al
ADN, En este caso, se debe de tensr en mente que la carscter{stica ascene~
clai de estos ltimos compuastos reside también en su habilided para irdu-
eir cambios heredables en el fenotipo celular, por lo cuel lg aplicscidn -
dsl térmno de agenta ganotdxico, resulta ser adecundo. Tales cambdoa feno
tfpicos heredables, pusden imvolwrar alteraciores de tpo estructural y/o

camblos en la regulacidn de la informacidn gondtica.

4 diferencia de los dos anteriores, los compmstos panclaetsles
aln cuando tanbidn interaccionsn con el ADN directs o indirectamente, no -
preducen camvios ferotipicos heredablas, puwes provocan la musrte de la che

lula daffadae

Hoy en dfa, el gran nimro de compusstos ganotdxices quirmicos y

su abiculdad en nusstro habltat, ha captedo 1la atencién de 1a mayorfa do =
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estuiios de evaluacidn de riesgo; por tanto en esta seccifn, tratare— |
{inicamente deo la clasificacidn y caracterfsticas genarales da los agen ~

genotdxicos qufmlcos. Bate tipo de compuestos pusden ser divididos con

vonlentemente en dos grupcs: los qus reguieren previa metabolizacidn, para

manifestar sus efectos genotdxicos y los activos per se .

Lo

8o~
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Ca=
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Fo=
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38,

Precursores de Apentes Genotdxicos (precarcindgenos, premutdgencs y =

pregenoletales).

Bsta clase de agentes genotoxicos corprende un gran nimero de compuas-
tos con diversas estructuras jufmicas. Dichos precursores pﬂeden ser a
grupados en las siguientes catogorias:

Hidrocarbures policfclicos aromiticos y heterociclicos.

Aminas aromiticas y heterociclicas primariss, secundarias y tercliariss
¥ azo compnsstos (azo colorantes).

Compusstos mitroarilos y nitrofurancs,

Nitrosaminas y nitrosocarbanatos.

£lquiltriazinas y dialquilhidrazinas.

Acetanida, tiocamidas y carbamatos.

Ciertos hidrecarburos clérados (cloruro de vinilo)

Froductos naturales como ciertas micotoxinas y pirrolisgidinas, ete.

Los agentes precursores no poseen propiedades ganot&xicas per -

pero son corvartidos a su forma activa por el sistema metabdlico que -

posean ciertos organismos. Debe hacerse notor que cuando los compuastos --

precursores son corvertidos en agontes genotéxicos por medio de reacciones

qulmicas expontineas en los erganismos vivos, comp en el casc de clertes -

N-matil-Nenitroso compuastos, se les considera como agentes genotdxicos y

no como precursores. 455, estos Gltimos compuostos serdn insctivos en los
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sistemas bioldglcos que carescan de laz enzi:ius recemoriss para comvertir-
los a su forma ganoboxica final., Es as{ que se ha encontrado qus los proe-
ductos metabdlicos de los agentes precarcindgencs, premutagénicos y prege-
noletales, son mas efectivos que los compuestes originales, esto es en tér

mino de potencia genotéxica.

2.~ Apentes Oenotdxices.

Los compusstos qufmicos da esto grupe, por ejemplo lom agentes
alquilantes poseen las propledades intr{nsecas necesarias, es decir, no -
requieren de activacidn enzimitica para intersaceionar con los blancos cee

lnlares criticos, imiciando por tamto los procesos genotdxicoes,

En genaral, los agentes genotdoxicos producen resultados positi=

voa on sistemas de prusbas donia sus precursores son negativos,

a.~ Compuastos Carcinogdnicos,

Al temsr en consideracidn las estruwcturas de los carcindgencs =~
quimicos, se ha llegado a la importante gensralizacidr de que la mayo=
r{a de dichos agentes Son compuastos fusrtemente elactrofflices, prin-
cipalmente los alquilantes y arilantes, aungue tamblién se conocen algu

nos acilantes.

Bxisten desde luego, aléunw excapcionss a la gemeralizacidn de
que los agentes carcinogénicos gon compuestos electrofflicos. Un alsn
plo de estos lo constituye la b-mercaptopurina, de la cual se ha repor
tedo que camsa un incremsnto de ciertos tumores sn el sistema hematopo

yético de ratas y ratonses.
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h,~ Compuastos Junoletales.

Dentro de ésta clasificacidn se encuentra al tipo de compuestcs
qua alin causando un daflo minimo al ADN, requiers ser removido, pues de
no ser as{ provocari la inactivacién del mismo, y en consecusncia la -
musrte de la célula, (ej: 1 solo entrecruzamiento en las cadenas del -
ADN/cromosoma bacterisno, de no ser eliminado es capiz de matar a la =
bacteria ) no importando la concentracién smpleada del compussto.

Bste tipo de agentes tambldn posee en general, la particulari--
dad de ser compuastos fuwrtemente elsctrofflices, solo que en este ca-
80 la molécula ez bifuncional, es decir biele'ctrica, caracteristica -
que genera los entrecrusaamientos de cadanas en el ADN (ej. ciclofosfa
mdal.

Sin embargo, la caracteristica de provocsr entrecruamientos, =
no 83 exclusiva de los agentes bifuncionales., Existen otros compuestoé
como el acido mitrosov qus tambidén pueden inactivar al ADN de esta for-
ma.

Ademis, se pueds considerar que un compussto carcinogénico y/o
mutggénico es también genoletal, cuando se encuentra presente en cone
centraciones elevadas, de tal forma qua su accidn se vea superada =~
por o1 dafio lstal,

¢.~ Compuostos Mutagénicos (relacidn entre mutdgenos y carcindgencs)e

Como en gl caso do los compusstos carcinogdnicos, la mayor{a de
los rutagénicos son también agentes elactrof{licos. Estas similitudes
quirdeas junto con la evidencia de qus los primeros posean actividad -
mutagénica, concuerda con la carcinogénesis quimica, Sin embargo, esw-
tas propledsdes compartidas no constituyen una prusba comcluyente de -

una asociacidn cawsal. Lo quo s{ rosulta claro es qus los agantes geno
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£{11cos de todas las macromoléculas celulares, ejemplos: ADY, ARM y --
protefngs, donde cualquiera de ellas puede ser el blanco critico de la
carcinogénesis quimiea. Es posible qua maortras las mismss entidades -
quimicas puedan inducir neoplasia y mutacidn, los blancos primarios --
clave pusdan diferir en cada uno de estos procescs ( 58 J,

Algunos rasultados recientes, indican qus pusde oxistir una co
rrelacion formal entre mutagenicidad en bacterias y carcinozenicidad -
en mardferos, 1o que ha provocado gran especulacidn y debate sobra la
utilidad de los sistamss de prueba bacterianos on la prediceidn de --
riasgos en mandferos , mas ain cuardo existen algunas excepciones apa-

rentes en la correlacidn entre actividad nutagénica ¥ carcir:ogénica.‘

NATTRALEZA DE LOS BIANGOS CRITICOS DE MUTAGEME Y CARCINOGI'TE JULMICOS

Se hg establecido claramente qus el ADN es &l verdaderc, aune-

 que no necesariamente, el blanco primario de los mutagenos qufzieos, Bste

hacho se ve influsnclado por clertos factorss o procasos msdiadozs por el

hospedaro, como son las enzimas de reparacidén y replicacidn dei ADN, 1a -

respuasta inmunoldgica, asi como laz involucradas en ¢l matabolismo celu

lar, que en conjunto han sido propusstos comwo los eventos inicisles clave

en la induccidn de efsctos genotdxicos ( 15 ), Desafortumdamente, el cono

cimlonto asctual del mecenismo do produccidn de estos efectos y particulap

mente ol de los carcindgenos qufrdcos es, en el msjor de los casos, frace

martario, No obstante, sa sab~ non certeza qu los efectos bioldgicos ad-

varasos de dichos comruestos dependen de sus intsracciomss inicisles con -

los blancos colulares espec{ficos, De ahf quo la raturalesa de 1a interac

cidén inicial ontre un aganto genotéxico y su blams calular arftico, sea



indidablemente un factor determinants y dependiente completamente, de las
propledades fisicoquimicas de los componentes que interaccionan baje las
condiciones que provalecen en el microamblente de la célulz blanco, Por -
tanto los efectos genotdxicos, son prouablemante complejos ¥ estan suje-
tos a variacién entre diferantes aspecies, individuos y tejidos. 5in em--
bargo, parece razonsble inferir que lz magnitud de tal efecto sori una ==
funcidn de la interaccidn indicial, qus a su vez es funcidn de la concen-—
tracidn del apente genotdxico sn el locus biamnco v en donde el sistema ]
tabdlico enzimatico, juaga un papel muy importante al infludir en la conw
centracidn del agente quimico en el microambierte celular. Bs asf{ que die
chas enzimas deben ser consideradas como claves determinantes en la magni

tid y naturalsza de los efectos bloldgicos de los agentes gemnotdedicos.
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PAPEL DEL MSTABOLISMD EN LA MUTAGENESIS Y CARGINOGENSSIS QUIMICA

Puesto que la mayoria de las di-ogau sufre transformacidén metabo
lica, 1las roacciones bloguimicas que tiarﬁn que ser consideradas bajo el =
t{tnlo de motabolismo de las drogas son numarocsas y diveraas. El sitio prxg
cipal del motabolismo ds las drogas es sl higado, aunqus otros tejidos u =
drgancs también pueden participar. Un hecho caracterfstico de casi todas -
estas transformsclonss s, qus los productos metabdlicos son mas polares -
que las drogss ordginales; estos mestabolitos suglen ger monos liposolubles,
mds ionizados a pi fisloldgico, y por ende su capacidad de ligarse a protef
nzs plasmaticas y tisulares o de alumcenarse a las grasas disminuye, lo gus‘
ehora les obataculiza atravesar las mombranas tisulares, La biotransforma--
¢idn no solo fomenta inectivacidn de compuestos, sino también reswlta a ms-
nudo sn una activacidn de estos ( 30 ), Las roacciones quimicas por las que

sg cumple la biotransformacidn de los compuestos pusden clasificarss em

A+~ Roacciones Fo Sintéticas (reascciomnss de fase I),

3, Rezcciones Sintdticas (reaccionss de fase II).
REACCIONES DE FASE I

Dentro de las rescciones no sintdticas se incluye a: las oxida-

ciones, reducciones e hidrélisis.

I.- Reacciomnss de Oxidacidn,

l.- Rescciones Madiads® por el Sistema Microsomloco Hepz'atico.
La mgyoria ca las resccionss oxidativas son catalizadss por en
zinas localizadas en el ret{culo endoplaamico, entre las que se distin -

gush una seris de hemoprotednzs conocidas coino citocromo P-450 & Monooxi-
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El mocanismo ganersl do ostas reaccionss eon of cual , un dtoio
de oxigeno ss incorporsdo a un sustreto , miznfres que 1 otroe o8 redusi-
do aimultancarenta a asgus; pusde sor saquemalirads de i1a of ﬁiante for ~
mas
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La nmaturaleza dol verdadero intermadierio hidrawilante, induda-
blemente una forwaa oxigenada del cltocroms P-450 redwids, permsunce incler
ta; podria ser un superbxide , represondadoe como ol cexplele draga-P-ASO'zu
0"2. Bn forma genosral el cibtocroms Pul50 pusde ser corsiderade como wise
ox{geno transferasa y muchas de Xag roeccionmss l1levades & cabo poy ol -~
sisteoma microsonal hepético preden ser consideredcs como resceiovzs de e
hidroxilesidn,

Bl citocromo P=450 realdca 1a oxidecion primamla ¥ 1o pesos =-
subsscuentes (por ejarplot la conversidn del slechol a aldehfde y dw Ssbe-
ltimo a &oido) pusds ser catelizacioz por obtrae omimes o proceder en for
ma no snsimiticas
2,~ Rascciones Wo Msdiedas por ol Sistems Microgoms) Hepitico.

.a).- Roacciones dea Aromtiwoi&n da Cicloalcance,

Un buan ojerpio es la fornacidn de Aolde bonzofco a2 partdr de-
doido  hexahidrobenzoico por un sietema emsimdtico mitovordriail presontes
on ol higado do consjo. Len enzimas mitocondriales del higedo de reba sor-
mones actives y aquallas de gato, ruldén , perro, mono y hombra son compls
tomarde inactivas,

bYe~ Oxidascién de Alccholas y Aldehfdtcs.
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La alcchol deshidrogsnssa y la aldeh{do deshidrogenasa, son en-
gims no muy especificas lecalizadas on la fraccidén soluble del hfgado, lss

cuglaes catalizan murhes transformaciones oxidativas importantes.

¢).= Oxidacidn de Purinas.

. Muchos derivados de las purinas (6-mercapto purina, teofilina y
casefna) se sabe que sufren oxidacién in vivo y parece probable que la Xan
tins oxidasa (qus normalmente interactla con hipoxantina y xantina) pusda
participar en alguna do estas reaccliones, La 6-mercapto purina produce ge-

notoxiciiad on el emsayo en disco de E. coli ( 14 ).

¢h).- Oxidacién por .‘Qnoar-unooaddasa (Ma0).

Rata ongima desamina on forma oxidativa muchas aminas presantes_
en la naturaleza, ss{ como a un gran nfimero de drogas. Los productos da ~=
reaccidén son coaunrente axidados por otras emzimas a los corraspordiantes
-gcidos carbaxflicos, La M0 es una enzima mitocondrial que se encuentra --
crincipalaente en higado, rifién, intestino y sistema nmervioso. Sus suatra~
-~ tos incluysn a la fonil otil amina, tiramna, cétscolanﬂ.nas (dopamina, tio-

repinerins y epinefrina) y derivades dal triptéfano.

d).~ Doshalogenacidn,

Ciartos insecticides halogenados, anastisicos y olros compuau’aﬁ
puedsn su!‘ﬁr deshalogonecidn o1 un organismo animile El metabolismo del dn
secticida DD7T {-)orofenctanc) en moscas domdsticas resistentes a gste, es
un buen 7jemplo -l deanddrobalogsnacidn. Ciertos estudios indican que el =
clorofenstanc es cercinorénico en hirado de ratén ( 40), aln cuardo falta

detersdnar gl motabolito activo,



I1.~ Reaccionss deo Reduccidn.

Azo y Nitrorreduccidn,

Bstas reaccionss ocurren con homogenudos bepiticos de higado dw
conejo y rata. Bn contraste con el sistema microsmomsl hepitico, el cusl se
halla confinado principalmente en el higado, estan reductsses se encuantymn
distribuidas en diferentes tejidos dedl ogranismo. Aunguo se ha encentrado
diferencise entre los sistemas aso y nitrorreductasa, loz dos contienen mu
chas caractar{sticas en comin, Awhos imvolucrasn resccionss anasrobias, re-
quieren NADPH y son estimulados por flavina.

La capeoidad para reducir azo compusstos as muy détdil en tejidw
mardforos (16), elendo las bacterias de la flora intestinal las reapomsaties
dé 1a reduscidn de muchos compuestos, lo qua permite que un gran nimero de
drogas pusdan ser sbsorbides y posteriarmente motabolizedas por el orgaulf
o,

EL mptronidazol _(un nitrocorpuesto), debo su actividad mutagd
rica a la formacidn do daérivados hidroxilamine o aminoc, produsides por ue

na reduccién onzimitica catalizada por las nitrorreductasas pressntes en
bacterias y mlorosamas hepitices de manffercs ( 51 ).

Otxro sjemplo de nitrorreduccionss lo comstituyen los nitrofurg
.nos. Bl AF-2 {furdlfuramida) fué ussdo en Japdn como conservador de aliew
mentos durante los affea 1965 a 1974, cuando fud sacsdo del msreado, sl pro
berse su genotoxicided em sistemus bactoriancs, BEste condujo a ostudios «
nis profundes sobre ol AF-2 con diverscs sistomsa de onsayo, qua llevaron
a considerar & dste comp un un compuesto potend almente carcinogdnico pa-
ra los sares humanos ( 11 ).

En cuanto a los orgsnismos procariotes, se ha propuasto qua. B,

- ©oli poses por lo menos dos enszlmas nitrorreductorss, la redustasa I y la
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reductasa IT. Las mutantes resistentes a nitrofurancs, han perdido la acti
vidad enzimiticg do la reductasa de tipo I (62 ).

II1.~ Reaccionss de Hidrolisis.

EL matabolismo por hidrélicis esté restringldo a §steres y amd
des, Las numerosas enzimas hidrolftica, ostearasas y amldasas, se encuen~~
tran en plasma aanguimo y otros tejidos que incluyon el higad.o, COMURIBN~
ta en la fraccion soluble de las células. Las estoarasas y amldasas ds 61-

ferentes tejidos o especies pueden temr distintos swstratos,
REACCIONES DE PFASE IT .

I.- Reaccionss de Conjuracién,

Este tipo do reaccionss implican la existencia de acaplamiento
antre el compusato (o su matabolito) y' un sustrato enddgeno, que pusde sex
un carktohidrato, un aminofcido, um grupo acilo o un sulfato orgénico,

So ha visto que las reacciones sintéticas germralmonte causan -
le inactivacidn del compuesto primitivo, aunque en ciertos cascs pusden mro '

ducir la activacidn de la molécula.

1.~ Sfntesis de Glucoronidos,

Entre las moléculas psquafias normalmente presentes en el cugrpo
qus pusden reaccionar con droges o con 8w8 motabolitos, se oncusntra al &-
eido ptucorénico. Loes deidos glucordmicos se combinan con fenolea, alefho-
les, aminas aromiticas y icidos earboxflicos para formar les correspondien
168 conjugados.

E1 UDPGA sirve como donador de dcido glucordnico a varios acep

tores, 1ase enzimas qus llavan a cabo este proceso son las trarsferssas, Se
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localizan en los udcrosomas hepitices y en otros iejides, Ba tcdus den row
accionss hgy un stagus nucloof{iico 1levado a cabo por un dtomo rico en e.
lectrones (oxfgeno, nitrdgeno o asufre) solre el carltono de la posicidn 1

del #Acido glwordnico de la IDPOA.

2.~ S{ntesis de Ribésides y Ribosidofoafatos.

Ciertos cerbohidratos diferentes del icide glucordnico puedon =
participar en reaccicnes sintéticm con compusstos extrefics, Se pwden for
mar ribonuclebsidos y ribonucledtidos con anfloges de las purines ¥ les M
rimdinas, o indudablemsnte sstas son catalizadas por los mismos sistamas
enzimiticos, localizados an la fraceidn soluble de la célula, responsables
‘de- la s{ntesis de nucledaidos y nucledtidos ds purinss y pirimidinas norma
les, Bl interés de estos anilogos de base se deba & su weo como agentes an

ticancer{gencs,

3= Reaécionaa' do Acileciédn,
a).~ Reacoionss de Acilacidn con Acetatos.

Un gran nimero de dcidos pusden formar derivades con la Coh Pl
ra formar el derivado acil-CoA. Bl grupo acilo (ej. wcetilo) es trarsferi-
do ontorces a un aceptor edecuado como lo podrfa ser wnn amina aromitica,.
les enzimas responsatles estén localizadas en la fraccién soluble del biga
do, asf como en otroes tejides. '
bY.~ Remcciones de Acilecidn con Aminodecidos.

Bn este caso, el #cido carbuxflico extrafio forma un dorivado we
eon la Cok, qus & su ves, o5 conjugedo con una amins del organismo, que wig

de ser glicina, orrdtins o glutamina,.

44~ Conjugacidén con Sulfatos.
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Estos compusstos son llamados también sulfatos pétrecs, son for
madea , por 1g resccidn de grupce fenblicos, grupes hidrox{licos alifati -
cos o de ciertos grupos amino, con una forma activa del swlfato. Las emsi
mas responsables de la activecidn del sulfato y de la tramsferencia de e
ta & un scoptor, se localisan en la frescidn soluble del higedo. La rosc--
¢i6n intcial es la Zormacidn de sdencsina 5' -fosfosulfato (ARS) a partir
del 18n sulfato y ATP, sigulendo una resccidn con otra molécula do ATP p_@
ra formsr 3'~fomsfosdanosina 5'-fosfosulfato (PAPS), Bl grupo sulfato es en
torces transferide a un scoptor fandlico en preserncia de una transferssa-
apropiads (sulfotramsfarasa).

El compuesto N-hidrexi-2-acstileminofluoreno, deriva del com -
puasto no hidroxilado, pusde sufrir una conjugeelidn con sl PAFS, prodmia_n_
dose as{ un compuesto extramadamsnte reactivoi este {itimo es considerado
el matabolito carcindgano del 2-AF, .
£,- Reacciones de W~ , O- , y S~Hatilocidn,.

Les motilacianes se 1levan a‘cnbo por una via metabélica en 1a
cual lp S-adenoiilmationina sirve como donador de matilos, Existe un gran
nimare de snzimas motil tramsforssas, une de estes es la catecol O-matil~
trarsferasa (COMT), qua:se encusntra en la fraccidn soluble del a&brena -
darte de higado de ratn y otros tejidos. Esta enzima pusde cateliser la -
trarsforoncia do un grups matilo al grupo fenélico(-0f) de la epinefrina ,
norepinefrina y otros derivados de loe catecoles, la metilecidn ocwrro en

1a posicidn zeta.



ACTIVACION DE ICE PRECURSOR:S DE AGENTES GENOTORICOS

1.- Reacciones Primaries do Activacidn Mediladas por Momooxigenasss.

Las zccionas genobc'iicaa de los asgentes precursorss, deperdsn de

la presencia de los sistemss ensimfticos apropiades,

Ciertos compusstos lipof{licoe carecen ds un grupo funcionsl ae
lectrofflico y son sscencialmente no reactivos, Tales casos requieren una
raaccidn oxidativa inicial, que introduzea un grupo funcional demtro del -
compuesto para subsecuentes tranformaciornos matabdlicas. Bn la mayorfa de
los casos, la bfotransformacidn ¢ un proceso multiensimitico donde cada
paso o8 catallzado por nna enzima diferente . La reaccidén metabllica pri-
maria (reaccidn de cxidacidn inicial) es por 1o gemorsl, catalizada por =
un grupo importante de enzimas oxidatives llamadam oxidasas de funcidn -
mixta o monooxigenasas, Dichas enzima aotén localisodes en 1a envolbura
nuelear y en los microsomas (fragmontes de retfculo enlopldsmico 1iso, ge
nerados por destruccidn celular qus engloban enzimss tnles como 61 citow~
- eromo P-450). Bstos mlcrosomas pusden sor obtenldos de homogenados do di~
ferentes drgancs o tejidos principalmente de hfgsdo, al centrifugar a es-
tos a una velocidad de 9000 a 12000 xg durante 30'. La solwmidn sobreng—-
dante denomineda fxgceidn S-9, es nuavamente centrifugada solo que shora
a 105000 xg durante una hore, de domde o)l sedimento es colsctade. La frac
oidén microsomnl asf obterdda, ssts constitulda por 3 componantes escoreis
les: un grupo de hemoprotefnas (o una familia de hemoproteinas my Semg—e
Jantes) conmocidas comd citocromo P-450, qus actda comd oxidaaa terminal,
una NADPH-citocromo P-450 reductasa y una fosfalidil colina (flapvoprote{-
na).

El término P-450 se refiere a la habilidad do la forma reducids
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de 1a hemoprotefina para reaccionar con mondxido de ecarbono, produciendo un
complejo con un pico de absorcidén a 450 nm.

En un sistems in vitro qus contenga ndcrosomas hepiticos, pueden
ser oxidsdos varios compusstos, siempre y cuando los siguiantes cofactores
asten presemtes: NADFH, 0y y Mg*2, El requerir NADFH y ox{geno, claoifica
8 este sistema enzimitico como un sistema do oxidasas de funcién mixta, tam
bidn llamadas monooxigenasas. { 16 )a

La especificidad para el sus'trato parece rosidir en la hemopro=-
tefna, y existen evidencias de la presencia de miltiples formas del citomro
mo P-4 50 dentro de cualquler tejido, por ejerplo los citosromos P=450 v di
P-4LE. Ezta nultiplicidad de formas, junto con el hscho de qus las monocd
genasas son enzimas inlucibles o adaptativas, proveen a los tejldos mamife-
ros un sistems extromedamsnte versatil capaz de catalizar 1a octdacidn de -
tna d4iversidad de sustratos. Las reacciomes catalizadas por ol sistema mone
oxieenasa incluye: hidroxilacidn aromitica y alifdtica, formacidn de éxidos
de areno, N-desalquilacién, Mehidroxilacién, O-desalquilacién, S-deaalquila
.¢ibn, N-oxidacidn, S-oxidacidn, desaminacién, desulfonacién, deshalogana=-

¢ién y desalquilacién de mstaloalcanos,

2,- Reacciones Subsacusntes a la Activacidén por Monooxigenasas.

Los caminos metabSlicos seguidos por clertos compusstos extrae-
Ros despuss de la sctivacién primsria, pueden incluir una reaceidrm catali-
2&da por una transferasa, que transfiera un agente conjuganta emddgaeno, por
sJemplo dcido glucordrico en la forma de WPGA o sulfato en forma de PARS,
& un grupo funcional del compussto extrafio, Tales resscionse de conjuggew
cién corduwen generalmente, a cambios dramiticos en las propiedades fislco

quimicss de los sustratos, 1o cual limita las reaccionss de biotransforma-



cién y conduce a una ripida excrecidr del compussto via bilis y/u orina. 4
consecusncia de lo anterior, la conjugacién con la moldcula enddgena ranm
senta con frecuancia, el paso final del metabollismo de muchcs compusstos -
extrafios, Mas afin, 1os productos de tales resacciores, carecen genmralmente
de actividad bloldgica. Sin embargo, exlsten ciartas excopcionres a la re-=
gla. Ansf, se crae qus clertas reacciones de conjupacion juegan un papel in
portante en la activacidn de intermediarios de compusstos genotOxicos.

 Los concaptos actualea de la activacidn metabdlica, posterior a
las reacclongs primarias, en las K-hidroxilaminas y N-hidoxilawddss ee han
derivado principalmente del estudio de los metabolitos del 2-aminofluworenc
(2-AF). La sulfonacidn o glucoronimacidn do las N-hidroxilamlims producen
moléculas quimloamente reactivas capaces de interacciomar con clertas molé
cwias intracelulares como el ADN,

No obstante que la hi-.lroxilaa:ién es considerada com un paso -
escencial en la sctivacidén de arilamides genotdxicas, exiaten ewidencias
que sugieren qus la N-acatilacidén pusde repressntar el peso importants en
1a produccidén de compusstos carcindgencs; dicha rasccidn es catalizada par
la adlmﬂda Neacetiltransferasa que convierte sl 2-AF en 2-acetil-amino-
fluoreno,

Por otra parte, ain cuando en los hidrocerburcs policfclicos a
romhticos, la oxidecidn primaria comnduce directamente a la formcién de »
compuestos electrofflicos altamente reactivos como los epGxidos, Las reac
ciones posteriorss qua sufron dichos wléculas con la finalidad de Yessc-
tivarla®, pueden originaxr intarmediarios con activiied genotdxica. As{, =
enzimas "desactivantes® como la spdxido hidratasa pusde jurar un papal im
portante en la activacidén indirecta de hidrocarburos polic{elicos aromiti

co9 como o1 benzo{a)pirano.
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A pesar de qus actualmente parece claro que la reaccion rrimaria
Ja monooxicenacidn, es el evento inlcial en la activecidn de muchos precur-
sores de agentes genotdxicos, existen rutas alternas pera la activacidn de
@stos compuastos. Uno de dichos caminos metabélicos es a través de la for=
macién de radicales libres. Asf mismo, la produccidn de la correspondiente
hidr xilamina, en compusstos con grupos amino, se encusntra implicada como
paso escarcial en la aetivacion de las aminas aromiticas genotéxicas, En -
al caso de la activacidn de nitrosaminas y compusstos relacionados, la con
Jugacion de los metabolitos resultantes de las reaccionas primariass de =-
oxigenacisn (hidroxilecidn de las moléculas originales), conduce a la ge--

narzcidn da moldculas penotéxicas,

3o~ Reacciones Primerias de ictivacién No Mediadas por Monooxigenasas.

No obstants que la activacién de la mayorfa de los precursores
da agantes genotdxicos requieren de un paso de oxigenacidn indcial, exise
ten otros tipos de reaccionss motabdlicas primsrias que conducen a la gens
racidn da apentes genotdxicos. Beta es el caso de los nitrosocompusstos. =
Se cres que la activacidn de la 4-nmitroquinolina-l-fxido (4~NQ0), invol e
ara la reduccién de la molécula para formar el correspondiente N-hidroxilo
(4~hidroxiadnoquinolina~l-drido). Tal redmccidén pusde ser madiada por di-
ferertes nitrorreductasas, y algunas de estas enzimas se encuentran presen
tos sn los organismos bacterianos { 39 ).

Alin cuando existen evidencias que sugleren qus la 4~hidroxiami-
nojuinolina~l-4xido es un comuasto muﬁagénico, dicho sgente puwsds ser ma=-
tabolizado a una forma (s) mis reactiva (8) por conjugacidn con‘ clertas es
pecies de ARN,. |

Extsten sdemis clertos casos en qus la reduceidn catalizada por

azo reduetas ( de Las guw existen por lo monos dos, una soluble ¥y una micro
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sémlca en ol hfgado de rabta) no conducen a la destoxificacibn de azo com—
pusstos genotéxicos, por el contrario dichss reacclones 1levan a la acti-

vacidn de estos.

En otros casos, un tercer tipo de reaccidn metabdlica primaria
comn la hidrSlisis catalizada por una estearasa o amidasa, pusde conducir
a la escicidn de compuestos precursores, que pueden originar agentes geno

toxicos o intermediarios de estos ltimose
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I.- SSTRICTURA Y FUNGION DEL MATERIAL OENETICO: ACIDOS DESORTRRIBONUILEICO

(ADN) ¥ RIBONUWCLEICO (ARN).

Los acidos desoxirribonucléico y ribonueldicn son macromoldcus
las con capacidad de almacenar y tramsferir la informucidn genitica, por
lo qus.son componsntes principales de la ¢dlnlag.

El ADN esta constituido por dos cadsnas poliawclesotidicas (21w
desoxirribonucledtidos) qus 90 hallan onrolladoas sn forma de hdlice, alre
dedor de un mismo eje formamdo asf una cedana duplex. Aubas cadonag o hge
bras son antiparalelas, es declr, sus enlaces fosfudiester 3'—ws 5! inter

. nucleot{dicas van en direcciomss opusestas. Las basos piricas (guaning y =
adenina) y pirirtd.d{ni;:aa (timdna y citosina) de cada uns de las hebras, -
estdn gpiladas 6n el interior de la cadena duplex con su® planus paralées
los entre s y psrpondiculares al eje de la hélioce dobla. Las bases de i~
na de las hebras estin spareadss en ol mismo plano con las bases da la o=
tra hebra. El aparemiento de las bases que constituyen 2 las dos hebras -
o8 tal; qw solo encajan en la estructwra determinados pares de bases (iua
pusden ligarse entre s{ por aenlaces de hidrdgeno. Los apareamientos persd,
gibles son A~T y G=C, qus son precisamante los pares de bases gue m;astmn
aqulvalerncia en el ADN (Figura 1).

Los nucledtidos del ADN estan constituidos por una azfcar (2'=
desoxirribosa), un grupo fosfato en la posicidn 3' del azfear y uns bsae =
nitrogenada en la posicidn 1! ds la misma moléeula, los constituyentes dal

ARN son 1lns ya mancionados & memién de la azlcar quo en osto caso o8 =~
ribosa ( 28 ).

Bn las cédlulas eucariotas la mayor parte del ADN reside en los

cromosomss del nicleo celwlar, mientras qw una paguefia fraccidn (desr 0.1
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Dib.xjoé a escala y modelos espaclales ccmpactos de los pares de
bises adenira-timina y guanina-citosina, unidos por pventes de
hidrégeno, E1 priero tiena dos enlaces de hidrdgeno y el segun
jo tres.Los pares de guanina~citosina estin algo mis proximos -
entre s{, son mis compaetos y, por tanto, mis densos que los pa

res de ajenira«timina,

FISNTE

Z: Paulirg, L. y Corey, R. B. (1956), Arch, Bio, Chem, =
Blosthys,, 65:164, Academic Press, Ire., Nueva York,
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2l 10% dependierdo del organismo o del tipo de¢ la célula) se emsuentra an
otros organelos de la misma {mitocondria, cloroplastos, etc.).

La cantidad de ADN cromosdmico por célula os gensralrente conge
tante pero difiere de organismo a organismo. Mlentras que alguncs virus 8o
lo contiensn 5,600 pares de nucledtidos en ei AD¥, la bacteria contiene a.
roededor de 5 x 106 v las célules humanas aproximadamente 6 x 109 pares de
nuclectidos.

Durante la duplicacidn, el ADN debe girar para desemrrollar las
cadengs, Para mantener un razonable grado de rotacidén en su madio amblente
wviscoso celular, una ADNesa introduce puntos de giro al cortar una de las
dos cadenas. Cada una do estas es separada y copiada a través de un meca-
niaino semiconservativo, lo cual requwlera del apareamiento deo tases complg
montarias que se unsn por enlaces de hidrdgenc. Son entonces producidas -
dos nusvas cadenas, cada una contiens una hebra ¥ieja y una nueva; postes
r4 crmente los puntos de giro son nuevamante cerrados por una ADN ligasae
( Figwa 2 Je

Un super empaquetamiento del ADN unido a ARN, histonas y otras
protsinsa da como resultado la forracidn de 1los cromosomas humancs; en oon
junto, el ARN, las histonas y las otras protefnas son componentes egcenee
‘cialea para el fumcionambento normsl del ADN eucariote. Bn los orgardsmos
procariotes quienes carecen de mombrana nuclear, tambidn se oncusmtran o3

tas mismas moléculas ligedss al material gendtico.
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Mpura 2

Resgmomicnto del erigen por o RNApolimerasa
Punta de iniciacion
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Formacioa do RNAs cehadores para las hebras coaductora y seguidora
Cortos segmientes de RINA cebador
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Forrmasin de DNA sebre los RNAs cebadores por 1a pol HI®
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RNA cebador  Nuevo DNA

Escisién de los RNAs cebadores por las endonuclensas, con produccida
de fragmentos de Okazaki
Fragmentos de Okozaki
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Re'vnado de brechas por parte de la DNA-polimerasa 1, y soldadura
por parte de la DNAiigasa
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Hirotética secuencia de etapas en la replicacién del #BN, av.an-
zando en una sola direccidn, hacia la derecha, desde oL punto -
do irdcizcién, Simultancamente, por un proceso similar, la refi
cacdsn también combornza desde el runto de iniclacidn ¥ avanza =

hacla la lzqulerda. FUZMG: Ref. 28



LYew

TI.- CASAS, TIPS DR ALTERACIONES DEL ADN Y MECAMISHS. D& PROTECCION.

——— —

A,~ Causas Genarales de Altdracionss Qendtices..

Bl ADY es una estructura de peso moladolar elevado que sufre =
reaccionss complejas durante su duplicacién, reparacién y funcionamiento.
Por tanto no os sorprendente qus esta cstructwra pusda ser alterada por g
gertes fisicos, quimicos o bloldglicos, los agentes externos pusden altew
rar al ADN sin nscesided de modificacidn enzimftica (agontes gonotdxicos),
o raquiriendo de una previa sotivacidn metsbdlica para ejercar su accién
(agentss pregenotixicos). 4 su vez, los agentes pre- o genotdxicos pusden
actuar directarente sobre la moldcula del ADN, o imdirsctamamte al altersr
las enzimms Trelacionadas con su veparacidn y/o roplicanibn.

Las cawsas de dafice genotéxicos se pusden clasificer eng
Fisieos :

a).~ Roxpimiento mecarmico del ADH.
b).~ Altoracifn por radiscionss de alta smergla (fomizan-
too, rayos X, U.V., stc.).
¢).- Produccidn de sitios spurinicos y apirimidinicos por
elevacidn de 1a tenperaturas
ch).~ Inducedén de -gistems de reparacién dsi ADN propone—

808 & atrol,

Quimicos ¢

a)e~ Alterecidn o remosidn do bases del ADN,
b).« Inoorporacidn de bases altersdas,
¢)e~ Alteracibn del esqusleto del ADN,
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ch).- Induccidn de sistemar de repavacion dol AN Droparme

808 a OrTOr.
Biolégicos

1.~ Bnzimiticos:
a)e~ Aotivacidn de compuastos pregenotdixicos,
b)e= Errores de los sistemas conetitutivos de replicscidn
y/o reparacién del ADN,

2.~ No enzimiticos:
a)e- Presaencda de baoteridéfagoe em ol gonoma. hospedero.
b).~ Presencia de transposonss en ol ADN hospedaro.

B.~ Tpos de Alteracionss Gemdticas.
El tipo de alteracionss gendticas puede ser do des clases: la -
qua inyplmra m fragmsnto grande de ADN y, otro qus solo sa produce &l d)
terar un nfmero pequafio de bases del material gendtico. El primsr tipo lo
forman las alteraciones cromesémicas, sdiciorss, delecionss y translocaclo
" nes, ete. (su reversidn espontansa es aiempie cero). El segundo lo corntitm
yon las alteracionss gdémlcas, emtre las qus se encuantran las lesionas ie-
ngetivantes y mutacionas, originadas éstas (itimes por suwtitucddn, dalew
cién o adicibn de basesy cuya reversidn eapontansa, a difersmsin de las de
tipo cromosdmico, es mayor de cero. &1 diegrams 1 resums en forms gensral

el tipo de alterascionss al materinl gendtico.

Ce~ Mocamismos de Proteccidn.
Bl mantemimiento correcto de la informacidn genética en la célu

'l_a o5 tan importante, que existen diversos mecanismos que protegen al ma~-



TIFO DE ALTERACIONES AL AD M

ALTERACIONS' AL

Ic

T VRVaOV]

ADN EMy

> Qitoplasma {mitocondria, cloroplustos, pldsmidor)

d »
Altaracionss <— 0 Nileo (#) —————————> Alteraciones Genicas

Cromosdmicas ( a nivel do bages)
Numericas Eatr;?m‘aléa l’ v
L Lasiones panotéxicas Lasiones No genotdxicas .
e y
Cromosémicas:  Cromat{dicas: Daflo Dafio Alteraciones sin
~Aneuploidias «~ Rompim, = Ronmpimientos. gonoletal mutacional consecuencia bio
-Intercamb. = Intercamblos in por . légica (sin efec
~Poliploidiss ~Delasionss  tra s inter cs- Lesiones ' to penotipico)
=Adiciones dena. insctivantes
«Invaraiones
=Traslocaciones -
i Mutaciones Mutaciones
por corrimiento : por sustitucidn
¥ Y de la secusncia de base
lesionee Lasiones de bagses. r— l
genotéxlicaa No genotdxicas . i ! L l
3 Delecién Adicidn Transiciones Transverciones
Dafio genoletal = Daflo mutacional de bases, de bases Pir .=~ Pir, Pwr, == Fir,

Puw,=~ Pur. Pir, == Fur.
()

En el caso de organismos procariotes, de=

berd entenderse como genoms procariote, -

Solo alpunas de las altaraciones oromosdw

miocas de los eucarliotes son sufridas por

los procariotes, ‘ Co :

Las lesiones génicas atailen & ambos. FWBNTE: Adaptacién y modificacién de la Ref. 13-

: ' M. T, ¥oza y Co Arumlr.
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terial gendtico del dafio qus pusde sufrir, revars-dn la pleerassidr ung vez
qus se ha registrado. Algunos de estos mscanismos colularss de proteccidn,

8o resumen de 1la sipguisnte forma:

Bstruturaless -Msnbrana celulary sélo pernits ol paso de ciertas moléculs.
~Msmbrana nuclear (oucariotes); protegs al ADN durante la re
plicacidn,
~Cordensacién del ADNg 1o protege de la accidén de las ADNasas.

Brzimiticess ~Destruccién de agontes quimicos dafidnos,
=Fidolidsd de les enzsimas qus replican o repsran el ADN.
Enzimas que reparan: a) enzima fotorreactivama, b) UV, =
endonucleasa, ¢) APendonuclessas, d) emdonucleasas de bases
mstiladas, d) Neglucosilasas, f) imsertasas do pwinae, g)-
desmatilasas, h) exonucleasas, 1) ADN polimerasas, j) ADY -

ligasa, k) enzimas de recombinacidn.

Brizimas qus replican: a) ensims dessstetdlizsntes del ADR
b) ARK polimerasas depondisntes d8 ADN, c) polimsrasas Pol I ,‘
Pol II, Pol XII-copol III y ADK ligase.

Engimas inducibles de reparacidén propensa a error (reparaes
cién do dafios genoletales no rsparadcs por los sistemss oum
titutivos celulares,

Ambos tipos de mscanismos dependen, para su normal funcionsmiento, de) mane
tonlmlento del H y concentracionss 16ricas adecusdas.
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Pussto qus los mutégenos pusden ser activados por ciertas snzi
mas e inactivades por otras, es imposible predecir con certesza, si un com
pussto qus a8 fusrtemonte mutagénico en un organdmmo lo sea an otro. Tam
poco es posible asegurar qus un compussto qus no es genotéxico en un orga

romo 1o 8ea sn otro.

Ao~ Causas Gensrales de Altorsciones Gondticas (Bfecto de los diferontes -

agentes en ol ADN),

En vista de la gran diversidad de factorss ffsicos, quimlcos y
bfoldgicos qua prodecen alteraciomss en el ADN, a continuacién se ilustran
los macanismos de genotoxicidad mas relevantes tomando como modelos a algu

nos agsntas representativos,

So pusden distinguir on primer lugar a los agemtes qus dafiun sl
LADN 88lo durante la replicacidn o roparacidn ‘(adamplo; analogos do base)
¥s & los Qqua 1o altsran af:tea , durante o despuis de estos procosos (agentes
productagee de radicales libres, ggentes alquilantes, eto.) (15).

— v o o = e - e e M S See e e

1.~ Analogos de Base,

Los andlogos da base son sustancias, cuya estructura es muy cer
cana a la de las basos normales del ADN por lo qus puaden ser incorporadas
erronsamsnte on ol mismo, sin destrulr su capacidad para roplicarse, Un a-
Jemplo do ellos 1o constituyye, la 5~-matil-citosina, el S-metil-wracilo, ==

Cualquier compuasto que se asemsje en catructiura a las bases normales, ten
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dra primerc qus ser unido &l azicsr corresponilente (2V-dusordriibosa) y a
un trifosfato, para generar una molécula parecida a un desoxirribonucledti
doj 8olo de asta forma podrd ser incorporado en la cadena del ADN. Cuale=
quier compussto con analogia estructural a una base normal que no siga es
te proceso, no sera inmtroducido & la doble hélice, Debe hacerse notar qus
cuando se tiens el azilcar umdo al fosfato, estn molécula tambidn es inca
pas de incorporarse al ADN, Para llegar a formar parte de éste, e necesi
ta de la presencia de la 2'-dssoxirribosa, una base narmal o anilogo de =
baoe, adomas do trifosfatos.

El sistema que replica al ADN gparentemsnte, pusds reconocer -
glgma parte de la molacula de la 2'-desoxirribosa y los fosfatos, presu-
mii)lamnte verificando la posicidn y &l angulo de loz nuwcledtides quo 86
van a 1zt:orpor&r con respecto a las cadenas del ADN ya& presentas,

Los uracilos halogenados en la posicidén 5, como el 5-bromo~-ura
cilo, S=cloro-uracilo y el S5-iodo-uracilo, comstituyen un ejemplo cldsiceo
de los enélogos do base, éstos pusden ser incorporados en el ADY on lugar
" de la timina (base normsel)es Bl bromo-uracilo es incorporado probablemante
_an forma mis eficiants, porqus el bromo ocupa un volumen similar y poses
el msmo radic de Vander Waals que el grupo metilo de la timina, pero el

bromo por su fuerte carécter electronsgativo cambia el squilibrio tautow
mérico de la melécula.

La incorporacidén de los anilogos al ADN, se ve incrementada por
1a existercia de un desbalance en la concentracidn de las bases normales.
Por ejemplo, la cantidad de Sebromo-uracilo incorporada en el ADN, aumsne
ta cuando hay un agbatimiento de la concentracién de timina, prodwida por

aminopterina o 5-flucro-desoxiuridina, qus bloqusan su s{ntesis da novo.
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Bl 5-bromo-uracilo (5-Brl) y sus desoxirribonucledtidos son al=
tamente mutagénicos, Wobgblaﬁunte porqua el 5-BrD sufre con mucho msyor -
frecusncia que la timina, un desplazamiento en el equilibrio tantomdrico =
que otasiona qus el anilogo de base sa tienda a aparear con guanina, en la
éar de ademina (forma normal de aparaamiento). El camblo ccurre tamblén e
cuando el 5-BrU es ocasionalmente incorporado en el ADN en lugar de la =«
citosina,

Bste apareamiento erroneo hece entonces qus por replicaciones -
posteriores, osta molécula andloga produzca mutaciones al ADH causando ==
transicionss ep ambos sentidoes, de A-T a 0-C y viceversa, depondienio de -
que el error en el apareamiento se presente durante subsecuontes replidge=
cionss, o durante la incorporacidn inicial de 5-BrU ( fige 3ay 3b . ),

Otro andlogo de base, la 2-aminopurina (andlogo de la adenina)
se sparea an forma tautomirica normal con timina, inclusive con citosina,
poro en su forma tautomsrica rara solo lo hace con citosina dando por re-

saltado, lugar a tra=wicionss en ambos santidos, A-T a QL ¥y G-C a A~T. =
A pesar de que la 2-aminopurina se imcorpora muy poco, es altamente mutagd
nica, ;robahlemfrta por su capacidad de aparearse errémanente, tanto en =

su forma tautomdrica rara como normal { 15 ).

2,- 3focto del Acldo Mtroso Sobre el ADN. .

Cuardo el nitrito de sodio (NaNDy) es expussto a pH menor de 33
sa rroduce gcido rdtroso quo es capas de desaminar a la G, C y A, La propar
cién de dessminacidn decrece an este orden.

La desaminscién de C a Uy de A a HX, son mutagémricas, puss pro
ducen transiciones de 0~ a A~T y de A-T a U-C, La Xantima que resulta de

1a desaminacidn de 1a guanina Se aparea con citosina Y por tanto no produ
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a).- _Producci&n de transiciones GQC—= AT por accidn de 5«BrU,
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b)e= Equilibrio tautomérico de la 5-BrU,

r NTTTTITIILY.Y
‘.z-<N.u- wintereri - N >
ADENINA 5-IROMD IRACILO

7 { amino=edo. normal) (ceto=sdo., normal)

.||.|u.2.-!'"—‘° Br

‘4 ot >_s
N el N
/ n=<N-H|n.||u:nA|--o>,—“

GUARLNA " 5-EROM> URACILO

( amino=edo, normal) (enol- edo, raro)

FUENTE: Roforencia 15.
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ce cambio alguno,
El efecto del acido nitroso sobre el ADN, ademis de ocncionar =
transicionss, produce también inactivacidn del ADN sl inducir entrecruza--

mentos en la doble hélice (Fig.4) ( 4 Je

© 3+~ Agenteas Alquilantes,

| Bntre loes agentes alqullantes se ircluye a un gran nimero de o
léculas qus 1lberan uno, dos o fas lonos carbonio y en consecuencia son --
1l amados agentes alqullantes mono, di o polifunciohales respectivamente., =
Probablemonte todos los agentes alquilantes tiensn un efecto mutagérico y,
puaden producir mutaciones puntuales {transiclones), ruptura y/oc entrecru-
zamientos dé l1a cadena del ADN.

Los agentes alquﬂanﬁas se lomigan en solvantes polares y orig~
nan la liberacidn de iones carbomio, que reaccloman facilmsrte con los gmw
pos nucleofflicos del ADN, como son los grupos fosfato y los nitrégenos u
ox:(genoé de las bases.

Los compuestos alquilsulfates (ej. dimetilsulfato) y slquisulfo
natos (eje motil metancsulfonato) producen transicidén 0-C a A-T por alqui-
lacidén de la @ en la posicidn 7, que a su vez desplaza el equilibrioc tauto
mérico, por lo qus shorn la G sa aparsa con T gonerando dicha tranaicidu.
Ya alquilacidm del H-7 de la G, pwade también producir en menor grado, la
hidrélisis del enlace glucosf{dico por inestabilizacién de la basa, resul-+
tando de esta forma, ls liberacidn do la pwina atquilada y la formacidn -
de un sitio apuri{mco. La generacidn de estos sitios apwrfnicos produse Tom
pimiento del enlace fosfodiester si son atacedos por alcalis (GH”). Bate ~
mecamdsmo ha sido seflalado como el responsable de la ruptura del sesqueleto
del ADN por agantes alquilantes, aunque tambidn 1a alquilacidn de log gru-

pos fosfato poxr formacién de tridsteres, inducen este tipo de daffo,
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EFCTOS DAL ATISO NITRCSO 3N EL ADN
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Sesaminacion oxidativa de la citocina, asdenina y guanina

por accisn del Acido nitrose (in vitro o _1_r_1 vivo)e
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33rerszidn de urionss covalentes entre G y G o G ¥y A por
accidn de} Acido nitroso, qua se manifiestan como entre-

cruza=iantos eon la doble hélice.

FEUTE; Relararcia 57
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Los agentes alquilantes polifunclionalos pusden genersr antrecr..
zsamlentos en el ADN inter e intracadena, debido a que poseon 2 grupcy fup-
cionales cargados positivamante, qua intersccionan con log cantyos nm.lof_:g
1licos de éste y pusden actuar en forma mono o bifuncionmal (ej. cicrofosfa-
mida, mtomicina G, etc.) (fig. 5).

Bntre los agentes alquilantes monofuncionales se tienen tambidn
a los N-pditroso compuestos, Bstog son altamsnte carcinogénicos e inducen =
rompimentes, absrracionos eromos ézdcas, esf como mutacionss puntuales. Un
ejemplo de Nenitroso compussto lo comstituye ol NN} (l-motdl~3-ndtro-l-ni
trosoguanidina). Existen referencia en el sentido de qus el MNNG origina =
transiclones y transversionsa sdlo en fase deo sintesis de ADW (faso de ors-
cimento logarftimico), posiblemsrnte por mstiler las bases del ADN ds cade
na sencilla do la regidn en duplicacidn, o al interferir con las ensims -
del sistema de replicacién. Otros autores ssfialan, qus el MVRO produce tan
bién mutacionas on fase estacionaria solamente en bacteriss lex&"/recﬂ“‘, -
1o qua hace pensar en la participacidén del sistema de reparacién 8SOB® an
l1a irduccidn de mutsciones por este agente alquilante ( 24 ).

| Las dialquilnitrossminas son compusstos aestables, que solo son
asctivas (genotdxicas) despuss de la remocidén metabdlica de uno de los dos
grupos alquilo. L§s acilmitrosamidas (MNNG) por su parte, a diferencia de
lzs dialquinitrosaaminras no requieren actlvacidn mstabdlica para sjercer s

acciones sobre el ADN, por sor moléculas menos ostablas (fig 6).

4o~ Hidroxilaminas .
Las hidroxilaminas (HAs) aon agentes reductores débiles, qus =
goeneran 3202 ¥ mdica_lsa libres en presencia de 02 y trazas de metalaes.
’ La HAy la Nemstil hidroxilamina réacc:[on_an espec{ficamente con
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a.- Produwctos de reaccidn sntre el icido nuclefco y mostazas de sulfuro,
b,- Perrasantacién diagramitica de la reaccidn de un agente alquilante bi-
furcional con el ADN. La cadena alquilante esta representada por la =«

lirea 3igzage-ante entre O y G, FURNTE: Referencia 4.

FITPA 6
DIALJUILNITRCBAMINAS GENOTOXICAS
/Czﬂs
0= N—N : Dietil-nditrosamina

\ .
ChHsg (compuesto pregenotdxico)
CH3

0= N—-N l-motil-3-ritro-l-nitrosoguanidina
_y—H (¥MG, corpussto genotdxico)

] ~ N02
NH

T ENTE: Refarencia 15



citosina ¥y oroducen derivados N-OH eu las posiciones 4 y
vento condice a un equilibrio tautomérico diferente por 1
80 aparea con A ¥ no con G (fig. 7).

La HA produce mutaciones tanto om ausancla com
oxfgenoc, Bl efecto imactivanta de la HA sobre el ADN depe
cla de oxfgano y se requieren concentracionass mucho manor
produceidn de mutaciones. La permaabilidad celular constif
pera la hidroxilamina, lo que condiciona existan bajas coi
HA en el interior de la cdlula, teridndose asi alterscion

rompimientos cromosdmicos como efecto principal.

5.~ Agantes Intarcalantes.

Ciertos compuestos como les aminoacridinas sa 3

pilan con las bases del ADN de dotle cadena (fige8) produd

puntusles por corrimients de la lectwra (frameshift). Un n

ganeracidn de este tipo de lesiones por apentes intercalar

to por Streisinger, quién sugiers 1z estabilizacidn de asa

cadena formadas por el mal spareamdento de una region del

frido rompimiento del anlace fosfodiester, tras lo cwsl, d

sis reparativa deleciona o ediciona una o mis bases ( 55,

erfluicnmsnte, las zeridinas y compuastos imterc

nados,‘ son mis efectivos a pll mautro y contienon en su mol

armillos aromiticos en su estructura y por lo mencs un grup

AGBFTES  FISICOS

- 1e= Lwz Ultravioleta (U.V.),

1a luz U,V, presernta ofectos directos e indirac

536""

6 de 3sba. Tal o-

o qua ahora la

» en presencia de
hde de la presen-
18 quB para 1a ==
,uye una barrera
certraciones de

s Lnactivartes y

rtercalan y/o av
iemdo mutaclonss
lzcanismo para la
tes, @s el propus
s (lceps) intra~-
ADN que haya su=
urante 1a sinte-
59 e

plantes relecio-
fcula uno o mis

v elactrof{lico.

08 sobre el ADN,




FIGURA 7
a) N~-HIDROXILAMINA Y COMPUESTOS RELACIOMADOS
H ~
N-OH N-Hidroxllamina.
H -~
Hy
/N—- CoH N-Hidroxicarbamatosa
R-C}lz-c
]
[s)
H{
,N —O0H N=-Hidroxitwsas.
H N~C
2 i
0 FUENTE: Ref, 15
b) Produccidn de mutaciones C-G a T-Ad por accidn de N-OH compusstos,
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FUENIE: Ref, 57

FIGURA 8

ESTRUCTURA QUIMICA DE LA 9-AMINOACRIDINA.

NHq,
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N

FUEKTE: Reforencia 55
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Su rrimer efecto oripina fotoproductos on er ADXN, como los dimeros entre
pirimddinas adyacentes (d{meros de T=T y C-T). Este tipo de lesiones oca~
aiona imgctivacidn del ADN a={ como mutaciones puntuales, Estos dimares -
pusden ser revertides a su forma original por medlo da reparacidn enzimie
ttca (var capitulo de raparacién del ADN).

El efecto indirecto se presenta, cuando la luz U.Y. es absorvi
da por ciertes compuestos dsl microambiants, produciindose de esta forma -

radicales libres y perdxidos orgdnicos, que alteran al ADN,

2.~ Radiacionss Innizantes.

Las raliaclones lonizantes comc los rayes alfa, beta; gamma y X,
ranuran alteracionas en el ADN, al inbteractuar directamente con el material
gandtico ds cdlulas deshidratadas o de esroras. Bn cdlulas hidratadas, ese
tas radiscisnes alteran al ADN via la formacidn de radicales libres ( 15 ).

TLas radiacionss ionizantes inciden sobre las moléculas presentes
en ei medio, originando la formacidn de radicales libres por liberacidn de
an electrén, Dicho slectrdn es atrap:do ror el agua, qus de esta forma acw
tiia ahora como otro radical libre. tn presencia de oxigano tirradical (<O-
0°¢) se tiena la formacidn de radicales perdxido (R«0«0¢) quo Son CoMPUaS==
tos quimiéos muy reactives y qus al interaccionar con el ADN producsn rom-

plmiontos de la cadena, liberacidn de bases o hidroxilacidn de las mismas.

AGCENTLES BI10LOGICOS

l.~ Enzinaticos; arrores de los sistemas constitutives de replicacidn y/o
reparacidén del ADW,
Dantre de esta elzsificacidn se encusntran a2 agvellos erroras -

arzimdticos que altoran 1 secusncia dol ADN’paro e dabz hacer notar e~
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que aquellos sistemas erzimatices de reparacidn o replicacidn coratitublws,
alterados por el microambiente {sistemas inducibles propersos a error, sol

comdp por la accidn de agontes quimicos o fisicoz) no entran en ésta clasifi
cacidn, Por tanto, onzimae comn las llgmsdas mutadoras som consideradas co-
mo agentes bioldgicos gaﬁotéxicos, pussto que introducen orrorses en la 8ine
tesis de reparacidn del material gendtico en unz proparcién vwarias veces me-

yor al mivol basal ( 1 error cada 109 bases inzorporadas, aon ¢l caso de Poll).

2.~ Ko Bnzimiticos; Bs cualquier secusrcia de ADN qus me introdusce al mato-
riasl genético del hoapsdero y geravre algin camdo genotipdco.
e).-.- Bactoriofagos.

La incorporacidn de genomae virales on ol ADH ded} Mospedera, on
nuchos cases causa la inactivacidn funcionsl del gens afectedo. Talss muls-
culas viralée', pueden pesrmanecar introdsidas en @) raterial gandtico col -
hospedero sin expresar la gran mqyoria de sus goras. Mis atm, $ste tipo de
virus es replicado conjuntameanta con el ADN reciplente v en consecusncia an
transferido a la descerdencia da la cdlula hospedera. La salida del gonons
viral de su-estado de represidén, pusde ocacionsr también qua se puedy trag
portar parts del ADN de la cdlule infectada, junto con ol del virus, 5 olrs
célula (transduccidn}, o an el nowarto de la formncién de 1os virus msdwres,
1ss protefnas de la cépside pwdan envolver a fragmentes del genowm colular
(transfeccidn}.
b)e~ Presencia de Transposonss.

Estes elemsntos son pequefios fragmerntos de ADW (pocos genss), -
1imitados pﬁa- roglomes de secwrrcias de bases repotidas e invertidas, que
les pormite insertarse en forma especifica (tambidn puads ser insspecifica)
en un genoma recaptor, ocacionando al 1gusl qua los bacteriéfagos, la inac

tivacién funcional del gene afectado (daflo genotdxico).
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Be- Tipos de Alteraciones Gendticas.

Adn cuando exista una amplia gama de alteraciones del ADN y, u-
na veriedad de mecanicmos qua pugden ocacionarlas. A conticuacidn se hard
dnfasis nicamente en las alteracionss de tipo génico, por su relevancia =
en 6l estudio do evaluacidén de la goenotoxicidad de medicamentes, tema de -
ésta Tesis,

Las alteraciones gémicas producidas por agentes fisicos, quimi-
cos 0 bioldgiees (originadas tamto en fase de divisidén o en interfase), con
ducen firalmente, no importando el organismo involucrade, a dos tipos de g

foctos: genotdxicos y/o no genotdxicos (diagrama 2)

1.~ Leziones No Jenotdxicas.

Se consideran lesiomss no genotdxicas é las alteracionss sobre
la molécula del ADN, que no previaeren la duplicacidn del material rendti-
co (lesiones irmactivantes), ni tampoco inducen camiios heredables (mutatio

n§s ), ni letales en la secuencia del mismo, Oeneralmente estas lesiones in
volucran la modificacién qufmica o enzimitica de las bases o de los grupes
» fosfatos del ADN, en sitios que no interfieren con el apéreamiento de las
bases o con la conformacién helicoidal ds esta macromolécula. Bsts as el =
cuso de la motilacidn o hidroxilacién de pirimidiras en la posioidn 5, o «
la gensracidn de Xantina, cuya presencia en la doble hélice no produce g=-

fectos genotdxices { 26,57 )s

2.~ Lesiones Genotdxicas.

Dentro de este tipo de lesiones se incluyen a 1ss preomutagéni=-
cas y a las pregenoletalsa, que afectan tanto el material genétiéo carid
tico asf como al extracaritico en células germinales y sonftica. Este ts

po de lesiones, a diferencia de las no genotdxicas, se tratardn de rempe-
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wer a través de los sistemas de repsracién celular, de lo contrario se con
wartirin con toda seguridad, en lesfionss mutagénicas o ganoletales. Los eis
temas de reparacidn no siempres pusden actugr en forma eficaz sobra todas -
lzs lesiones genotdxicas; en estos casos las qus sean mal reparadas, geno-

raridn 8 su vez lesionss mutagénicas y/o genoletales (dlagrama 2).

2),« Lesionss Fremutagdmicas.

El dalo premutagémico al igual qua el no genotdéxico, tampoco =
puede pravenir la duplicacién del ADN, peroc sin embargo si origina 81- cam
10 de uno o mag pares de nuwledtidos on las células hijas del organismo
que sufrid dicho dafio, Se pwsden distinguwir en este caso, dos tipos da da_
fio bioldgico por alteracidn de la secuencia del ADN: la musrte celular {o
ocr afectecién de genes viteleg) y  las mutacionss a nivel génico, 188 =
czales son viables {haredables). A su vez éotas (ltimas se clasifican ss
oin su mecanismo de prodircidn en: mutsciones por suwstitucidn de base (a)

o por corrimlento del patrén de lecturs (frameshift) (fig 9).

i}.~ Muotaciones por Sustitwidn de Base (3)e
Se ha clasif.cado 2 estos tipos de alteracidn en la forma Sim=
suizrtes
Trangicidn; cuardo hay el cambio de un par AT a G~C o a la inversa,
e decir cuando hay una sustitucion de una purina por otra purina, o

de una pirimidina por otra pirimidina.

Transversidn; se denomina as{ al caablo de un par 4«T a TvA 0 C-G o
bien a la invarsa, T-A a A=T o0 C-G a A-T, 68 decir cuando hay un cam

bio de una purina por una pirimidina y viceversa.

Estos dos tipos de mutaclones corresponden sl reesplazamiento
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de un par de buses por otro diferente. la aayorfa de las suwtituciones de
base, cuardo ocurren en genes estructurales, provocan mutaciones de mentl
do equivocado (missense) trayende como consecuencia el rasmpleso de un g~
minoicido por otro no igual. El fenotipo del orgamismo mutsdo va a depen
der del cambio de base ocacionado, asi como del sitio en el cual ocurra.
Sin embarpo, debido a la dageneracidn del céddipo gandtico, una mutacidén en
un codén no siempre producirad la insercidén de un aminofcido dirofente al o
riginal (mutacidn silenciosa). Asi puss, =3 la mutacldn de sentido equivo-
cado ocurre en un gens involuerado on actividad anzimitica, casi siomre -
80 producen enzimas poco eficientes o una cantidad disminufda de la do tie
po normal ( a este tipo de mutantes se les dénomina hipomorfos). Cuaxdo la
‘enzima mutante compite por el sustrato con la de tipo silvestra, actla co-
mo antimorfo, es decir se produce un antagonismo entre las enzimas,

Las sustituciones de base tambidn pusdan generar alguno de los tras =
tripletes de terminacidén llamados codones sinsentido (nonsense) qus no co
difican para ningin amnodcido, estos son VAG (ambar), WA (Spalo) v UAA =
{oore). Cuando 86 encuentran este tipo de tripletes en el ADN, no son traw
ducidos y entonces se origina ls; terrdinacidn prematura de la cadens polipsp
tidica.

Las mutacionss de sertido aquivicado son menos dristicas que las de -
sin sentido, pussto quo estas ltimas genoralmente destruyen la funcidn en
zimitica, miontras qua las de santido equlvocado pusden trasr como consgwe
cuancia, la pérdida o cambio de un aminoicido, que en determinades casos =
pasa fencti{picamonte inadvertido.

Se han propuesto los aiguierxtés macgnismos para explicar la sustitue

c¢idn de bases
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=~ !n compuesto mutagénico puede “yeaceionar qu{micamante con las bases del
AON modificandolas, posteriormente durante la replicacidn, esta base al
terada puede irdunedr un nuavo patrén do apareamiento.

- S1 8] compussto mutagérico es una base mitrogenada analoga (por o). 5=
BrU) a las bases del ADN, pusde incorporarse duramte una primera repl_g
cacidn produciendo en la siguiente, un apareamiento con una base dife-
rante, al sufrir un cambio en su equilibrio tautordrico,

e Sg ha propussto también que se presentan alteraciomes por sustitucién
de base debidec , a la interfereuncia de algln compuesto mutagénico con
1as enzimas de replicacidn del ADN; el resultado de dicha slteracidn
rrovoca una mala incorporacién de bases en la regidn del ADN en dupli
cacidn (MNIG),

-— Eixisgan sistemas de reraracién que al intentar remover clertas lesiones
dal ADP.’,. pteden ocacionar la gereracién de mutaciones por swtitucidn -
de basa. Lo anterior ocurre durante la intervencion del sistema de repa

racién propenso a error ®SE" ( 24 ).

i1),~ Mutaciones por Corrimiento del patrédn de lectura (framsshift).

Bste tipo de mutacionss acarrea comsecusncias mucho mas dristi-
cas que las producidas por sustitucidén de bases, debido a que la adicidn o
delecién do bases ocasiona qua la secusrcig de tripletes del ADN me modi fi
que enormamsntea, Dicho mecardsmo de mutacidn se descubri$ durante las ine=
vestizacionss con proflavina y amarillo de acridina ( 59 ) (fig. 9y 10).

Las deleciones o inserciomss de unz base o bases en el gonoma,
causan un corrimiento en la lectura de los codones a partir del sitio don-
de se irsertan 6delatan bases, por tanto este tipo de lesione= son llama-
das de corrizdento de la secuancia de bases (rramesbif‘t), Este cambio gong

ral=arte senara productos ernzimdticos no funcionales,
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FIGIRA 210

CAMBIO DE SiCURMCIA GESNERADA POR MUTACIORES FRAMBSHIFT.
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SUPRESION DE MUTACIOMNES.

Se conoce con este nombra a aquel (los) mecanismo (8) que restau
ra (n) total o parcialmente la actividad original de un gene mutado, Asf,
existen reversiones (supresiones) verdaderas, cuya caracter{stica es la res
tauracién exacta, ds la secusncia original de bases,

En el caso de las mutaciones framashift, se requlere la adioidn
o delecibn en 8l sitio original de la lesidn, del mismo niimsro de bases au
myntadas o disminuddas, Al igual que 1s reversidn verdadera, también pucde
ocwrrir una edicién o delecidn cerca del lugar donde ha ocurrido otra con
anterioridad, generdndose as{ una mutante pseulosilvestre (roversién no wer
dadera). Bstoz dos tipos de supresionss son intracistrénicos por haberss -
1lavado a cabo an ol mismo gens,

Por otra parta, las sustitucionss de base también pusden corre-
girse en forma verdadsra o no, por una segunda mutacién de éste tipo em el

misno cistrén (reversidén intracistrénica).

En ambos casos (frameshift y sustitucidn de bases), la supreew
9ién de una mutacidn tambidn es factible de ganararse por mutaciones en =
diferentes genes (reversion extracistrénica). Los supresores pueden origl
narss en genes qua controlan la sfntasis del ARNt o de las enzimas qué U

" nem a los diferentes aminodeidos con sus respectivos ARN, .

b, = Lesionss Pregenolotalas,

Bste tipo de lesiones previens la duplicacidn del ADN en sl lu-
guor © regidén alterada, a menos de que esta sea eliminada por los sistemas
de reparacion. E1 bioqueo do 1a replicacidén del material gendtico, ha sid

ampliamante estudiado en becterias expunstas a irradiscidén con lus UVe =



( 66 ), aunqus tembién se han utilisado otro tipes de agentas ganotdxicos,
Se ha visto as{ mismo, que la mayorfa ds las losiones inactivantes, entre
128 gus podemos contar at 1as slteraciomas de base (8) no codificantes, =
remocidn de bases, dfmeros de pirimidina, entrecrusandentos por unibn cova
te intra o intercadena (cross-links) y rupturas del enlace fosfodiester, -
son fastibles de ser eliminglan por sistemas de reparacidn onsimiticos espa

ci{ficos.

C o~ Mscanismos de Proteccidén del Matorial Gendtico (Pacanismos de Repargs

cién Enzimiticos)

Cuando las células son expusstas a comliciones awbilentales ad-
versag, éstas tienen qua mantener entre oiras cosas, la integridad de su -
4DN con el fin de scbravivir y logror la continuidad pendtica. Lo amteriar

a8 reslizado por los sistemas ensimiticos de reparacidén constitutive e in
ducible,

Cugndo 61 ADN de la célula e5 dafiadn, 1ta sistemss do reperasidn
pusdon presentar dos comportemlentos diferentes frante a la losidng

I.~ Ignorarla {metilacidn o etilaecién da)l C=5 de la guanina, presancia de
Xanting). No hay reparagidn,

II.- Tratar de removerla.

1. A través de los sistomss de reparacidn comstitutivoa.

2)e~ Por mecanlemos prerraplicativon.e

wem 8in s{ntesia reparativa (al repurar la lesidn no se prodnge hidedlisis
i res{intesis onzimiticas, de los onlaces glucoafdico y/o fosfedicster)

w Con qirrtaais reparativa { se presenta la hidrdliels y rasfntesis engie

 maticas de los onlaces glucoefdico y/o fosfodiester),
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bY.=~ Por mecanismos postreplicativos
wmee Gon sf{ntesis reparativa.
2,m A través de pistomas de reparacifn inducibles propsmsos a errors

wwm Con s8intasis reparativae

Dshomos entendsr por reparacidn, cuslquier intento de la odlula
por tratar de remover lssiones dsl material gendtico, no importando la con
secuencia fiml. Por tanto, ol efecto rosultante de la reparacidn de un da

flo pamedo conduclr at

a) .~ Un aumsnto on el porcentaje de célwlas sobrevivientes, o qus la sotre
viva psrmanezca igudl. '

b)e~ Una disminucidn o mnumento en el nimaro de célulss mutadas entrs la po
tlacidn sobreviviente. Bl segundo ceso traesrd como ‘oonsec‘nsmu, me -
mayor veriatilidad genftica individual.

1.~ Sistomss de Reparacibn Constitutivos.

a)e~ Becanlomes Prerreplicativos sin 8{ntesis Reparativa,

En oste tipo de macandsmos estén compreniidos los proceso de re
paracion llevados a cabo por las onsimass fotorreactivante, tramalévi.la--"
sas 6 insertasss, qua se caracterizan por revertir lesionss del ADN que no

procisan de roptura del enlace fosfodiestar ni glucoa:fdico.'

Fotorresctivecidn,

La fotorreactivacidén fué el primsr proceso enzimftico de repara
ci6n del ADW identificado en 1as bacterlas ( 69 ), Este, parece sar espe~
offico para dinsros de timina, quo o8 el fotoproducto principal de irradia

¢ién con lus 0.V.(Qlonguited de onda menor a 300 nm), e 1nvaluora 1a bonmg_
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risacién de los dfmsros (ruptura del ciclobutans) por la ensima fotorresc
tivante (B.F.) que utiliza energfa absorbida de una irradiscidén posteriar
con luz de longitud de onda mayor a 300 nm, La mayorfa de las enzimas fo-
torreactivantes estudiedas, de diferenteos especies, requieren de un cofac:
tor de bajo peso m_}.ectn;r para ou actividad, aungqus no es sienpre un cro
5o quién absorbe 1a lun. La ensima fotorreactivants existe en todas las
células vives incluyendo a los mamfferoes {fig. 11).
Transalquilasas,

Las transalquilasas, son onzimas que transfieran ¢l grupo slqul
lants de la base modificada a un grupe sulfidrilo (-SH) de la cistefna ds
una protefna aceptora. Existe en E. coli e higado de rata, la Pomotil y -
ct:L‘l guenina transalquilasa y, en aote @1time se han identiricado odemis -
btras 3 transalquilasas diferentes. v

La 05~alquilguanina transalquilasa (eolo 1a mot1l) ectis tamlddn
on la 1lamada réspussta adaptativa en §. coli, cuando la bacteriz os somee
tida a bajas concentracionea de MG o do Nenritroso-dimstil-amina. Al moe—-
‘mento de que estas mlsm bacterlas son expuwstas ahora & concentracionss
mayores del mutdgeno inductor, so cbserva una mayor sobrevida y rosisten—
cia a nnt}zcionea, que cuando no se indece la respussta sdaptativa. Disho @
tecto 68 tﬁ#yzéitorio ¥ solo elimina grupos mstilos del axfgeno 6 de la gua
. -

Insertades..

Son?iényzims que iﬁaertan pw-inas en forma especifica en sitios
spurfmicos en ‘a'l‘ADK de cadena dobla, p:jotegiénclolo as{ de 1z accidn de &
calis, La 1m§rtasa de purinas en fibrotlastos humancs in vitro, puede uti
linar como moléculas donadoras de purina, & las bases guanina y sdenida -

elarontomante qin a los nuwolebsides o nwlebtides txifosfatados. Aparen-
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FIGIRA 11
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temonte esta enzima no requiere do energla para la formacién del enlace =
glucosfdico ( 12 ).

En E. coll existe owra imsertasa de purinas, que tambien recos
noco 8itios apurinicos en ADN de doble cadena, Utiliza como donadores de
1a base solo a nucledtidos trifosfatodos, dATP y G3TP. Bsta enzimm, 2l iee

gual que la anterior inserta purinas en forma espaci{fica { 21 ).

a)e~ Micanigmo Prarraplicativo con Sintesis Reparativa.

El presente imcanismo de reparacidn sa carscterisa por la elim
minacin exonuclootfdica, de la regidn qus posea oL dsfio. Este provcesc se
‘realiza en 4 pasos, el de incisidén (ruptura del enlace glweosfdice y/o fos
fodiester) que es efectuade por ADR-glurosilasas y endonucleasas, es aeg:a_i_v
do por los de escicién (eliminacidn de la reglén daflada) res{ntesis y 1di-
gacidn, llévados a cabo por exonucieasas, ADN polimarasas y ligasa rospes

tivamante.

~= Macarlsmo do Incisién.

ADN-Glucosilasas.~ Estas enzimas hidfolizép 6l erlace gluccafdico (unidn =
2 -desoxirribosa y la basa), reconociondﬁ espocfficamente clertss bases al
teradas presentes on el ADN. Tal activided enzimitica condurs a la fornu--—
cidn de sitios apurfmicos o spirimidfnicos, sustratos a 8su ves do bna AP =
endonucleasa, La presencia de aitlos apur{nicos o apirimdf{ricos en o1 ADN
pusde ocasionar la ruptura del enlace fosfodiester por ser seraibles a la
accidn de los &leslisy este 'ai‘acto tanbién es observado in vivo. Los gi--
tics apurf{micos son factibles de ser reparsdos por una insertasa do purie

Nga
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Uracild ADN_nggcoailasa

Fué la primera enzima de ests tipo en ser reportada, y 6@ sabe
actfa sobrs ADN de doble cadena, as{ como en ADN de cadena sencilla, libe
rando uracilos (gensrados por desaminacidén de la C), al hidrolizar el en=
lace glucos{dico. Vo actia sobre ARN, ni requiere de bg“ para su getivi-
dad, Carece de actividad de endonucleasa apurfrica y su sctividad de glu-
cosilasa no depande de una fuente energética, Esta ensims fud descublerta

en B, coll aunque también se ha gislade on Bacillus subtilis y en placan-

ta humana, As{ mismo, se han aislado mutantes de E. coli (ung~), carentes
de dicha actividad enzimitica, Presenta un peso molecular de 24,000 (26,

290 )'

3-Matil Adenina ADN glucosilasa

Pertiendec de la existencia de una glucosilasa espec{fica para
KDN con residucs de urazcilo, se investigd la posibdlidad do la presencia
de otras glucosilasas en E. coli, logrindess aislar una actividad de 3-
matil Aderdna-ADV glucosilasa en esta misma bacteria, capaz de liberar re
siduos de 3-metlid) adenina de ADN de doble cadena alquilado con dimati) -
sulfato, motil metano sulfonato o MNNG. AL igual que la gluccsilasa amtew
ricr, esta es una enzima espacifica y no reconoce otro tipo de lesiomes; -
no requiere de iones divalentes, cofactores u otra fwnte de enaergia pars
su accionar, nl tiens tampoco actividad de endonucleasa. Es una proteina
de peso molecular bajo, M. Z 19,000¢ 2,000 y es codificada por ol gene =

tag. esta enzima ha sido también aislada de placenta humana { 26, 44 e

Hipoxantina-ADHN glucosilasa

Poter Karrat en 1978, raporté la existencia do otra glucosilasa
diferente a las 2 ya existentes. La hipoxantina-ADN glucosilasa, libera ro
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siduos de hipoxantina de ADN conteniendo moléculas de desoxiinosina monofos
fato, originados por desanminacidén de la adenina, No requiere icnas divalen
tes, ¥y actfia mucho mis eficientemonte en ADN ds doble cadena quas un 6l de
una sola hebra. Ba eapecifica para este tipo de dafio y carece también de -
actividad de endonwcleasa. Tampoco raquiore de fuente emrgética para reali
sar la hidrdlisis enzimitice nl escinde a la xantina. Es codificada por un
gens diferente a ung y tag y tiens un peso rwlecular mayor que las dos an-
riores glucosilamas, M. = 32,000 ( 23 ).

Actuzlmente se conocen por lo menos, 7 diferentes H-glucosilae~

sas en E. cold,

Endonucleasas.~ Se caracterizan por tener sctividad enzimitica sobre 6l &
lace fosfodiester del ADN, no requioren de extremos libres y su aceién pro
duce mallas en la cadena polinucleotfdica, dejando extremos 3¢ 3 §' libwss,
Se han identificado endonuelsssas sn E. goll, cono la ULV, endomxlessa y

1gs AP endonuclessas, qua reconocen dafies especifices en ol ADN.

Brdonuwclessas de sitics apurinicos (AP endonucieasas) con sctivided ssociaw

da de exonuclesasa.

Escherichia coll posee dos actividades ersimSticas de endonuclag

sa sobrs sitics apurinicos. Una o3 unz AP endonucleasa que ademis tieme ace
tivided do exonucloeasa 3' «» 5', o8 la rasponsable de la activided princi-
pal de incisidén en sitios apwrinicos (90% de la actividad total). 81 105 =
restante de sctividad de endonuclessa sobre eitics apurfnicos es llavada &
cabo por otra endonuclessa que no tienal_activ:mad asociada de exonuciemg
3 - 5t. |

La endonucleasa VX ha sido soffalada como responsatle de la acti

vidad enzimitica endonucleot{dica principal sobre sitios aptmirﬂcm. Tions
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asociada una actividad 3' «p 5' oxonucleolMtica conocida como exonuclessa
IIY. La actividad de endo VI/exolXII durante slgfn tlempo £ui atribuide 2
la erdonucleasa II (endoXI/oxolXIl), pero éata ltima ne es espec{ficz, -
puss estd formsda por dos enzimas, uma quo reconoce sitios apwrinicus y
otra a bases algwiladas o eriledas, establacléndose de dsta manera que -
1a endonucleas VI {endo VI / exo ITI) era la responsable del 90F da la -
sctived especifica sotre sitios spurfnicos. Bsta enzim es dependiente -
de Mg™ y tieme su pH éptimo a 8.5 . Bs una protefra monomirisa de un pe
so molecular de 32,000 d., es inhibida por EDTA, actia sobre ADN de do--
ble cadena con sitics spurinicos y gonsra un corte que prosemta extre=mos
1ibres 3'-0H y §'-Zosfato, al extremo 5' del sitio spurfnico. La activie
dad exonusleolftica 3'-d §' po escinde al sitio apwrfnico, por degradsr
on éirocci&n opreata a éste. Sin ambargo, la brecha producida por degra=
decién previene la aco:l&n‘da ligasa y pormite esf la intorvemeidn do la
ADN polimerasa I, que resimetisa y escinde en direccidn 5 =P 3' dejan
do uns as)la con extremes libwes 3'-0H/5!'-fosfato, liberando a su ves wm
!ragas‘ntb da dos a tres nurledtides, contenlondo el sitio apwinico. A ~
eata Qeci&n 1o sigus 1a actividad de ADN ligasa. Bs codificeda por el go
ns xthi, y mutantes xtbA™ po peseon la antividad de endonwlesaa VT (fig.
12) (17, 23 5 65).

Brdonuwleanss de sitios spurfnicos sin aotividad ssocieds _§_ exonuwlessa,
La endonwleasa IV sa ensuertra presonte en células xthA, don
. de la endonuslessa VI ge encuentra ausente. La endonuwlessa IV ha sido se
flalada comd la responsable del 10% de activided remanente, sobre sitios 8
purinlcos en mutantes deficientes de la endonuclaess VIe Fud alslads de -

B. ouli y se encontrd qus era mis resistents el caler quo la endonwleana
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VI, ademis no requiere de Hg“’, o8 activa en presencia de EDTA y no tione
actividad asociada de exonucleasa. Mutantes xthA™, carantes de la activi-
dad principal de AP endonucleasa (sin el 90Ff de actividad) ssle son lige-
ramsnte mas sensibles a la accidn de M} (agente alquilante productor de

sitios apur{nicos), en comparacidn con las silvestres debido a la eficisn

cia de 1a enconuwclessa IV en la reparaciln de sitios apurfrdcos ( 26 ).

U.9. endonuclesse o Correndonucleaga Ii.

Rs ospecf{fica para raconccer lesionss abultantes, gua distorcio
nan la molécula de ADN , Es codificada por los genes wri ¥ =B y ol pro-
ducto gémco conjunto es llamado U.V. endonwleasa. Bl gene wnC no estd -
directamente relacionado con la imoisidn propiamernte dicha, pero Be requle
ra de su actividad para la escisién de la lesién, aunque gereralmante se ~
refieren a la A endonucleasa como preducto géndco conjuntazante contro-
lado por estos tres gemss. La U.V, endonuclossa reconoce diwsros do‘pﬁrig
dinas, sdwtos gramiss y entreorusamentos de cadenaz. Carece de sctividad '
de exonucleasa y su actividad endonucleol{tica gemera extremocs libres 3'-
0H/5'-fo8fato al extremo 5! de la lesidn. Sa requiere de ATP para su actl
vidad. Mutantes en alguno do los 3 genes uvr, presentan un parcentafe mo-
nor de sobrevida qua las cepas silvestres, al ser irradiadas con lus U.V,
o al oxponearlas a compusstos productores de aduwtos, La reparscion de los
entrecruzamentos de cadena {cross-1inks) roaquiere de la actividad ivr¥e-
La remocidn do ssta losidn trao como consecuencis, en cepag wr? un auman
to on el porcontaje de nutaciones, Sin embargo, uvr', no son mutadas por
compugstos qus generen entrecrusamientos, pero su por ciento de supervie-
vercia es muy bajo on comparacidn con las uvr* expuestes a una dosis igusl

de compuesto. Dabe recorderse que loa entrecruzamientos de cadenma 81 no -
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son removidos, son lstales ( 24, 26 ;.

La U.V. endonmleazsa ( o enzimas con actividad equivelente) ha
sido encontrada en todes los organismos estudizdus a la fecha, El Xerodoer
ms pigmentosum, es una anfermadad qua se presgnta en pacionted qua cars-
cen do la sctividad do U.V. endonwleasa,; y son por comsigulernto mds sen=-
sibles a la exposlcidn e la iue U.V. (ej. exposicién radigeidn soler) ( -
fig, 13) ( 28 ).

5S¢ ha reportedo la existencia de un modele alteranativo para la
escicidn de dimoros de timins. En este medelo no se isvolwra la accidn «
de la U.V, endonuclomsa, en su lugmr wna enzima con activi;iad do Reglucow
silasa y de AP endonuslessa, reconoce a log d{mores @ hidroliza a las ba~
pes del extremo 5' del dimerc, dando origen a 1la produccidén do wn sitic -
spurfnico qus permite chora la generacidn de una incisidn (fig. 1L)( 13 )

Adenmgs do las endonusleasas mencionadas, aexisten otras con die-
ferentes especificidades ( o carencia de sllas) da sustrato entre las que
se encusutran, la endonucleasa I, la endonucleasa IiI, endonucleasa V, on
donncleasa VII (actla en ADK de cadena sencilla), desoxirribonuclessas I
¥y II, eto. ( 24 )e

e Macanismo de Rscisidn, Resfntesis y Idgacidn.

En estos proceso se involucra & un conjunto de ensimas que ace

t3an una vez que 8e ha realizado la incisidn en ol enlsce fosfodiester, -

ADN Polimsrasa I

Bs 1a enzima sofisleda como la responsable principal de ls resfn
tesis de la cadena y escisidn del dafio al ADN. Poses tres actividades ongl
miticass axonucleasa 3'«wp 5' (prusba de 1la lactura) qus reconcce bases in

corporadas erronsamente sl momsnto da la reparacidn; sxonucleasa 5¢ ~mp 31,
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REF. 20
1,~ Reconocimianto de la lesidn por las proteinas

wrdA y uvrB,
2.~ Incisidn de la-cadena al extremo 5' de la lasidn
por accidn conjunta de las proteffias wrAlC,
- Resfntesis de la regidn daofada y escicién del - -
fragmento con la lesidn por la ADN Pol I, '

L.~ Unidn del enlace fosfodiester por la ADN ligasa,
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VIA ALTERNG PARA LA ESCISION DE DIMER(S EN ADN IRRADIADO COW LU U.V.

(Fago T4 y M. lubsus)
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X.~ Reconocimiento de 1z losidn y accddn de la ectividad do H-gluascsilssa
an la timina del extreno 5t del dimsro,

II.~ Accifn de la actividad de AP sndonmtleasa; qua hidrolisa el enlace fog
fodiester en la posicién 1 o 2 (III), Ambas sctividedes (I y I1) son «
realizadas por 61 producto génico del gens T4v del fago Ta.

IV.~ Proceso da escisidn, resintesis y ligacidn del ADW,
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respormable de 1a escisidn de la lesidn del ADNg y polimsrasa 5' —p 3' -
Grequlere extrermos libres 3'-0H para sctuar) que resintetiza la brecha for
msda, cerrandola y dejando una mella con un extremo 3'-0B,

En las figuras anteriores, se ha seflalado la accidén de la poli
merasa I para la reparacidn de sitios apurinices, y fotoproductos, Tame=
bién es importante en la reparacidn de sitics con lesiones distorcionan--
tos de la hélice, como en el caso de los aductos grandes, entracruzandon=
tos, otcs .

La carencia de la actividad de polimesrasa I en codlulas mm:.adaa,
con y sin sctividad de exo 3' ~=p 5' produca que dichas cédlulss mutantes -
saan mucho mas sensibles a la aceidn de agentes cuya reparscidn requisra -
de la polimerasa I (U.V., matil metano sulfonsto, MNN}, mitomicina G, etc.).
Ademds de sobrevivir menocs son mis facilmente mutadas. En la generacidén de
mutacionas, se requiere de la funcién de los genss lexA* y recA*, para la
actividad do un sisteoma de reparacidén inducible properso a error llamado e
wsuee,

la sctividad enzimatica ds La polimerasa I pusde seor suplida px
la presencia de otras exomuwcleasas 3' —b 5! y/0 5' ==y 37, y do las poli-
mmrasas IT v I31 ( dsta Gltima tiene una actividad mis débAl de exo 5! ~wb
3t que la Pol I) sin subargo, la sobrevida es manor y ol porcentajs de de-
orsda01én y resintisis son mayores.

Bn la figura 15 se pusde observar qua la accién de Pol I (poli~-
mgrasa 5' «=p 3' y axonucleasa 5' ~p 3' ) @l actuar gansra brechas de re-
perecidn cortas, y el tiempo de cerrado es también pequefio (fig. a) &l con
parirsela con otros caminos alternous,

La carercia de 1la actividad de exo 5! ~-p 37 de la Pol I, paro

1 afn contenga su actividad de polimerasa (fig. b) gensra la formacidn
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—A_ = lesidén que requiera da umna enionucleasa.

# = Fragmento qus contlens la lesidn; 20 nucleétides/dfmero
o 3-4 nueledtidos/ sitio apur{mco. '
1.~ . Camino seguido por una lesidn dlstorsionato de la hdldics dal
‘ ADN en bacterlias polat,
2.~ Camino seguido por una lesién distorsionate de la hélice del
ADN en bacterias deficientes en la actdv. 5'e= 3V gronucl. pol I,
3.= Camino seguido por un sitio apurfrico, reparado por una endonUee
cleasa con o sin act. de exo IIX. Bstn también es 1a via de um
. lesidn distorsionate en bacterias polay™.
Ls~ Camlno sepuido por un sitic apurinico, reparade per 2la endonuclea
sa VI ( endo IV/ exo III ) en bacteriss pol AY. -
Se~ Logidn no reparadns por los sistemas constitutives; pasa a replica-
§16n+7 induia 1a ragar&cién prapanﬁg 7:'1*0’: .(, *SCS" )} en bacterlas
axh '/ reca usdan o no ser po o uvxt,
SERZEE VP BE 970 220 Rar (13, 17y 20 )
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de trachs® mayores hacia sl extremo 3', a causa de la acoidén no coordinge
da con otras exonucleasas 5' ~-w 3' (13 ),

Cugndo no existe la accldn de polimerasa de Pol I (con o sin su
actiwidad de exonucleasa 5! = 3f), se tiems 1a acclén de la Pol II o Pol
I1T. Estes enzimas precisen para su actividad, de la formacién de una broe
sha maver hacia el extremo 5', por 1o que sa presenta la accidn de una ex
nuelessa 3 b 5! (Exo V 0 VII) antes de la actividad de resfntesis do -
dichaz polimarasas. Al igual qus cen 1:.4 Pol I, la carercia dé coordinacién
con la actividad 5t —% 3' exonmpleolitica qw actiis con la Pol II o IIX -
hace que la bracha crezea tamdbidn hacia ol extramo 3', teniéndose asi una

mayor y mas terdada res{ntesis que las 2 anteriores (fig. c¢) ( 5, 28 ).

ADN Ligasa.
Una vez qus el proceso de resfntesis y escicidn ha concluddo, =

1a polimerasa deja un ADN discontinuo por rellss con extremes libres 3'«-CH/
5t-fosfato, La ADN ligasa de B. coli sdemis de la presencia da estos extrg
nos litras adgacentes, requiere de !DN do doble cedena, de NAD (ATP para ~
1a ligazz de T,), para la restauracidn del enlace fosfodiester. La formge-
cién de dicho snlacs, sa realisa a través de la formacién de un intermd;.“g
rio Bnzima~{1i3)=-AM¥, La reaccidn de ligacidn es reversible. La ADN ligasa
puede actuar covo".s;zdonlnlaasa dependiente de AMP, relajando as{ al ADN su
par helicoidale En B. coli la ADN ligasa es una sola moldcula polipeptfdi-
ca codificads por el geno lig y tiene un poso molecular entre 74,000 a -~
77,000 daitones. La lipasa de E. coli no pueds ligar a ADN con mlla en am
bas cadenz=, en camblo la T4 ADN ligasa sl es capaz de unir este ADN,
Mutantes on la actividad de ADN ligasa son sensibles a la accidn

do UV, y 6 on comparacidn con Lag cdlulas silvestres. Lsta anzima, al =
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igunl que ls actividad de Pol I, as encusntra en tejidos eucariotes (fig -

16) ( 27).

b).- Mecanismos Postreplicativos (Procesos asociados a 1a recombinacidn).

Las alteracionss producides &l materiel gendtico que no .hayan -
sido removidas por los sistemas prerreplicatives, bloqusan sl proceso cor
tinuo de la replicacidn del ADN (lesionss no codificantes, tambidn 1lamaw-
das lesiones inactivantes) u originan errores en la lectura (lesiones codd
ficantes).

Cuando la hurquilla de replicacidén {replicdn), alcansa a una =
lesidn insctivante no escindida, el apaveamiento corrscto de base gn la -
cadens dafiada se vuslve imposible. So postula que la activided 3'op 51 =
exonueleol{tica (prusba de lz lectura) verifics el correcto gpareamiento
entre lg molécula molde ¥y la base incorporeda y pusde detemsr el proceso
de la duplicacién o sintesis reparativa en la rogibn con uma lesién inac-
tivante, La sintesis de la nueva cadens ss intsrrumpa pai-a_ gar reinmtoiada
on alzfn punto de la molécula del ADN, mis o118 de la lesidn no codificane
te. Como consecuancia se tendrin brechas en la cadena hija, Dichos hwcos -
no pusden corregirse por msdio de la reparacion por escicidn qus requiore
de una cadens complemgntaria intacta y debsn sor roparados medlante obro
procasc. En este tipo d_e daflcs, una codena recidn sintetizada tiona wa -
trecha (ADN con peso molecular bajo) y la parental la lesidn insctivanto.
S1 la bracha ha de repararse correctamsnte, deba retobrarss la informscidn
faltante. Las trechas que provocan las lesiones no codificantes en las cae
denas hijas son transladedas, por medio de recomtdmecidn a la cadena pro-
gerdtora intactay teniéndose ahora una cadena con la lesidn, apareada con

una cadona no dafiada y otra doble hélice con upa cedana no daflada apareada
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con una cadena con brecha, la primera doWle cadena puade sey reparaia por
escicién y la segunda por resfntesis de la brecha, gensrandose de gsta ~
forma moléculas con peso molecular normal. Las lesiones no codificantes =
8e puaden presentar en cadenas opusstas my tercaz una do la otra. Teles -
lesiones gl raplicarse eriginan brechas que se translapan. 5u reparacs.én
no pusde ser realizada por los sitomas corstitutives celulares, por tanio
deben inducirse sistemas de reparacién como el "SOS% para roBtawrarles. =
Alteraciomss en los sistemss ensimitices replicativos y/o &n presoncis de
anflogos de base, origlnan mala incorporatidén de vases (Hlim)-qm darf -

por resultsdo errores en la regidn de replicacidén ( 24 ).

" Mscanismo de Reqombinacidn.

La protefns RecA (produsto génico do resd) tiems dos my dife-
rentes funcionss: 68 una ensima que promusve la recombinacidn ontre cala-
nes de ADN, y o8 una proteasa qus reguls las funciones “5(B%, Bn la racon
‘binacidn tal como ccurre enm la reparscién postreplicstiva, su yrimera fun
cién es promovor el apasreamicnto homdlogo entre dos moldcudas du ADY, e
decir, Junter reglones con una secusrcla do bases complemsntarias y alimy
las do maxiara procisa para un indercarbio do cadonga., RecA pursde promovss
el gpareamiento homdlogo, entrs una cadona sencilla do ADN (o su equivalan
te; cadena doble con breoha) y un diplex. Este aparaniento tanblén es 1le
vado a cabo con ADN circuler tanto como linsal, pero no szi con ADW diplex
intecto.

No esta clarc atlin el mecanismo axscto do apareamienta, poro es
probable qus s) diplex con wna separecidn de cedens sencilla, v ol ADW in
tecto, primero entren en contacto no espec{fico mediante Rec 4, y lusgo -



se musvan an ralacidn con el otro, hasta qus se alinesen las bases comple-
mentarias, El presente proceso regquiers de energ:[a, Qe aparentemonts &3

suplida por hidrdlisis de ATP efoctuada por RacA, qus adopta una configu

racién activa sl unirse a las brechas en los diplex.

Son necesarias grandes cantidades de protofna RecA (una molécu
la por 5 psres de ses) pars el aparsamlento homdlogo. Una ves alineadas
138 molsculas, RecA promueve el intergambio reciprose de csdenss, qua Be =
lleva a cabo medlante ol cruzsamiento de una cadena sencilla. .

En prasancia de ATP, RecA realiza el intercamblo de cedenas al
mverse sobre las moléculas de ADN (migracidn de rama). En farma complomen
taria, se requiers de la accion de alpuna nucleasa para cort.ar las cadenas
intercamblodas, ADN polimerasa para %rellanar®? las brechas, y una ADN liga
sg para restaurar la continuidad del diplex. Bn la roparacién por recombie
nzcidn, so hayan también comprometidos los productos gdulcos de racB, resC,

rocl y otros, pero su papel no ha sido elucidade afin (fig. 17) ( 20 ).

2.« Sigtemes de Reparacidn Irdusibles Propersos a BError.

Como ya mancionamos RecA tiens funcionss de proteasa, como =
parts de un sistema regulatorio, qus ha sido seflalado como responsable de
ls genaracidn de arrores al momemto de reparar lesionss qus mo pudieron -
sor removidas por los sistemss corstitutives de reparacidn,

Radman en 197 1lamd a aste sistema de roparecidn, ¥S(E” par-?
tiendo de la ldea de qua era irducido como respwata deo dafio sl ADN, para
rescatar a la célula de una emsrgencla; de hecho la reparacidn R3(S8® s
la Wltima cportunidad de la célula para sobrevivir, muy probablemente con
aleuna (s) mutecidn (es), aunque on fltima finstancia el resultado mutdci_g

nel pasa a segurdo término (teniéndose una gran veriabilidad gendtica enw
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tre la poblacidn)e

Bvelyn M, Witidn en 1976, definid a la reparacién # S06 " co
mo una sctividad de reparacidn del ADN propspnsz a arrox , depondiente de
rocA* y lexA%, dnducida por agentes con la habilidad en confin do daflar al
DN, interruppir su sintesis o hacerla mis lenta ( 66 ),

La reparacidn ¥S(8® forma parte de un conjunto de funcionas in
ducibles, reguladas por M*/le___}_&* ¥ que en forma colectiva son conocidos
como funcioms SSOGH,

Las bacterias con un genotipo rei~ ¥/o _}_@_x_é° careceon de muchas
funcionas presentes en la cepa silvestra, en adicidn a la ausencia de ree
combinaciém, por lo que se dice qus lexA* y orucA* son genes altamente plaio
trépiooa (tabla 5).

La induccidn de las funciones SSOSYW ez inmiclada pur la activaw
cién da RecA ol unirse a ADN dfiplex con brecha, quion ghora funciona como
proteasa y rompe 2 la protefna LexA, qus &5 ol reprasor de todos los pemas
conocidos como Les funclones YSOB® inclwyydéndose s8f mismo. De esta forma =
1ss célules pasan de un estado no inducido {con baja tranacripeidn de los
gonos reprimidos) a uno induwido, donde la sf.ntg;ais de proteine Bse elevy
grardemsnte, Bste paso expsrimentalmente pusde sar bloguosdo en presenci.a
de cloranfenicol, al impedir la sintesis protéica. Cuando se completa lz
reparacidén y todo el AON ¢std en forma de doble cadena, Recd no se ectiva
més como protoasa de Lexi. La protefna Lexs recidn sintatisa&u ¥e no as 3
nactivaeda y puede reprimir nugvamente a los genes de les funtiones "S(8%;
la ¢élula ratorna ass{ sl estnde no inducido.

Entre los gerws reprimidos por la protefns LoxA se han identifi

cado @ lexA, rocd, wrA, wrl unf, al gam que codifica pera una proteina

irhibidora de la exonucleasa V, asf como tambldn la liberacidn del profago



TABLA & ERETES FIKIOMOPICES D recA=/lexA™ an Escherichia coll .

FENOTI PR

Sensitdlided al V.V, ¥y a los rayos X.

Inducitilided del profago A por irradiacidn con UlV.
Dogradacién del ADY despuds de irradisr con U.V.
Reactivacidn mutagdnica Weigle del fago lambda.
Mutacidn Bacterians (U.Ve)

Divisidn celular retardeda despuds de irradiacidn
con UV. ( erecimionto filamentoso ).

S{ntesis aumentsda de RécA, seguida sl tratamiento
con UV., dcido nalddfxico, sto. '
Reparacidén por oxcisidn de "parchado muyy grande™,
Iniucibilidad de Lo funclones RS0S™ on mutantes
e,

Reparacifn posroplicativa sensible a cloramfenicol.
Habilidad de recombinacién. J
Permsabllidad normal.

FUENTE;s Referencia 6b

rocA*/1axA*  raca™/lexA* recA*/lexA”

-

++4

+4

4fm

FUNCIONSS DEPENDIGN
TES DK recA*/laxA¥

Repara. 05", inh,

do la exonuclesasa 7V,
rop, cadens semailla,

Fase fagica 1ftica
Inhibidor de la exo V
Reparacibn "S@EN,
Repargeidn WS(8"Y,

Inhbidor del septo, -

S{ntesis de RecA.

Re'parscién nsmn,

Funciones MG,
Reparacién "S(3",
Ninguna.

?

=13
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lambda ( A ) (fig. 18).

Adenjs se han identificado mubantes de racA® qua  %encienden®
las funcionss "S(B® al elevar la temperatura a 42°C, sin requerir dafio -
previo al ADN, dichas mutantes se conocen como tif-1. Asi mismo axisten -
mutantes de recd (zab y 1lexB™) que son incapaces de inducir las funcic--
nes ®3(5¢, pero realisan on forma normal los proceso de recombinacidn. Es
as{ como se ha propussto qus RecA tiens dos sitios o reglones con funeibn
distinta; una imvolucrada en la recombinacidn y la otra en funcionsa de =
proteasa de LexA (fig. 18).

E) gens lexd puede ser tambidn mubado ¥ obtensrse en esta fore
ma, bacterias qua no induscan bajo ninguna circunstancia funcionss *SOBY,
como en @1 caso de las mutantes lexA™ en lag qw es producido un superri-
presor resistents g la sccidn de ReoA, ocscionindose un aestado no inducie
do permanente. Por otra parte, mubantes spr~ sintetizan una protefna LexA
no funcional ¥y en este caso, las funciones "SES* ga axprasan constitutiva
mante en la célula, Otras mutertes como rmmn”, tsl”, lex-113, expresan en -
forna constitutiva o nunca sxprasan una o varlas funciones R3(8%, Por ejenm
plo bacterias rmn™ no presentan mutabdlidad después de ser irradiadas por
UV, ; copa3 181~ expresan en forma constitutiva a cualquier temperatura -~
al inhibidor del sapto, chservindose por tanto un cracimiento filamentoso
¥, 4 la protefna RecA al slevar la temperatura a 42°C, teriéndose a lag -
funciones rastantes no inducidas en forma mormale.

El gono umf es importants en la inducclién de mutacionss como —
respussta a un dafio al ADN 5 umC codifica dos péptidos, uno myor y otro
manor que segn se ha sugsrido de alguna forma interfieren con‘ la repara-

oi6n libre de error, ocasionindose de asta forma la aparicidn de mutacioe
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no8 al momsnto de reparar el dailo. Afn cuardo éste mscanismo no asts clarn
80 ha propwato, quws los productos ginlcos de uml pusdan hscor ®infisles?
a las polimeresas existentes, alterande su activided de la prusba de lectu
ra 3' —3 5' exonmxleol{tica, aunque no se ha podido descartar la posibili
dad de la sf{ntesis de polimsrasas "infielss", auwentes en estzdes no indu-

cidos ( 20, 24 y 66 ).
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CEPAS pol A% y pol Al' DE Escherichia coli.

La copa W3110 auwxétrofa a timina ( thy~ ) deponde de ésta y

de tiamina para 8su crecimlento y, es normsl on su actividad de Pol I.

Lz cepa p3478 thy™ tambiédn depende de tiamina y timina para
crecer, pero tiens ectividad de polimerasa reducida { 0.5-1.0% de la ac
tividad normal do polimerasa I ), Fus aislada do la cepa W3110 thy™ -

con al fin de probar si la Enzima de Kornberg, era la responsable do
1a duplicacidn del material gendtico o si sélo participaba en el meva=
nismo de reparacién de dafio al ADN ( 30 ).

Aislamiento de la cepa mutante p3478.

Para tal fin De Lucia y Cairns, utilizaron a la cepa W3ll0 -
thy™ pol A* a 1a que sometieron a la acciln del potente mutégeno ENNO -
(N-moti1-N' -rd trosK-nitresoguariding) . en medio uqmo durante 20 min; Pa-
sado dste tiempo una alfcuota de este cultivo fud sembrada en cajas de
agar para aislar colordas mutantes, Dichas colonias se dejaron crecer y
cada una fud probada (mles) hasta encontrar s aquells que presesentd =
actividad de ADN polimsrasa reducida ( pol 43~ ).

Para comprobar qus la clona p3478 tenfa actividad de polime-
rasa deficiente, dstas cdlulas fueron sonlcadas y los extractos enfrene
tados con ADY de timo de carnero también somicsdo en presancia de dATP,
dGTP, TPy 3MTTP, Bs asf que por medio de la incorporacidén de la marce

. radiosctiva ( centelleca/minuto ) se demostrd que posefa una actividad
de 0.5-1,0% de la actividad normal de polimeresa. ‘
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Algunas propiedades de la cepa silvestre ( W3L10 ) y la mutants ( pu78 ).

La cepa nutante al igual que la cepa criginsl se multiplica
a la misma vesocidad, pulen ambas cracer en egsr sdndmo ¥y en completo
en un intervalo de tomporatuwra de 25% hasta 42°C; Ju diferencic dg «
1a cema originsl y la mutante en cuanto a crecimtento, gs qua ésta fle
tima oreco en un tamaffo do colonia ligeramsnte mas psqusflo qus la cepa
original, ademis do qus an occasiones 3¢ ha reportado qus la cspa mutada
pérece tonar dificultsd en salir de la fase estacicnaria ( aunqus dicho
fenbmano no se ha estudiado lo suficiente }. ambas capas resultaron iwe
gualmonte sensiblas a la accidn de los bacteridfagos T4+ T5s Tye lambda
y a1 fx17% 4DN.

‘Ka cepa silvestire pol A" os resistente a la presencia da »
matil metano sulfomato { 100% de sobravida ), a concentracionas qus en
el casp de la cepa mutoda pol A9~ solo se obtlsne una coloma resisten

te por cada 107 células, en presoncia del mismo mutigeno.

Groes y-Gross en 1969, reportaron que la copa aislada por De
Lucfa y Celrns ( p3478 ), ademis de temsr una actividad redumcida de po
l4murasa, presentaba una gran sensitdlidad a compuastos que dafiagn 8l =
ADN como @3 el caso de la lus U.V, y del metil matanosulfonato ya men‘-n
cionado, seffalando también qua eﬁte tipo de caracterfsticas dependian
da una sola mutacidn ( paso mutacional ), pws cuando se reviarts :ii-

cha mutacién, las cepas adquieren poca sensitilidad a la U.V, al M$S ¥y
la actividad de polimerasa es siefdlar a la de la cepa original.

En ese mismo reporte, esta paraja de investigedores identiw



93e=

ficé que 1a mutacidn que afectaba la actividad de polimsrasa, ‘80 encusn
tra localizada entre el gene metE y rha, aproximadamante al minuto 75

del cromosona de 8scherichia coli. La mutacidén es recesiva con respscto

al gene silvestre pues en una bacteria que contenga a ambos genes (pol A*
y .P-?th.-) sa tendra una actividad narmal de ADN polimsrasa. La mutacich
de la cepa p3478 es de tipo ambar ( UAG } ya qus resporde a 1os supreso
ros Su IT* y Su III* ( suprimen dicha mutacién ). Tanto la cepa silves~
tre como la muteda llevan a cabo la recombinacibén gendtica en forma nor

mal ( 10, 18)e

CARACTERISTICAS GENBRALES DE L& CEPAS rec” Y rec™ DE Bacillus subtilis.

Aislamionto de la cepa H-17,

Bsta cepa fuf aislada de bacterias Marbur 15 argh=15 trp-3,
a travds del método de alslamiento de uha colonia, de qilenes se obtuvo
comd una cepa recaptora estable con propledades transformntos, que ‘se

denondnd H-17 ( NIG 17 ) argA-15 trp-3 rec*.

dislamiento da la cepa M-45.

Cuando se somotid a la cepa B-17 rect a la accién de M -
{ 500 ug/ml a pH de 6.0 ) se obbiivieron muchas colonias mutantes que =
fuaron sensibles a varios tipos de radiacionss; estre dstas so aisld a
una ceca con gran sensibilidad a ravos gamma y luz UV, Dicha cepa se
danomind M-45 ( MG 45 ) argA-l5 trp-3 rec-45, qus ers deficiante en el
mecamismo de recombinacién dol ADN, al presentar baja capacidad de trms

formaci6n ( on prosancia de ADN tranaformante ), tramsfecoién ( con el
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fago PBS I ) y, alta sensibilidad a la luz U,V., rgyos gamma, mtomici~
na C y motil metanosulfonato. Por otra parte presents un mecenismo de =
escicién de lesiones del ADN normal {Hcr*), 21 igusl que la cepa H-17

por lo que 89 puede decir que ambas copas son pol 4% ( 54 )
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"MATERIAL Y METODOS

La praparacioén de todos los medios y soluciones empleadcs en

las diferentes técnicas a realizar, estaran descritas on el apéndica,

1.~ Material Bioldgico.

a) Origen de 1las cepas de £. cold..

Las cepas de Ba coll pol A}~ y pol A* fuaron generosamente -
donsdas por el Doctor Herbert S. Rosenixranz; del Departamant of Moroe

bioclogy, New York Madical Collage, Valhalla, New York 20595,
b) Freservacion de las cepas.

Las cepas estaban conteuldas originalmente en pequfios wie-
les con medio semis&lido { al 0.6% de agar ), sembradas por plcadura.
De los viales se toma uns asada de bacterias, que es disuslta en medio
1{quido HA+T ¥ se roaliza el alslamiento por estriss aen cajas de agar
HA+T ( agar al 1.5% ), se incuban a 37°C en la obscuridad. Una voz que
las colonias esten bjen crecidas, se ponsn una por una en 10 nl de ma-
dio 1{quido HA+T y se incuban por agitacion a 37°C en la obscuddad, =
hasta que los 2 cultivos alcancen la fase estacionaria, pol A* a las -
18 hr y pol 4;7 a lac 19 hr. A ambos cultivos se les verifica la activi
dad de polimerasa I en forma indirecta, al enfrentsrlas a compusstos ge
rotédeos ( mgtil matanosulfonato, etil etanosulfonato, cristal violats,
etc. ) y no genotdxicos { cloramfenicol )}, As{ mismo, de estos mismos =

cultivos bacterianos so obtlenen reservas de cultivo primario y subcul-



tivos ( reservas secumdarias ).

Resarvas de Cultivos Primarios.

4 porciones de Y ml de cultivo de pol 4; o pol A* de fase -
estacionaria, 86 les adiciona glicerol a una concentracidn final del 10% -

¥ son almacanadas a =20%C,

Reservas de Gultivoes Secundarios,

Sa hace crecer un cultivo primaric tomando una asada de la =
bacteria e inocculando en 10 ml de medio lfquido HA + 7, se imcuba a 37°C
y se deja qus alcance la facs estsolonaria, cne ves crecidas lus cepas
~ 80 ponsn por medio de estrlado sobre tvbos que contengen agar inclinado

o on cajas con agar HA + T ( método de sstriss on paralelo }, se incu~
ban toda la noche a 37°C y Ba tramafieren al refrigeradar { 4C ) hasta

8u UBO.

Bs muy importante que a las ressrvas secundmrlae antes do g
sarse, 5e verifiquas lg respuasta al cloranfenicol { control negative }
¥ ¥6 ( control positivo ) per medioc del emsgyo estarder. Si alguna ce
pa no responde a estos compusstos, se debs dssechar y rezliser otrv -

cultivo sscumdario g partir de los cultivos pmimariocs,

Para evitar que la cepa pol Ay~ revierta a su fenotipo polal
debe tenerse cuidado de taparla o incubarla en la obscuridad, 258 como
no hacerla craecen en medio completo, por ser um medio qw favorecm{a =
ol desarrollo do 1a capa pol A* surgidas exportimeamante entre la pobla
¢idn de pol 8",
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Los tubos o cajas qua contengan cultivos secundarios, dsben
sor desechados sl mes o mes y medio, debiéndose ocbtener nuevas rveservas
para asegurar de esta forma qus cada capa mantenga sus caracterfsticas

originales ( 53 ).

¢) Oripen de las Cepas de Bacillus subtilis,

Las cepas de B. subtilis ,rec* ¥y rec~ fuaron gensrosamante -
donadas por o), Doctor Tsunao Kada; Institute of Genetica, Misima, Sizuo

ka~Ksn 411, Japan.

Reservas de Bacterlas.

Se toms una assda de las cepas y so slembra por separade on
19 ml de caldo nutritivo { Medio complato Oxoid B-2 ) y se dejan crecer
toda la noche, para posteriormente tomar 3 ml de cultivo y adiclonarles
1 nl de glicerol al 50%. Se mesclan parfectamente ¥ se congalan riplda-

mnte en hielo seco y se almacenan a ~80T.

Cuando las cepas son utilizsdas para prusba de genoletalided,
sa descongelan y se siembran en 10 ml de caldo nutritive incubindess du
rante 18 hrs. a 37°C. Debon de somsterse en forms rutinaria & los cone
troles ( + ) 4-mitroquinolina-lséxido { 4~M0 ) y mitomlcina C ( mit.C)

para asegurarse de qus su respussta sea la correcta.

A partir de sstos cultives bacteriancs ss obtuvieron las for

mas esporuledag de las cepas de B. subtilia.

Y
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Obtencion de Bsporas

A cajer con agar Shaffer modificsdo se le agroegaron 0.5 nl de
cultivo de toda la noche de la cepa M-45 © H-17 ( ecrecidse en caldo nu-
tritivo ). Se esparcen blen con un tridngulo de vidrio en laz superficie
de 1a caja, sa dejan secar ¥y se incuban a 37 °C durante 9 dfss. Pasedo
oste tiempo las esporas son raspadss con una espitula estéril y coleca-
das en 20 m) de medlio m{nimo de Davis Minziold (M.M.D.K.), s¢ resuapan=
don y se transfieren a tubos de centr{fuga en porcionas de 5 nl, adicdo
nindoles entoncos lisozima a una concentracién final de 2 mg/ml y se in
cuban a 37°C / 30 min, Pasado este tiszmo se les agroga dodecil sulfato

da sodio ( SIS; concentracién final de 1% ), se agidta y so deja i,iwuba!'
a 377 dura'nto otros 30 min. 4 continuseidn, sa centrifugan loa tubor a
3,200 rpm dutante 6 min; se retira ol sobrensdants y se lava 6 o mis ve
ces con égua destilada estdril hasta bacer desaparecer la sspuma del de
tergente. Asf,la pastillas resuvltants se resusperde en 2.5 mlde agua dege
tilada/ tubo, se junten todas las porcionss on un 86lo y se ajusta el =
nimsro de espores a 3 & 107 asporas/ ml de agua destilada estéril, con

syuda de una ciamara de Naubauer,

Regorva _q_g Bsporas,

Las esporas se mantienen en susponsldn con agua destilads =
estéril a temperatura ambients, o a 4. So ha visto que dsta fltdma =
permite la viabilidad de las esporas durante 1 o 2 afics ydapuds de daw
to tiempo, se deben daesochar y obtensr nuevas reservas de sesporas, =

para no correr ol rieogo de quo las cepas esporuladas plerdan sus mayre
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cadores gana’tic’os { 22 ).

A partir de las esporas también se pusde obtensr bacterias =
al sembrarlas en caldo nutritivo B-2 y, dejindolas crecer toda la noche.

o) Homogenado Hepatico.

Mitodo da Induccidén de Bmaimas Microsémales de Higado de Rata o

Se utiiizaron ratas macho de 200 a 250 gr de peso, de la cepa
Wistar-20 a las g Se les adminmistrd por via intraperitonesl, 506 ng/
kg de peso, de aroclor 1254 dilufdo en aceite de mafz a una concentra-
cidn de 200 mg/ ml. Durante un perf{odo de 5 dfas despuds de la inocula
c:lén, se mantuvo 4 los animales incculsdos con alimonto especial para
ratas y se les permitié tomar agua ad libitum, Veinticvatro hrs an
tos de sacrificarlas ( cuarto dfa ), se les retira sl alimento pero no
8l agua, es3to es con 91 fin da que ol amimal plerda grasa del higado y

el honogenado no qwede grasese ( 8 ),

f) Preparacidn de la Fracclén 5-9,

Todo 61 material ocupado para la diseccidn, asf como las so

lucionss qua se utilizan deben de esterilizarse previamsnta.

Al quinto dia de tratamiento las ratas macho son sacrifica-
das por descerebracidn, Se coloca al animal en zona estéril qus se lo-
gra por sjemplo, con dos macharos Bunsen, uno a cada lado del animal =
que terdri la parte atdominal hacia arriba. Ssta replén se limpia per-

fectamonte con alcohol; con la aywla de pinzas y tijeras se quita toda
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1la riel de esta regidn, con otras tijeras y pinzas se quita el misculo
del abdoman y se dejan sl descublerto las v{sceras. Con un juego de -
tijeras y pinzas mis pequefios se retira sl hfgedo. Da aquf en adelante
todo el proceso se reallza a 4C con el fin de evitar la inactivacidn
de las enzimas hepéticas; 8o coloca el hfgado en un vaso de precipita-
dos tarado que contenga 15 ml de una soluwcién frfa de cloruro de pobae
sto ( BB1 ) 0.15 My se determina el poso del higado, aproximsdammnte
15 gr, se lava con la misna solucidn cuantas veces sea necesarioc para
quitar toda la sangre. En otro vasoe de precipltsdoes se agregan 3 ml de
K1 0,15 H por cada grawmo de higado, Se corta en pedazos pequafios con
gyuda de ungs tijoras largas y so homogemiza por madio de un homoge
nizador Potter-Slvehjem. E1 homoganizado asi obﬁenido 86 pasa a un vaso
de precipitados de 250 ml, de aquf se tramsfiere a tubos de centri{fuga
se gguilibran y se centrifugan a 9,000 xg a 4°C durante 10 minutos. 4
continuacidn, el sobrenadante { fraccidn denominada S«9 Y s5e envasa en
frascos o viales en diversas cantidadaes segiin se requigra, s congelan
an hielo seco { aproximadamsnte 5 min ) y se almacenan en m ultracone
golador a ~-80°C.

Lo cantidad de S~9 qus se agraga eon cala experimento @3 sSue
mamante importante para obtaner una respuasta, por lo qus debs tensrse
pracaucién ds avariguar cual o5 la cantidad Sptima antes da realizar -
cuglquier prusba de genotoxicidad. Para lograr éste objetivo, debe de
llgvarse a cabo ona curva dosis-rospuasta con una concantracidn corstan

~te de un compuesto con accidén mutagénica conocida y, que requlera de ac

tivacidn motabdlica con diferentes cantidades de Se9, Los mutégencs ue
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tilizados para este ensayo fusron benzo (a) pireno y 2-aminoantraceno a

una concentracién dé 10 meg y 0.5 meg por caja respectivamentes
g) Mazclas de Activacidn Metabdlica.

1.~ Preparacidn de la Mozcla S=9 / ml ( Ames y col, )
NADP w.csvvecacenscsavovsscnseasases 00030 gr.
Qb= sassssccsssscssnsscosssnasnrss 00013 gr.
Sol. de MCl 0.4/HC1 1,65 M eveveees 0,02 ml,
Amortiguador do fosfatos de sodio
0e2 M PHEZ Ted eosessessscrscnscrarse 0.7 nl.

Praceldn 5«9 cecesssessecscacsasescs 0,1 Bl 0 Sogln se determine #

%,= La cantidad éptima de la fraceién S-9 / ml de Mezcla de activacidn,
fué doterminada por engayo de diversas cantidades de fracciénS-9 { 20
a 400 o1/ ml de Mazcla de activacidn ) segiin ol mdtedo de Amss y col.

con 2 cepas da Salmorells typhinmurium TA 98 y TA 100 con 2 corpusstos =

praganotdxices control; un hidrocarburo policiclico aromitico ( bengo =

( g ) pireno } y una amina eromatica { 2-aminoantraceno } (1 ),
2.~ Proparacidn de la Mezcla S-9/ml de e coli ( HByman y col. 19 )

HADP cemecscssnceccrsocersacensnocss 20023 gr.
GubmP snosnsonsencensasnsnsonsssrsesas 0e0017 gr,
MCL Qo1 M yeeecccccavacecasnnsscase 0,06 ML,
E51 0,1 M seevencoossssnssoncsncaces 0.25 ml,
Amortiguador de f{osfatos de sodlo

loo Mﬁ": 7.10 svepPeseenoeTsNsEIL DS 0.39 mlc
Frscc:lan Se0 sasewsevccccvsnnsasensse 0,30m,



102.‘“

3.~ Soluwcidn de cofactores para B, subtilis ( Tsuneo Keda y =ols 1 )

Solucidn Amortiguadora de fosfatos de S0d10 sevecsvess 12 nH

l@l PRI RN PRI PRI RS PRI P I P IC IR PINP R RDET RN PR NOIRAC IS 8 Y H

ml BB OPIRIENSRTLCEN N r I RIBITRGINGIGPICGROLGICINNPDEPRE 33 ?H

= 7.2
4o Praparacidn de 1la Mozela S-9/ ml , para E. coli ( & Carrol y Piper )

HADP cosvverovescessnecvanssenersass (0015 gr.

Gub=P qeoencanteoscearsenancauscsnss 0.00005 gra

Sol. MLly Oad M/ ECL 2065 M ceereas 0.01 ml

‘Amortiguador de fosfatos de sodio

0,052 M pHD 74 cecvssscssecnsesiocs 0,965 nl

Fraccidn 89 sececcecscrconerensevco 0,035 ml’ (’3’7 ).

2’- I"atm_f‘}. Q ufmoo.

a) Swtanciss de Prusba. _
%o compuastos quinicos antiparasitarics fuevon chtamides da

diferentes industriass farmacduticas.

Compunstos Antianibianocs.

. La dehidroemstina, el difesfato da cloroquina do Laboratories
Hintrop; diyodohidroxiquinolina ¥ yodoclorohidroxiquinolina de laboratoe

rios Carnot.
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Compusstos Antihalminticos.

El hexilrasorcinol, hidroxinaftoato de befenic y msbendazol
‘da laboratorics Columbia; niclosamida de laboratorios Bayer; pamosto -
de pirantel de ICN Farmacéutica; pamoato de pirvinio de laboratorios =

Columbi a,

Compuastos Conbrol,

Como controles nsgativos ss wd al cloranfonicol levigiro =
de laboratoriocs Mesgafarma S.A.y ampicilinag de laboratorios Carnot. los
controles positivos fusron: Ciclofosfamida de Schering Mexicana S.A.;
furazolidona de lab. Columbia; diclorhidrato de quinacrina, 4-mtroqui |
nolina-1-éxido, banzo (a) pireno, 2-a=ﬂ.noantr~aceno, otil matanosulfona
to, matll metanogulfonato, mitomlcina G, 2~amino fluoreno y cristal -
violeta de Sigﬁxa Chemicals; Nemotll-N!'=nitro~-N-nmitrosoguanidina de Al-
drich,

El solvente utilizedo fud el D}SO (dimetdl sulfdéxido), a ==
excapcién del difesfato de cloroquina, dehidroemstina y clorhidrato de
quingerina que fusron disueltos en agua destilada estéril. Se sabe que
un compussto que ha 8ido preparado ¢n un solvente y se congela, plerde
sa activided qufmicae Para oviter tal efacto todas la soluciones se ma

pararon el d{a de la slaboracion de cada experimsnto,
b) Reactivos.

Fosfato dibgnico de potasio ( KoHPO, ), foafato monobisico
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de potasio ( KHyPO, ), fosfato dibasico de seddo ( :m?_};m‘,:aﬁ:gc by foa
fato monobasico de sodio ( Nall 3P0z Ho0 Y, citrato de sodio dihddrabado
( NaBGf,HSOr,. 2H,0 )! sulfate dae amordo ( NHA(SO4)2), sulfate de magnsale
heptabidratado ( M50, . THH0 ), sulfato ferrosoe haptchidratado ( Fe80 o=
TH,0 ), cloruro manganoso tetrahddratado ( M3 Ly04H,0 ), nitrato de ca}._'
eio tetrahidratado ( Ca(N03)5.4H0 ), claruro de potasic ( KCl ), dex-
trosa anhidra { CgHys0g ), cloruro de magmsio ( MLl ), dicromato de
sodio ( Mafiry07.H,0 ), cloroforme ( CHLL ) fuoron obtenidos de Baker

Analyzed Reactivo.

La timina; clorhidrato de tiamina, lizosima, D-glucosa-6-Lfog
fato, bota-riacin-zderdn~dinucledtido fosfato, dimetil sulféxide, se ob
" tuvleron de Sigma Chemlgals, hidrolizado éci&o de azaeing, pirpra de -
bromocresol (indicader de pH 5.2-6.8), dimetil sulféuido do Marky dode-
¢1l sulfato de sodio do Blo.Rad Laboratorissy acido sulfirico irduntrial
de reactivos Analfticos Reasol; Aroclor 1254 de Analabs INC.

¢) EBqulpo.

Planchg de calentamiemnto para 60 tubos Multiblok Henter de «
temperatura ragulable y un masclador para tubos Super-mixor de Lab-Lie
ns Inatrumsnts INC.; plancha de agltacidn magndtica de Laboratary Stire
rer; potencidmetro Zeromatic IT y centrffuga clinica da Bactman; bafio
da agus con agitacidén y temperatura comtroladu ¥ un mleroscepin dptice
de Amsrican Opticel; autoclave Gyclomsticontrol de Marsh Instrurent Gom
pany; un cnante colordas New Brunswick Scientific; refrigerador y cone

golador de 4°C y 20 respactivamente de IEM de Mixico; ultracongelador
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de 0 a ~170C do Kelvinator Gomasrcial Products II1C.; balanza analftica
de latler; centrifuge Swrvall RC-5 Superspeed refrigerated centrifuge;

incibadora ajustable y horno para secedo de material.



e . L om - AR v oty
L LS AL ¢ o D L O G T St S N

Bscherichia coli.

1.~ EXBAYO D3 DIFBION BN AGAR SIN S~9 ( ENSAY0 ESTAMDAR J.

A partir de las reservas secundarizs, so preperd un cultivo

de toda La nocha { aproximadamante 2 X 1n?

colo/ul ) sembrando una asa
da de bacterizs en 10 ml de madio HA+T liquide o incubéndclo a 370 -
con agitacidn dwrante 16 hrs para la W3110 pol A* y 19 rs pars la ce

Pa p3478 pol L3 . Ambss cepas se incuban en la obscwidad.

Del cultivo de toda la noche se toms 0.1 ml en un tubo con
tapdn de rosca estérily se adicionan 2 ml de ogar semisdlido HA+T man
tonldo a una temperatuwra entrae 42-47T. Se mesglan y se vierten en una
caja de medio 56lido HA+T, esparciendo perfectamante con un movirdento
roﬁatorio, 8@ coloca en una suporficie plana v se deje soclidifjcar ( 2
proximgdamante 5 minutos ), Cuando la supserficis del agar ha solidifi=
cado, 88 coloca on el centro de la caja un disco de papel £iltro de a=
proximsdamante 6 ma de didmetro (tipo antibidtico) astdril, se le sdiw
ciona 2 éste 10 o 20 mel del compucsto, Despuds de la incubacién an -
la obscuridad & 37C dwante 1824 hrs, se amidor los didmotros de inhd

bicién de erscimiantos

Se puede tambidn utilizar 0,1 ml dsi cultive diluido 1:10000
en luger de las bacterias no diluldes, ésta wodificacién di afe sensilh
14dad al ensagyo y avita ls presoncia de halos dobles da crecimjento, -

que se llagan a obtensr con el uwso del cultivo concentrado.
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BY disco de papel filtro pueds ser sustituide si me practica
la horadacidén de un pozo en el centro de la caja de aproximadamente «
12 mm de didmetro ( una vez seco el agar semisélido con las bacteriaﬂ )
A continuacidn se sella con 0.1 ml de agar semisdlido, de tal manera -
que €l pozo quads con una capacidad final de 100 yl, Esta segunda modi
ficacidn al mdtodo permite la aplicacidn de una mayor cantidad de come

pussto de prusba ( 100 }xl/ca:]a ).

Interpretacién de Resultados,

Un diametro de inhibicidén de crecimlanto renpor para la pon;"
en relacidn con ol de la pol Al' » 80 considera como respussta ganoietal
positiva ( + ); cuando los halos de inhdbicidn son iguales, el compuss
to no es genoletal ( = ). El presenta criterio de interpretacién no es
tabtlece un nimerc mimimo de mm de difserencia entrs pol A - pol Al’, -

para considerar a un compuesid negative o positivo ( 67 ).

2.~ BYSAIO DE SEFENSION LIQUIDA MIDIFICADO SIN 5-9,

En este ensayo tambidén se utiliza un cultivo de toda la no-
che ( con log tiempos de incubacidn arriba mehcionados )e E1 nimro -
de bacterias se ajusta en lo possible a una concqntracién fingl de 2,000
a 3,070 unidades formadoras ds ¢olomies/ ml de medio 1fquido HA+T, En
un tubo de tapén de rosca se colocan O,1 ml de esta dilucidén ( 200 a -
370 u.f.c./tubo ) ¥ se los adiciona 20 pl del compussto de prusba o sdl
vante, Se mazclan parfectamente con asyula do un vértex y se incuban du

rante 2 hrs a 37° C con agitacidn baja. Al término de la incubseidn, -
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80 agregan a cada tubo 2 ml da agsr semisdlide HA+T conssrvage & tanpe
ratura de 42~47°C. Se mszclan rapidamante v se vierten et cajes de a~
gar s01ido HA+T; se dejan solidificar y se incuban a 37°C durente 24 a
36 hra, Cumplido el tiempo de la incubacidn, se cuenta el nimero de -
colomas sotrevivientes y se calcula 81 % e fndice de supsrvivencis Pa

ra cada compussto.

Interprotacién de Resultados.

El % de supervivencia se calcula al dividir el nimero de co
lonias sobraviviontes con el compuasto de prusba, artre el nimsro do -

colonias sobrovivientes con ol solvsents corrsspondionta,.

El {ndice de supervivencia (I.S.) se obtiens al dividir el
% de suporvivencia de la pol A, entro el de la pol A*. I.8.3 0495 =
se interprata como compuesto no genoletel; I.S. entre 0.85-0.95, se -
considera como compues#o de sctividad genoletsl dwdosa; IS.< 0.85 se .

toma como un compussto genoletal ( 58 ).
' 3.~ ENSAYO DE DIFISION EN AGAR CON 59,

Para este ensgyo se utilizaron a3 mismas condicionss mofniwe
cipnades pera el mdtodo sin S-9, So dsben taner bacterias comenﬁrmdas
.o diluidm 1:10,000 { 0.1 mi ) junto con los 2 m‘!..du agur de superficie
y 8o agraganh 0.5 uwl de Mszcla S-9, preparsda sogin Amss y colaboredores
(200 pl de homgenado/ L do mezcla da activacidn ). Una ves seca la =
suparficie da la cala se coleca un disco de papel filtro, al qua se le
‘aflade 20 pl del compuasto de prusba. Se incuba a 37T en la obscuridad
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durante 24 hrs. La interpretacidn de rasultados es la mlsma que para 6l

emsgyo de difusidn en agar sin S5<9,

4o~ EMSAYO DE SUSPENSION LIQUIDA CON 8=9.

BEn éste ensayo se utiliza a las bacterias diluwidas ( 2,000
a 3,000 u.f.c,/ ml de madio BA+T ) v se toma una alfcuota dé 1001 m-
en un tubo con tapén de rosca, al qus so le adiciona el compussto de ==
prusba o solvente (10 o 20 1), & ésta mazcla se le agrega diferemtes -
cantidades da mszcls de activacion S«9 y sa incuba durantc 60 a 90 min
a 37°C con agitacidn lenta ( ver tabla 15 )o Al término del tiermo de
incubacién, on 1os ensayes 1 al 4 se toman 110 }2 de la mazcla incuba=-
da y se sdicionan a un tubo con 2 nl de agar semisSlido HA+T. En los en
sgyes 5 al 10 se agregan dirsctamente los 2 ml de sgar semisélido, En =
ambos casos 5o magclan los tubos y se vierten en cajas de zgar aélido,
ge dejan solidificar y se incuban on la obscurided a 37°C dmrante 2436
hrs.

Bl cilculo del o I.8. , Ba reliza como ye Se indicd antew

riormante,

5,= BISATO DE MICROSBFEIBION ( MeSeA. Y.

Mitodo do microplacae

Do um cultivo de toda la noche en 10 ml de medio lfquido -
‘Ra+ T ( pol Al‘“ ¥ pol A* ) a 37°C con agitacidn, ss ajusta una suspan
sién bacteriana a apraximadamonte 20,000 u.f.c./ ml de medio 1fquide.
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1°7 Pasoe~ So egregen 50 yl de uwndlo l{quido del poso L al 12, dw wu

2.

30

L°

6.

70
80

microplaca de pléstico desechable ostorile

Paso.- Se afiaden 50 pl del compussto 4l pozmo nimero 1y se h@w -
dilucionas dobles dol pozo 1 al 12,

Paso.- 8¢ adicionan 50 pl do ‘mzcla de activacién $=9 o solucidén =
de cofactores (prepareda segim M Carrol, Piper y Keech) sa
gln sea ol caso, del pozo 1 a) 22 ( & ).

Peso.~ A todos los pozos de prusba, se las disds 50 J1 de la suspen
646n baoterigma 20,000 u.f.c./ml con lo cual, shorg cada =

pozo conbiens 1;000 u.f.co

_ Pagso.~- Se mszclan porfectamente todes los pozes.

Psgo.~ 8a cierra la microplaca y 8o gella, para evitaxr uns excosi=
va ovaporecifn,

PeBoe= So :lmubaﬁ a 37/ 24 hrs ainvagitacién en la obzcuridad,

Psso.- Se determina ls concentracidn mfuima inkdbiteria ( CoM.T. Yo

C.M—.IA, ee 1a concentrecién mfning de un compuasto, capss de inhibir el

v crecimionto bacteriano, !

Interpratacién de Resultados,

Sg determina ¢l Gltiwmo poze sin crecimtonto bacteriano apa=

rante, Los posos con creciminnbo presenten turtddes ¥y 1os olaros frhibd

( # )o~ La solucldn de cofectores se prapara igusl qus ia mezele do ae -

tivacidn, psro no 1lsva S-9 ( 0 P do freecidn 349/ ml de solu

cidn ), éato se sustituys por solueién nmortiguadorsa.
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cién del maro,

Dos o6 mis pozos de crecimiento a favor de la poli* con rege

pocto a la poliy”, se interpreta como actividad genoletal positiva (37)e

Para facilitar la determinacidn del crecimiento bacteriano,
s8¢ pusde utilizar un indicedor de pH, pirpura de bromocresol; a cada =
pozo 8¢ la afiade 10 Wl {de una solucidn 2mz/ml de agua destilada) y se
obsgrva el color producido. Un color azul obscuro indice ausencia de -

cracimientoj um color varde~amsrillento indica la presercia do ésts.

Baeillus gubtilis,

1,~ }ET000 RAPIDO DE ESTRIAS SIN $-9,

Las cepas H-17 rect y M-45 rec™ se hacen crecer an 10 ml de
caldo mutrivo E-2 Oxoid o Nutrient Broth Difvo, con agitacién a una tem

peratura de 37°C, durante toda la noche,.

Cada cultivo se estrda en 1a supsrficie seca de una caja de
medio completo y se deja secar. las estrfas se hacen de tal forma quo =
tengan un angulo de sepsracidn de aproximadamente 45 grados una con res
pecto da 1a otra. So debe evitar que se junten ambas gstrias, se coloca
un disco de papel filtro sstéril comteniendo los 20 11 del compussto de
prusba o solvents. Bl disco 8e pona on el extremo donde ambas astriss -
sstan formando el Angulo ( vor figura 24 y 25 ). Se incuban a 37C/ 24

horas y se determinen les sonas de inhibicidn de crecimiento,

A Sate mitodo se le pusden hacer dos modificgeionssy le pri-
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rera ¢8 utilizar bacterias congekades a -807, on lugar e las du cultl
vo da toda la noche; ¥y li sezunds 08 realizar una incubacién fxfa ( 4%)
durante 24 brs, previa a la incubacidn da 37C ( 22 ).

Interpretacién de Resultedos,

8o considera como compwssto genoletal, a aquel quo gemera zo
nas de inhibjeidn de orecimlento muyoras en M-45 qus en la H-17. La di~
foroncia de irhibicidn debs ser mayor o igusl a 4 mm para considerarse,

como respuesta genoletal positiva { + ) ( 62).
2.~ BISAYO M REC ® CON ESPORSS SIN 8-9,

Ep una caja de patrl vecfa se ponen, 170 $1 de una Ssuspsn—
sidén de esporas con una concentracion do 3 X 107 osporas/ ml de sgua -
destilada estdril, S& zdiclona a continugcién 10 ml de agar comploto
vaemisélido al 0.8% con una temperatura de 42-45 °C. Se mgaclan perfece
tamente ol agar y las esporas, con un movimlento rotaterio; sg dejin =
solidificar en una suyarficle plans durante aproximsdamants 10 minutos,
So coloca en el centro de la cajs un disco do papel filtro asteril, al
que 80 le agrsgan 20 pl del compussto ds prusba o solvents, Se incuban
a 37°C dwante 18-24 hro ¥, 8¢ mde el diametro de inhibicidn de cre
ocintento,

En éste ensayo tambidn, se pueden ircubar les cajas a 4°C /
2, hrs antes ds pasarlas a 37°C y, utilizar bacterias en sustitucidn -
de asporas ( 22 ).
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3,- EISAYO ® REC ® CON ESFORAS Y S~9

El método es el mismo que para el ensgyo YREG* sin S-9, la =
dnica modificacion es la de afigdir 0.3 @l de l2 mezcla de activacién —
8~9 preparada segin Ams y cole Junto con el 0,1 ml de las ssporas { 22)s
Todos los ensayos coh S=9 1levaron su control con la solucién de cofac-
tores correspondiente. Bl volimen de la frmccidn S~9/ ml de mezcla de =
activacidn es sustituido ( como on el caso de E. gold ) por ol amortiga

dor do fosfatos empleado on cada mzcla ds activacidn,

4o~ OTROS BNBAY(S CON ESPORAS ¥ S-~9,

A)e= 4 un tubo con 2 md de agar completo semisdlido al 0.8% se le adiclo
ne 0.1 @l de esporas H-17 o M~45 ( 3 X 107 esporas/ ml de agua deg
tilada estdril } y 0.5 ml de 1a mezcla do activacidn mstabSlica =
preparada como indica Args y col. ( ver secciém material bioldgi-
co ). Se mazcla con gyula ds un virtax y se agrega. en cajas con
agar completo s86lido. Se dejan solidificar y posteriormante sa les
coloca en el cantro, un disco de papel filtro qua contleno 20 -
del compussto de prusba o solvente. Las cales se incuban a 37 du

rante 24 horas on lz obscuridad,

B)aw= A cajas de M.IV.B. sélido complemsntzdas con 10 pg de trp y 10 g
de arg/ rl de agar, se les adiciona 0.1 ml de esporas H-17 o M-45
¥y se asparcan cen syula de un tridngulo de vidrio flamsado ocon gl
cohol. 53 dejen secar y se horzdan 2 pozos por caja, se sellan con

. 5 go*as ds agsr solido del mlasmo medio. A astos rozos se les sfiadm
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100 pl de una mezcla quo contiems50 yi del comruosto de oromez,
un pozo y solvents en el ssgundoj a ambas se les adiclona 50 3l de
la meacla de activecidn preparado como indica Amss y col. Las caiss

se incuban 24 hrs a 37°C.

Para éste ensayo se utilizan cajae de agar sdlido de M.M.V.B. com
plemantadas con 2% do calde nutritive Oxold (vA), 4 dstas se les
éaparce 0.3 ml o 0.5 mi de lg mozcla du activacidn metabdlica pre-
parada conforma a Amas ¥ col. con aywda de un tridngule do vidrio
flamagdo en alcchol. Las cajas sa dejan tecar y poaterioraente se
astrian asedas de las esporas M-45 y H-17, sagin ol mitodo rapido
de estrfas ya descrito. ILa mitad de las cales se incuben a 4°C du
rante 24 hrs antes de pasarlss a 37°C, las restantes so ircubaron

drectamsnte a 37C durants 24 horas.
Preincubacidn S-9 + compuwasto.

4) igusl quo en el anszyo anterior; se utilizan cajas de agsr adli
do de M.HV.B. + 2% do caldo nubritivo { vol./vol ). 4 estas cajas
se les practica le horadacién de 2 pozes. Se sellan y se estrdan »
1as a@sporas @ partir de cada pozo { una sstrfn ¥-45 o H-17 por po=-
g0 ), después a cada pozo se lo sdicloma 1G0 PL de uns mazclas com
pueato-mszcla de zctivacién o solvents-mezcla da acbivacidn (L:;1)
incubada previemente dwanta 22 =in a 37°C en un tubo de vidrio con
tapon de rosca. ILa mozcla do activacion se propard segin Amas y =

cel., Las cajas se incubaron 24 hrs a 37%.

A una cala da petrl vaclg,; se le Wluds 0,1 ml ds euporas H-17
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o M-45 ( de una suspensidn de 3 X 107 esporas/ ml de agua ) + 0.1
ml a 1 nl de fraccién S-9 { homogenado ), Sobrs asta caja, 56 Vier
ten 19 ml de agar complato semisdlido al 0.8 Difco u Oxotd. En -
al caso del Benzo (a) pireno, se usaron 5 ml de agar semisdlido por
caja y 0.05 ml de esporas, La temperatura dal agar debe ser entre
42 a 45 C. Se mezcla la caja porfectamsnte por rotacilny se de~
Ja solidificar sobre una superficle plana. Despufs de 10 win, s¢ -
coloca en 8l contro de la caja, un disco de papel filtro estdril -
con 20 pl do aolucidn da cofactores preparada segin T, Kad:; ¥ col
{ vor imcdso g de la seccidn de matarial bloléglco ). AL mismo dis
co‘se le affaden 20 pl del compussto de prusba o solventa. .Se incu~
ban a 37C durante 24 hrs en la obscwridad { 21),

Brnsayo de Microsuspensidén ( M.S.A.)
Mitodo de Microplaca

De un cultivo de toda la noche en medio completo Oxoid o Difco, se
ajusten 1as bacterias a una concemtracidn de 20,000 u.f.c./ ml da

mdio 1{qudo completo { 38 ).

‘Paso.~ Se apresgan 50 pl de msdlo 1fquido completo , del pozo 1 al

12 en una microplaca asteril,

Los pagos del 2 al B son idénticos al MS.A. de B. cold.
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Medicamentos Utilizados =n iz widxiclterspia 23 1a Helmintiosie + Axi'riacia,

——

En cuanto a los compuastos antiparasitarios qua ne evaluardn en
éste estullo, podemos monclonar algunos datos previos sobra su genotoxici~
dad reportedos en la literatura. Bignami en 19% ( 3 ) refiere gue la iodo
clorohddroxiqulnelina imduce mala segregecidn cromoedmica on Asporglllus y
mutacionae en un sistems bacteoriano no sapecificado, Otras publicaciores -
sefislan quo ol mubsrdaszol no inducs mutzclomss en §. typhimeriuwm { 60 ). -
En 1976 Rogenkrans ¥ col. (48) reportaron quo lu c].éroquina interseciony
con @l ADK e intdbe el crecimiento de una cepa de Bscherichia coll (defiew

cionts on la onzimn de reparacidn del defio al ADN, la polimsrasa X)o Matwe
Phae y Podger en 1977 { 33 ) ovaluaron la capacided de ccho drogas antihel
mfnticas, do inducir mutaciones gdmicas on bacteriss (3. typhimurium) em--
tre las qus 8¢ oncuentran ol emboato do pdrantel y la mMcolosardda qus o -
turieron ofectos nutagénicos, y el emboato de pirvinio g irdujo dichos e
fuctoz B6lo on prasensis de loe snzimas microsomales do higudo de rata,

En 1978 (64) on un estudio de 25 crogas antiholufnticas ontra -
las que 86 encuantra a la claroguina, obtuvlsron resultades negativos en «
Bocillus subtilis, mentras que en 3. Sypidmurium, ol bacer interacclonar

este madfcamsnto con nmitritos en medio foido ¥ a 37°C recupsrd deprivedos -
con copecided mubagénica. Bn oste mlsmn raeporte Tutikaws v col. tambidn ro
portaron quo el hidrodnaftoato de baferdo, el pamcato de plrantel y de px
vimo ddercn rosultados nagativea en la prusba do rocombinscidn de B. sub~
tilie, mis no asf en 8. typhinmurium en el ensayo con nitrites.

Schipbach en 1979 { 56 ), al igusl qus en nusstro laboratorio (8)
ancontrd qde 1a cloroquina induce mutaciomss por corrirmdento en S, typhimue
rium, '
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Bn nuestro laboratorio se encontrd que t los compuestos antia-
mibianos emetina y cloroquing imducen mubacionss por ¢orrimiento, al igual
qua los antihelminticos niclosamida y plrvinio. Este ultimo, indujo ademas
mutaciones por sustitucidn de base. La niclosardda es capas do inducir mu-
tacloms por corrimiento en S. Mhimwium al ser activada por el sistema-
§-9, rosccidn quo paroce también 1levarse a cabo in vivo de scuerdo & 1o
que se realizd en ratones ( 8 ). El pamoato de pirvinio & su vez indujo mu
taciones por corrimiento y sustitucion de bases, tanto on presancia como =
an ausgncia del sistems do transformesidn metabdlica.

En ol miemo estundio dieron resultados nogativos los entiamibia-
nos difedohidroxiquinolinag ¢ iodoclorohidroxiquinolina asi como 1os antihel
mfnticoss befenio, haxilresorcinol, mebendasol, pipsrecina y plrantel.

Se¢ demomina Antihelmintico a los firmscos qus 8¢ emplean para =
Ubrar al organismo de 1os gusanos qus rociben el nombre de !;almintos.

Bl vocablo antihelmintico no debes reservarse para 10z farmacos-
qus actuan localmante parn'expnlaar los gusancs del tubo digsstivo, porque
hay heluintos que invedon tambidn los demis Grganos y tejidos.

Se denomina antiamibiancs a los férmacos qua se erploan para 1i
trar 2l orgamismo de los pargsitos que recibsn ol nombre de aribas, no im-
portando qus é8tas sean de tipo intestingl, hepaticas, etce '

Hay medicamentos objeto de nuestrp estudio cuya accidn fermeco-
1égica no solo es ﬁtﬂ. on el 4tratami.ento de ia# helmintiasis o amibigsis -
8ino qus poseen proplededas quimj.caa para curar "votro tipo de parssitosis -
humanay on el praesente capftulo, se hara mancidn sdlo & la aceidn an@_\
helmfntica o antiamibiana de los fArmacos, sin referirncs a sus otras ac-

ciones o propiedades madicamentosas.
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COMPUBSTCES  ANTTAMIBIANG

DEEIDROEMETINA

Pérmula Bstrustursl

Férndla Qufmon
CogH3aNa0, PuH, 478.61
Hombro Qufmico |
" 61, 7v, 9, 10° tetramgtoxi-2,3 dehidroemstano,
La dehidroematina es un polve blanco cristalino, soluble en g-
gua ¥ en alcochol.

Accidn Antiamibienn,

Se ha estuliedo la relaciln estructura qufmica y sctivided antia
‘rdbiana de varias sustanclias afimes a la dehidroemstina, psro ninguno ds -
los muchos derivedos ensayados, tanto in vitro como in vivo, se pt:éde comn
parar con ¢lla en cuanto a potenciz amibicida,

Lz dehidroasmotina consorvy 1lss propiedades antiamibianas de la
ematina paro con menor taxicidads la primera difiere del alcaloids origi-
nal en la folta de hidrdgeno on 1as posiciones 2y 3.

La dehidroamstina tlens accidn directa sobre B. histolytica ¥
es mucho mis efices contra les formas méviles qu» conmtra los quistes; can
sa la degenorscidn del nisleo y la reticulacidn del citoplesme do la ami-
ba; acaba oon los pardsitos por irpedir la multiplicscidn de loa trofosef
tog, Inhiba la s{ntesis proteica, tal vaz al svitar 1la umén dol tiRN~a.ae
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al ribosoma, Aminora también la glucdlisis gerobica.

Absorelbn, Deatino y Excrecidn.

La dehidroemstina se gbsorbe de los lugares de admimistracidn
parenteral y 8o elimna ¢ detoxifica 1antam.nto. La via principal de eli-
minacidn es el rifin, Aunque sparece aen la orina en 20 a 40 min. despuds
de la iryecclén todavia se encusntra en ella de 40 a 60 d{as despuds de =
que se ha terminado el tratamiento .la sccién téxica por acumulacién es «
un peligro constante. Bn el higado es donde ol alceloide Be halla a ma--
yor concentracidn, sste es el motivo por 6l cual es mis efectiva contra -
la amibissis hepitica quo on la intestinal, Tandién se encuontran cantida

des apreciables en pulmdn, rifidn y baso.

Preparados, Via do Admimistracidn y Dosis.

El farmsco Ss prepara en ampolletes de 2 ml que contianen 60 ng.
del diclorohidrato an solucidn acuocsa., La viz de administracidn es parene
tersl (subcutinea o intramusculer). El tratamlento se hace por perfodo de
10 dfss con 80 mg diarics, si se da una dosis de 120 mg por 10 dfas es mis
eficaz que 65 mg diarios de emthm. La dogsificacidn recomandads €8 una «
inysccldn imtramuscular do hasta 1.5 mg/Kg diarios durante 10 dfas. La do-
8is total no debs de @roder de g,

Usos Tarapduticos,

Bs el farmaco sustituto de la omatina on al tratamionto de los
abscesos amlbiancs, hopatitis amibiana agwda o crémica ( 30, 47 )e
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-DIFOSFATO DE CLOROQUI1INA

Formula Estructural

Ct

O
HN-CH ()N (G Hs),
(A3
Pérmula Quimica
cmﬂwINBOBPg P.Me 515.87

Yonbre Qufadso
1;1. Pantanediemina, H¢-(7 clm—q\ﬁnmm)-ui, W' -dietilfosfato (11
" 2). 7-cloro-4- 4-{dlotilamine)-l-metilbutal anine fosfato de quinoli
j+5: 1 )
Bl difosfato ea un polvo blamo y amargo, zoluble en pgua; lad

soluciones son estables,.

Accidén Antiamibiana

La cloroquins tiens le misma codens latersl slgu{lica que la =
quinacrina pero se distingus de ésta por tensr un nirlso quinolfmice y no
asoridfnico y carecer dol radical metoxilo.

Los estudios in vitro con trofozoftos de B. histolytdca revels
ron que la cloroquina ¥ un compuesto antlamdbiem¢ ¥ supers en este efecto
1a accidn farmscolbgica do las B-guinolinss (didodohidroxiquinedina e io-
doclorohidroxiquinolineg), pero no a la sccldn de la embin&-,‘ﬁas conuantra
clones elavadas de cloroquina en plasma motivaron su uso pw-a hepatitis e
amibiana.

Es indispensable sdministrer sistematicamente un msdicamento, -

qua sea eficas contra amlblasis intestineld, a todos lea peulentss quo no -
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dé clorcquina para amblasis hepatics, ésta asocfacién terapdutica dismi-

nyys la fracusncia de recldives.

Absorcidn, Destino y Excrecidn.

La cloroquing se absorbe por complato por el tubo digestive, y
solo se slimina con las haces paqueflas cantidades de la misma, Alrededor
del 50% del medicamonto se liga a componentes plasmaticos no difusibles .
la excrecidn de la coroquina se deposita en notakle proporcidn on los to
Jides. La concentracidn del firmaco en el hfgado, bazo, rifién o pulmonss
es de 200 a 700 veces superior a la plasmitica, on lowocitos es también -
myy olevada, on el encefalo y la wédule espinal sclo conbiens de 10 a 30 -

veces la cantidad que se encusnira en plasma.

Praparsdos, V{a de Admindstracion y Dosis.

El fosfato de cloroquina, U.S.P. (foafato de Aralen, Avloclor,=
Resoquing) 66 expends en comprimidos que contiensn 250 a 500 mg del difos-
fato, aproximadaments 60% de este daifosfato es la cantidad correspondiente
de 1a base, El foasfato de cloroquina se sdministra en tabletes por via bu-
cnl, antas o despuds de la comida, cuando es nacesario se pusde admimstrsr
por via intramscular, La serie scostunbrede de fosfato ds cloroquins peva
amibiasis extralmbestingl en sdultos es de lg diario dwrante doz diass, se-
guldos de 500 mg diamries durante dos o tres semanss. Se suglere que ol tra
tamiento de la cloroquina dsbe segulr inmedistamante a la admimistracién -

de 1a emstina, o sdmirmistrar anbos farmaces.

Tosdeidad y Efectos Securdarios

Ninguna do las manifestaciones de toxicided es grave y todas -
desaparecan con rapides al suwspsnder la madiceacidn,
A cauwa de la toxlecidad baja del madicamanto, este sistena do «



desificacion puede aunsntaree si ¢5 rocesario, La clorequina no cw! ras Lan
beces rl la plel como-la quinacrina. Los principales efectos sscurdsrios -

son el pririto y loa transtornes gestrolntastingles.

Toos Terapduticos .

Es el firmaco do eleccién para el tratamlento de amibiesis extra
intestinal como ardbiasis hepdtice y pulmonar, s={ como atocesos emibiancs.
Bl modicamento et poco effcas para l: ambiasis del colon (30, 47 ).

DYIYODOBIDRCEZIQUINOLINA {I0ODOQUFINOL)
Pérmmly Bstructoral

on
1 N

Q

1
Féremila Quiuica.
CgHI, M0 P.M. 396.95

Norbre Quimico.
g-Quinolinol, 5,7 dilodo o 5,7-diodo-Bguinodinel,

E3 un polve de color pardo amarillento, inodoro, casl imsolu ~-
ble en sgua, soluble en dimetil sulféxido ( DMSO ),

Accidn intiamibianae

Las S-bidraxiquinclinas son directamante sntiamibiancs psro gs -~
. .
desconoce ol mecanismo de sccidn, los férmacos de este tlpo son completarmn

te 4naficaces contra el shsceso y hepatitis amibimna y parecen anctuar fden
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monte sobre microorganisumos en el interior del intestino, Egtos conpugue
tos son eficaces contra las formss moviles y qufstices, pere su zctividad
para eliminar quistes probablemsnte dependa de la capacidsd para destrulr
los trofozoitos al bloquear (se suponae), éictamas enzimiticos esconciales,

Estos medicamentos tiensn eficecia con el paciente qus oxpui-
sa quistes, pero son mucho menos utlles para $ratar la disinterfa amibiae
na aguda., So desconoce si son eficacas on la amibiasis intestinal, ﬁnicg
mente por preserntarse on el interior del intestine o también en parte por

qus aparecen on la circulacidn,

Absorcidn, Destino y Excrecién.

Despuds de la administracidn bucal, se absorbe parte variable
pero importanta de la dosis ingerida, En ol ser humano pusde obtonsrse on
1la orina, primipalmante on forma de glucordnmido. Comparando la Rbeorcidnm
intestinal de la diyodohidroxiquinelinacon la de la iodoclorochidroxiquino
1ina, la primsra se absorbs solo un 33%. La mayor parts de estos firmzcos

gse excrata por hsces,

Praparados, Via ds Admirdstrecidn y Dosis,

L diyodohidrariquinolina, U.S.P. (diodequin, yodoxin, bicriquin
qulndoleina) ge expendon on tablotas qua possen 210 o 650 mg del medicaman
to o suwsponsidn. En amibiesis intestinales, la doois para adultos es ds ~-
650 mg, tres veces al dia durante 20 dfss. Los nifics deben r@c;.bir parto -
de la dosis del adulto. El curse imcial no debe repetirme sin un perfodo
de raposo de 2 n 3 semanas.Bn sl tratamiento de grdblesis intestingles se
debe administrar diyodohidroxiquinolina simultineamsnte con otro antiami=
tdano intestinal uficaz, o emplear l¢s dos farmacos en series alternadas.
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Toxicidad y Efectos Secundgrios,
La zdmindstracidn de diyodohidroxiguinolina & los nifics para =

tratar la diarres créonica ha guardado relacidn con atrofia Sptica y cegus—

ra permanente,

Los éfectoa secundarios de las 8=hidroxiquinrolinas imcluyen fue
runculoesis generalizada (toxicoderma por yodo), escalofries, fiebre, derma
titis benigna a grave, irritscidn y priitos anules., Estos férmacos estan

contraindicados en pecientes de daflo hepatico o intolsrancia al yodo.

Usos Terapduticos.

Las B-hidroxiquinolinas son eficaeces para la amibissis intesti-
nal, La diyodohidroxiquinolina es Gitil en la amibiasis o giardiasis rebol-
de 2l tratauento con quinacrina, en la disentexfa balantidifsica y en las

infaceiones intestinales par Disentamoeba fragilis ( 30, 47 )e
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IODOCLOROHIDROXIQUINOLINA (CLIOQUINOL)

Formula Estructural

aH
00
O

Pérma Quimica
Coliy 10 P.M. 305.50

Nombre Qufmico
8'-quinolinol, 5-cloro-7-iodo, o j=cloro-7-iodo-8-~guinolinol
Es un polvo ds color pardo amarillento, inodoro, casl insoluble

en agua, soluble en DISO,

Accidn Antigmibiana, _
Igual a la diyodohidroxiquirnclinae

Absorcidn, Destino y Bxcrecidn.

Despuss de la edministracién oral se absorbe parte \'variable pero
importante da 1a dosis ingerida. En el ser humano se exoreta en orina prin
cipalmente on forma de glucordmido. Ls lodoclorhidroxiquinolina se absorbs
mas quw la diycdohidroxiquinelina. la rmyor parte de estos farmacos se ai-

erota por heces.

Preparados, Via de Administracidn y Dosis,

La iodeclorohidroxiquinolina, N.F. (Vioform) se vende an varics
praparados en forma de supositorics que poseen 250 mg, polvo y tabletaz con
cubiorta antdrica (cada unm con 250 ng)e La fodoolorohidroxiquinolina so «

asdministra para la amiblasis en formm de tabletas bucales; una serls conis
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te en 500 a 750 mg, tres veces al dfa durante 10 dfas. ssto rdgimen se re-
pite despuda de un perfodo de reposo de ocho dfas, Pusde administrares con

otro antiamibiano intestinal eficaz,

Toxicided y Bfoctos Sscundarins,

La reaccién téxica fies importante ez la mauropatfa micliptica =
subagula, esta enfermedad es un padscimdento semsjante a la rdelitds, Otiw
transtornos de sensibilidad profurda, debilidad musculer en Jas plernss,
signos piramidales y ataqus love a las extresmidsdes supsriores, ccwrre con
menor frecusncia visidn borrosa ¥y ceguora, transtornos dol sistema nmorvio
80 auténomo, cembios psicoldgicos y coloracién verdosa de la lengup. Los =
afoctos secundarios son iguwales a las S-lddroxiguinolinss,

Vaos Teraéuticos.

Bs eficas contra la amiblesis intestimal y se aconseja para tra
: tar los portadoxes asintomiticbn de qﬂatea € 306 47 Jo
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COMPT=CSTOS ANTIHELMIYTIC (S

HEXILRBSORCINOL.

Formula Bstructural

(1)

HO iz (O, ), CH2CHs

Férmula Quirdca
C1281905 P.M, 194,27
Nombrs Quimico
1,3-bencerdiol, 4-hexi)l o 4-hgxilresorcinol o mehidroxd-p-hexil-fenol,

Es un polvo blanco soluble en apua.
Ademas do su accidn antisptica y funglcida, este compunsto e

xrt;liaado para el tratamianto do infecciomss inteatinales cama&aa por tre

mit odos , aunque sdlo 86 encontré reportado como firmaco de primera eleccién

en el caso de Fasciolepsis busid (paraliza a dste verme).

Preparados, Vis de Administracidn y Dosis.

No se encontrd reportado, ml la vfa de admimistracidn, dosis y farma
cocindtica, sole la presentecidn; capsulas con 0.5 g en sceite de olivoy

capsulas de Ol ¥ 0.2 g (25, 47 )e
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HIDROXINAFTOATO DE BEFENIO

Férmula Bstructural.

i
@— 0L 02—\ M U3 (0o~
o 0 -
M2 o4 : *

Formula Quimica.
Goglaol0,

Nombre Quimico.
N,N-dimatil=F-(2-fonoaxietil)-bencenmstanomorio agl con dcido 3-hidraxi

«2-naftglen carboxflico (1:11) o bancil dimetdil(2-fenumistil) amordo 3-bi-
droxt~2naftosto (111).

B8 un sélido eristalins de color amarille pélide mwy poco solu-
ble en agua y de sabor amargo, soluble on DISO.

Acoidn Antihelmintica,

Sa utiliza para ol tratamiento ds los amguilostémdes, ya qus -
es un coufpmato con amordo cuaternario sn su gstructira, estg cualidaed he~
ce gl hidroxinaftoato eficaz contra una gran varledsd do memitodes pardsi-

tos. Se wa mwho contra las infecciumes por Necabor amsricanus y Ancylos~

tomn ducdenale, Ascaris lusbricoldes 7 Trichestrongylus orientalin. Carece

de eficiencia contra Strongyloides stsrcoralis y tiens solo modersda acti-

vidad frante a Trichuris trichiura.

Absorcidn, Destino y Bxerecidn.

En lss primerss velnticuvatro hores de ls ingestidn de umna dosis

torapsutica, no se excreta on la orina mis dal 0.5¢ ds firmaso adrd riis tra-
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doe
Praparados, Via de Adwinistracidn y Dosis,

B hidroxinaftoato da bafenio (Alcopar, Fedal, Uncin), se ven-
de en bolsitas quse contiensn una dosin dea 5 g equ:lvalente a 2.5 g de befe
mo base. Se administra por via oral, con el estémago vacfo y deapuds no
se dan alimentos cuando menos por 2 hra, La dosis dnica Sptima es do 5 g,
a los nifios de manos de 23 kg se les provcribe la mitad de la dosis. M an
tes ri despuss de administrar hidroxinaftoato de befenio hsgy que dar pure-
gante, los cuales puwden incluso disminulr el ofscto de la mdieecién.'

Toxlcided y Efectos Secundarios,

El hddroxinaftosto dea bafenlo no parace produoir afectos 8OC D=
darios graves., Por su sabor amargo esta sustamoie provoca a veces nduseas,
vémtos; para evitar tal efecto se administra suspendlda en solucdén con-
contrada de szicar, Bn algunos paclentaes pusde provoca.r'dimoa ligeray «
transitoris. No debe de admimistrarse on pacientes con vémites imtensos y

grave deshidratacidn.

Usos Terapduticos.

La indicacidn principal para el uso de este férmaco o8 en 1&s =
anqullostomiasie, no hgy duda que este mdicamsnto es el mejor contra la -

Ancylostoma duodanale, no asf para sl Kecator amsricanus quo parece sor my

noa afesctivo, Bn las infestaciones por Ascaris lumbricoidds o1 hidroxinaf~

toato do baferio o8 eficaz para eliminar los psrdsitos o disminudr consids
rablemente su nimro, La terapdutica con una sola désis de befamlo produce

80% ds curecionss en 1as parasitosis por Trichostrongylus orlentalis ( 47 ).
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Férmula Bstructural.

’

.

Férmula Qufmica.

CrsBy0Me0

Nombre Quimico.

PIRVINICOC

(e, )N
’ @@—-m: 4

|
14,11

v
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_ ‘ Sl

(7]

: on
L (L

6-(dimstilamino)«2=2-(2,5 dmetil=1-fonil)=20 pirrol~-211} otilenil-l-

mﬁtilﬂqﬂ1ﬂ°11ﬂﬁt

Accldn Antthelwfntica,

La moléoula de pamoato de plrvinio poses un mtfégsno cuaterng

¥40 qua esti separado de uno terciario por una cadona rescnante do snlaces

dobles ¥ sencillos alternzdos, estas emracteristicas la posesn todos los -

colorantes clanfnicos,

Las cianinas en los gusancs interfieren en los sistomas engimc‘»:tg;

cos respiratorios qus tiensn un papsl mshor o minguno em los tejidos ds .

nfferos, La actividad antihelmintica de este compussto sstd ascclads con =

1a irhibicién de la respiracidn en los orgamiemos gerobios y con la inters

forencia on la absorcién de la glucosa sxdgens en los holmintes irtostinge

les,

Se han revisado los efactos del pamoato de pirvinls en las hale

mintiasis humanag y en las de los arimatss, este compunsto theme notahle -

. aceidn cniiuricida pero on ensayos contra Prichuris y Necator en el homtro

no ha dado buanos rasultados.
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Absorcidn, Destino y Bxerecién.

Cuando se administra por vfa bucal, el pirvinio no se absorbe
en cartidades gpreciables por el tubo digestivo, Este medicamento di color

rojo brillante a las heces, par lo qua ss excrets en dstas.

Preparados, Via de Admimistracién y Dosis.

Bl panoato de pirvimdo, U.S.P. (Povan, Irvinin, Vanquin) se an
cuentra on el mercado en forma de suspensidn que contiene 10 mg do pirvis
mo base por ml, ¥ tambidn hay tablstas qus contienen el equivalsnte de 50
mg de pirvindio base,

Para 6l tratamlernto de la oxiuwriasis en niffes y en adultos, se
administra por via bucal una solg dosis de pamoato de pirvindo equivalente
a 5 mg de pixrvirdo base por kg da peso corporal hasta un miximo de 350 mg.

Toxicided y Efactos Secundarioes.

Este medicamento se tolera bilen y solo produce efectos secunda-
rios mimimos qus no impiden el tratamiento. Bnire los efectos secnnde;ri.os'
que producen el pamcato de pirvinmio se encuentran niusess, vémtos y d&lo—
reg colicos, el vémito ez el efecto secundario més frecustbe cuando e Ame

plea la suspensidn, pero-no se producen en pacientes que toman las tabletss,

Usos Terapduticos.

El1 pamoato de pirvinio es ‘el mejor madicamsrto contra la oxiuria
sis, Gon ol mitodo de una sola dosis se obtiens una elevada proparoldn do =
curacionzs. No obstarte por el gran peligre de roinfestacion, debs hacerse
la investigacidn dg los husvos dael parisite en el ano durante 5 somanags, -
por lo memnos, despuds dai tratamlento, El valor del pirvinio contra la es-
trongilolidi asds no ha sido definitivamantie astablecido, perd no menos da 7

 dfas de tratamiento son nacesarlos para que una parsong puwda ser curada.
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PAMOATO DB PIRBANTEL
Formula Bstructural. _ - N
oo~
g
— S on
" :"s Ho3— Chz
N . t=¢C oW
+ 1
+\
‘ H . oo~ 4

Formula Quimica.

CsyByN063 PJH. 5%.68
Nombre Quimico.

. Tramsel.},5,6=tebrahidro-1 matdl-2-2~(2-tiendl) vimtl pirimidina.
El pamoato es una sal oristalina blanca précticameonte insoluble
an alcohol y agus, e3 solubles en DMSO, Eas imsipida y estable,

Aceidn Antihelmintica.

Bl pirantel y sus andloges son agentes d@spolm'isantos del blo
queo mauromusculars Producen sceién micotfrica intensa y persistente, que
resvlte on parélisis esplseica del verms, £1 pirantel es eficaz contra un-

cinarias, oxiuros y ascarides, pero es ineficaz contra tricocdfalos.

Absorcidn, Destino y Exorecidn.

Il pirantel oec absorbe eocasaments por ol tperato gastrolntioge
tinzl, se excreta msnhos del 15% por la orina, corﬁo gl férmaco sin modificy
clones ¥ sus metabolitos,; pusden obtensrse en hacas solo en Mueﬁn propor

cidn, en relacién a la dosisc.

Preparados, Via de Adrdnistracién y Dosis.

El pamrato de piramtel (Antiminth, Combantrin, Puropiw, I’:i‘!‘anver:'~
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F) se expends eh forza de suspensidn oral, en la cual cada ml poses 50 mg

de la base. Se admirdstra por la boca a cuslquier hora del »d:(a sin rolacidn
con 1a ingestidn de alimentos y bgbidas, Para tratar las 1nfa$tacioms por
Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis o Amcylostoma duodenale, da-

ba de edministrarse una sola dosis tmica de 11 mg/kg, hasta un nixdmo da =
lg on ol caso de oxiuros suwle ser prudento repetir el tratamianto despuds

de dos semanas, Contra Nacabor amsricanus se admindstra la misma dosis una

vez durante tres dfas.

Toxicidad y Efectos Secundarios.

En el aer humano se observan a veces molaestias gastrointestina-
los, al ignal gque cefalalgia y vahidos; ein embargo estos efectoe no pares
sisten. Bl efecto del pamoato de pirantel no se ba estudiado en mujores em

barasadas, no se aconseja para nifios monores de 1 affo,

Usos Terapouticos,

Bl pamoato de pirantel pusde considerarse como droga de ele_ccién
para tratar ascariasis y enterobiasis. So¢ han logrado {ndices altos de cu=
ra con tratamiento de una sola dosis. De manera andloga, 86 haﬁ obtenido =
frecuencia alta de cuwracién en la anquilostomiasis y la nscatoriasis, y al

farmaco parece ser tan eficas como el bafenio en oste sentido ( 30, 47 Je
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MEBENDAZOL

Férmulg Bstructural.

2}
I'JYHHCOOC“!;
OO
il
0

Féxrmuls Quisdca.

C1i13N30; P.H, 295,30

Matid F={(5=benzoil-2 bencimidszolll) carbamato,

| Es un polvoe amorfo amarillsnto, myy poco acluble en agua y en -
' 1a mayor parte do los solventes orgamicos, soluble ¢m DXSO y de sabor no -

desagradable.

Accidn Antihelmfntica.

El mabendazol es eficas contrs ascarissb, enteroblesis y uncim
. riasis on infestecidén imica o mixta.
El férmaco 68 nematocida por virtud de ia capacidad para izhibir
" 4yreversiblamsnte la captacidn de glucosa. La inmovilizacidn y 3a muoerto =
del parisito ccurre lentamente y la depurzcidn del aparato gastrpintestiml
quiz4 @olo sea complata 3 dfas despuds del tratamiento, Bl farmaco inhibe
1 desarrollo de 1as larvas de uncinarias in Vitro en corcentracién de 50
mog/mly comcentracionss mucho mgyores carecen de efocto sobre las larves ~
plenamente formadas. Poco despuds de comonzar el tratamiento, los husves de

Trichuris y uncinarias no se cornvierten en larves,
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Abeoreidn, Destino y Bxcrecidn

Se absorbs 86lo una pequefia parte de la dosis administrada por
vi{a oral y en término de 24 a 48 hrs puwde recupsrarse en la orina 108. ~
La mayor parte del material excretado por los riflonss es el derivado descar

boxilado del mabendazol,

Preparados, Vias de Admimistracién y Dosis.

El mabendazol (Mebensole, Vermox y Vertex) se axpende en forma
do tabletas qus posean 100 mg del férmaco, 6 admintstra por via oral, y =
la misma dosificseidn se aplica a adultos y a nifies, para tratar la ascaria
sis, la tricuriasis y la uncinariasis, se administra 100 mg por la msflana

¥y por la tarde en 3 dfas consecutivos. No o nscesitan ayuno nd purgas.

Toxicldad y Bfectos Secundarics.

Probablemente como resultado de la escasa absorcién, el mebanda
g0l no ha causado efectos tdéxicos generales an al vzo clinico, incluso en
ypresencia de anemia y desnutricidn. En cascs de infestacidn masiva de vere
ms han ocwrido s{ntomas pasajercs de dolor abdomdnal y diarrea. Bl msben
dzzol no debs de sdrinistrarse a mjeres embarasadas, nl utilizarse en pa-

ciontes con reacciones glérgicas al farmaco.

Tsos Terapéuticos.

El msbandasol es el firmaco de eleccidn para tratar las infesta

ciones por Trichuris tricHura Bs particulermente til en ol tratamiento =

de las infestaciones dobles o triples, puas también tiens gran actividad =

contra ¢scariasis, uncinariasis y enterobiasis ( 30, 47 )e
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NI CILOS A MIDA

Form:la Bstructural.

o Q
NO
Q

Pormnla Quimea.
Cy 0100 P.M. 327,12

Nombre Quimico.

§-(2! ~cloro-4 ' ~m troford] )-5-clorosalicilamida

Es un polvo amarillernto, incdore e insfpido, insoluble an agua,
soluble en DMO.

Aceidn Antihelmintica.

La miclosamida sctia principalmente sobre les cdstedos, como En-

terobius vermicularis, Hymonolapis nana o Bymonolepis diminuta. Ia niclosa
midz sn bajas ct;ncantracioms » estimula la absorcién de ox{geroc en los pa-
résjitos, pero en altes concentracionas la respirucidn exégans es inhibida

y 1a sbsorcidn de la glucosa bloqusads. Los gusanos afectades par la nielo
gartids tanto en ol intestino coms in vitro, se vmlven mis sensibles a la

gccién de las onzimas proteolfticas. Despuds de la administracidn de niclo
samdids, ¢8 posible gus hayan sido digeridos los proglétidos y el escdlex y
no puedan ser ldentiticados.

Abscreidn, Destino y Excrecidn.

Afn no est& bien elucidado, pero no se ahbsorbe por el tubo di-

gostivo.
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Preparades, V{a de Administrseién y Dosis,

La miclosamida (Cestocide, Mamsonil, Tomesan) se expends en ta-
bletas con sabor a vainilla de 500 mg. Se administra por via oral. Debe me
pararse al paciente en gyumas desde la nochs anterior, si la psrsona pade
ce de estrefiimiento crémco, se le di un laxante antes de admimetrar ol -
modie arento. La dosis recomendada para el adulto es de 2 g; les tabletas -
debgn de masticarse, a los riflos de dofz g ocho aflos sa les administra la -
mtad de la dosis, a los menores de 2 afios se les suminlastra la cuarta par
te. Psra obtensr segmontos del parisito menos digeridos y un escélex. iden-

tificable, se ¢a un purgante dos horas despuds de la dosis de miclosamida.

Toxicidad y Efectos Secundarios.

La nmiclosamida produce raramente transtornos gastrointestinales,
no tlens accidn irritante directa, nmi ha prcducido efectos desfavorables w
cuando se ha sdministrado a paclentes debilitados y mujeres embarasedas, =
¥o ha revelado tramstornes de funcidn hepatica md ranal, ni altsracidn del
niinero de corpiisculos de la sangre. Bl tratamiento de miclosamida contra =
Tasnia solium es paligroso, porqus la digestidn de los amillos musrtos del
gusano ponsn en libertad a los husvos viables enlla leg intestingl; es i)tr
esto quo se debe de dar un purgente 2 horas despuds de haber ingerido el
medicamsnto para expulsar del intestino todos los segmentos muertos del pa
résito antes de qua sean digeridos. En el caso de T. saglnata como no hay

riesgo do cisticercosis el purgante no es nacesario.

Js03 Terapéuticos.

Bs el farmsco de elaeccion contra Diphyllobothrium latum, H. na-

_111_;, I. saginata. Tanbién os eficas contra T. sclium pero hgy peligro de cis
ticercosis por 1a administracién del farmaco ( 30, 47 ).



RESULTADGS s

Como ya hemos moncionsdo, una de las formas de modir genotoxicl
dad es determinando el dafio sl AND que sa traduce como mwrte celular {(da~
flo ganoletal). Ambos sistemas bacteriasnos utilizedos en ests trabajo, tie-

pen la caracter{stica on comin de medir dicho tipo da daflo.

Sistens de Escherichia cold pol 4%/ pol A= ( £ig. 18 ).

1.~ Verificacién de la sctividad de la onzima Pol I en las eapas pola* y -

pou,_"

Una de las formas més ripidas y gencillss de checar de manera -
rutineria la presercia de las carsoterfsticas pol 2% (W 3110) y pot 4y (-
p3438); 05 nediante ol ersayo de difwildn en agar (E.D.&.) usardo como =
compusstos control poaitivcs &l BuM.S., MLMS., MG (agennes alquilantes
del ADN), coristsl violeta (C.V.), etc. y como control mgetivo al cloranfy
mcol, Lo resultados de Sste pu'vsba aa presem:m on 1z tetla 6 (compucs-
tos sin mezcla do Activacibén Motabdlica).

Los corpusstoes utilisados come controles positives poseen 1a =
caracterfotica on comiin de daftar al ADN, por 1o que im basterds para sobra
vivir debord reparar ol daflo causedo a date, par medio de los diversos 6ip

tomas de reparacidn qus pogea.

La copa pol Ay~ ol ser defleiente en la sctividad ds polimera-
saY (Pl X ), u? pusde reparar on forma novmal lesiomss qua requieran deo
la participseién de ésta snsimas Por conaiguienta las bacteriass pol Al

rés Bangibles a la accidn de compusstos genoletales, cuya reparacidn sea =



FIOWRA 18 PRUEBAS DE GENOLETALIDAD BN Escherichis coli

PROTOCOLOS HXPERIMENTALES

ALTERRATIV(S
Halos de Irhibicidn Indice de Sobrevivencia ( I.S. ) Concentracidn Minims
( Didnetro del halo) (Conteo do colorles ) Irhibiteria ( C.MT. )

Cuslitativo Cuantitativo Semicuantitativo

W10 pora*
pol At O Q 9 e ‘

ot 4 O 0O O 0o o

=T

con 0,8 = 1.0 £ de la
actividsd normal de polizerasa I



EVALUACION DE LA GENOLETALIDAROD DE MUTAGENDS CONOGIDOS
EN EL ENSAYQ DE DIFUSION EN AGAR (E.D.A.)
DE E. cold EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE
ACTIVACION METABOLICA (5-9)

TRABLA NO. 6 —
= , Mezcle de g de inhibicion de crecimiento Diferencia e
DISCO activecibn en (mm). inh. de cres.,
COMPUESTD /20 rgt_e;abﬁlica Com)
~ 0.5ml/caje pol A™ . pol A? .
oMSD 20 ut + o . o - ' NeIa
2-AF 200 + o 0 NeIs
2-AR 200 + 0 1] Nelo
DMSO 20 ul - 0 a NeI.
Lo Vo 10 - 7 8 K 7
CLORAN 15 - 10 o 10 : i
MMS 10 4!} - &0 v 29 31
EMS 840 - ’ 10 o 10
10 pi L . 17 : 7 10
MNNE 250 - 3 20 17
‘ : M.N,N.G,= NemotideN=nmtro-Nenitrosoguariéing.
N.I. = Rgaultados no interpretables. . R-AT 2 d=Aceti]l aminofluworenc.
, ) 2~AA z 2~Amino antraceno.
® = Mazels preparasds segin Ames vy col. C.V, » Cristal violeta.
. MeHeS, 2 Metil matano sulfonato.

Dimotil sulfdxido, ' E.MS, 2z Etil motano sulfonato.

~*0¥t
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deperdients de la Pol X, En el E.D.A., dicha caracter{stica se refleja
r4 como un halo de Lrhibicidn de crecimiento alredsdor del disco, Maw—
yor para la cepa deficiente en la actividad de polimerasa que para la
actividad normal, como se musstra enlas fotograffas 1, 2, 3y 4 «

EL cloranfonicol es un antiblético bacterlostatico, quo so =
sabs no interastiia con el ADN, sino que inhibe sintesis de protefnas al
interaccionar con la paptidil tramsféresa a nivel de ribosomas, por con
sigulente afectard en igual proporcidén a ambas cepas de E. coll. En el
ensayo de difusidn en agar date compuesto preduco halos de irhibieidn =
de crecimiento del mismo difmstro (21, 52 )s

2.~ Gonoletalidad de 2os Férmscos de Prusba
a) Enssyo en Suvaporwion Idquida ( E.S.L. ) ( fige. 19 ).

Al haberse trabajedo con anterioridad a nusstro estudio el -
enszyo de difusidn en agar en el 1abora§orio (43 ), 8'0 ddeidid on pri
ﬁer térmno, establecer las condicionss éptimss del ensayo de suspensidn
1fquida ( B.S.L. ) para su wo rutdnario. Bsta decisidn estuvo baseda en
las desventajas presentedas por el E.D.A. { tabla20) y por les referan~
clas qus exist{an en la literatura, qus imdicaban qus 61 E.5.L. podfa ud
nimizer dichas deficierncias (52,5}).

1a tabla 7 mos muastra los resultados obtenidos con un come-w
pussto control positive y uno negativo en el ensayo en suspsnaidn Mqui
da (fot. 5,6) En éste emsayo se calcula el § de supervivencia de ambas
~cepas, fronte a una misms concentracidn do compuesto, tomando como 100%

da sobravida la correspondiente a las bacterias expuestava al disolventa



142,

FOTOSREFIA 1

AP & e

MMS po

B B Tl

producides por 10 mcl de M5, En esta prusba so usaron bacterias de

TR ~

un cultivo de toda lo noches sindiluir.

1; 8lo que squf las
bacterias so enciemtran diluldaa 1110,000, '

f



TOTOGRAFIA 3

ENNG po2 A°

Didmotro de inhibicién de crecimiento de 1as cepas pol A* y pol 8"

producidos por 250 mcg de MXMN3, En esta prusba se usaron bactorias

de un cultivo de toda la noche sin diluir,.
v . T “-Wﬂ&%x '_ i

1 mismo caso que lu fotograffa 3, sélo que sqaf las

FOTOGRAFIA 4 .- B8 o
bacterias se ancuentran diluldas 1:10,000,



TIRA 19 TOILRAS NE AEMNOLETALIDAD

BN Escl;aricm,a coli,

ENSATO EN SIBPENION LIJUIDA
(E.S. L }

Cultivo de toda la noche 2 x 107 wf.c./al

Dilucidn
2x 1(73 e £uC o /1)

l

0,1 =l
l‘/- Compuesto ( 20 mol ,>

~

2 Wrs/37C

2 ml de agar
K’/ semisdlido

h 4
J
Inoubar 24 hrs/37C
o © g
® ®@
(]

i)

e

I. 5.5 % Supervivencia pola~/ £ Supervivencin pola*
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FOTORT

;‘,._4.. IR -5
‘H 0 pof AT 20 ul-}

B
s o —— whae

22,- Cajas convznierdo Yicterias pol A”

¥y pol AY expuestas a 20 mel de solvente. { 170% de supervivencis).

R e e

FOTOCRAFIA 6 o~ EZnsayo en suspensidn 1iquida vsando como corpussto con

trol (+) al ME. Nétese la mayor cobrevida de la copa pol A%,



ENSAYD DE GENOLETALIDAD EN SUSPENSION LIQUIDA (E.S.L.)
€. coli (COMPUESTOS CONTROL)

YABLA NO. 7

" DOMPUESTO Nfmeso de celonfas/ceja (PROMEDIO) % de Supervivencia indice de Superv.
un /20u1 solvente ﬁﬁf?ﬁgME%Eﬁ g EXPERfMENTq %+ ng%QLNE%E? R+ %é?EEfﬂEﬂ;ﬂ %+ ; EXIiﬂIMENTg
CONTROL SOLVENTE
H20 20 ul 235 76 334 209 100 100 100 100 1.00 1.00
EEBTRUL POSITIVO
E.Me5. 80 119 166 194 156 49.8 9%.3 ‘58‘1 94.0 L.SJ 0.62
CONTROL SOLVENTE
oMs0 20wl 175 193 281 194 \ 89.7 84.8 ab.1 92.8 n.05 0.91
CONTROL NEGATIVOD -
CLORANFENICOL 30 177 182 222 . 150 90.8 80.0 78.3 775 fe10 1.04

=*G7T .
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utilizado en cada caso, Bl % de supervivencia de la pol Ll' se divide -
entre el de la pol A* para obtener asf el {ndice de supervivencia = =
(IS, ), qua e una medida cuantitativa indirecta de daffo al ADN, Pa
ra considerar a un compuesto como genoletal es decir, qus produce musr
te por dafic al ADN, el I.S, debe ser menor a 0.85, por otro lado I.S.

magyoras a 0,95 son conslderados no genoletales; valores cuyo rango sea

de 0.85 a 0.25 no son determinantes para establecer la ausencia o presen

cla do dicha actividad,

En las tablas 8 a la 11, podemos observar claramsnto que en=
tre el rango de concentracionss usades, aparecen I.S. monoras a 0,85, =
valor imdicativo de genoletalidad. Para determinar las concentracionss
a probar de los farmacos se hicleron ensayos previos, tomando en cuenta
como criterio para fijar la mixima concontracidn a utilizar, ol 1mite
de solubilidad de 1os compuestos, en vista de qus no existfan en la 1i-
teratura datoes previos quo nos indicaran el rango de concentracionss a

emplear on osta ansiyo.

Cuando la concentracidn empleada produjo cerc % de sobroviven
cia en una o en ambas cepas, 86 realizaron ensayos posteriorass con cone

centraciones monores a fin de establecer el rango &ptimo de prusbas,

La Mgura 19 resums graficamsnte el compartardentio de los 4
compugitos antiparasitarlos genoletales detactades. Como se pimde olser
var, las gréficas se agrupan en 2 rangos de concentracidng el primero
pertancce a los 2 compuestos antihelminticos (pamoato de pirvinio y 4-
haxilresorcinel ) con actividad genoletal a partir de unm ranpgo de dosis

comprendidas entre 20-30 X 10~9 moles/caja.



TABLA NO. 8

ENSAYD DE SUSPENSION LILUUIDA
E. coli (COMPUESTOS GENDLETALES)

COMPUESTOS DE
FRUEBA PAMDATD

Nﬁmero de colaonfes/caje (PROMEOIO)

% de Supervivencis

Indice de Superv.

3518111/%\6{‘!?130“8'“& prIMENT 1, %)éi’E’I"!]IMEI\LL[g % gg(F’EAR’IMENT‘] 1. ,%ﬁ?EE,IMENpL %+ , EXF’ERIMENTg

DMSO 20 Wl 253 18 281 194 100 100 100 100 1.00 1.00
ﬂ7-hx10-9 183 143 ) ZDk 154 72 767 724 79.6 | 0.92 0.91
3&.‘7)(1(’3-'g 131 S 1M 137 43 50 70.0 48.80 73.9 | 0.74 0.66
52.'1)(1[1"'9 a7 123 65 116 32.9 66.0 23.1 60.0 | D.49 0.39
¢'59.5x1l:l-9 1) 128 - b5 114 25.4 8.6 19.5 58.9 | 0.36 ‘0.33
86.8K1B-9 3 124 3b 104 4.7 66.5 11.9 53.8 | 0.22 0.22

-'8‘7‘[



(COMPUESTOS GENDLETALES)

TABLA NO. 9

DIAIDDUHIDREXIQU_I_ Nimero de celonfas/caja (PROMEDIN) % de Supervivencla Indice de Superv.
NOLINA EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTD 2+ EXPERIMENTD (N EXPERIMENTO 2+ EXF. IIMENTO
moles/20ug solvente poi A= pol A* pol A;= pol A* [pol A;™ pol A pol Aj- pol A 4 2
pMS0 20 ul 281 194 250 152 100 100 100 100 1.00 1.00
101x10"9 202 129 185 103 71.7 66.7 73.9 67.8 | 1.08 0.92
151x10—9 45 124 154 120 51.6 Bha 6145 78.8 |1 0.81 0.78
2!32)(10"9 130 123 115 92 Lg.3 63.3 L6.0 60.5 | 0.A7 0.76
252x10-9 8s. 97 &s 77 30.1 50.0 3be1 50.9 | 0.60 .67
303x10-9 L 7% 51 56 174 3%.3 20.2 36.7 {O.44 0.55

-'E"t



TABLA NO. X0

(COMPUESTDS GENOLETALES)

Nimers de celonfos/cejs (PROMEDIO)

% de Supervivencia

Indice r2 Superv.

;!flxelsl./iiigngjz\!\?; . Eé(ptAleNENT? W %)é]PEEIIMEr\& 2 EDXI"EAR‘IFEﬁgP s %éﬁ"'eﬂ‘ﬂ““&q 2+ . EXFEI LMENTg

DMSO zd ul 303 193 248 316|100 100 100 100  |1.00 1.00
15.4x10™° 200 125 208 200 6641 64,8 69.8 63.4 |1.02 1.10
30.9x107° 122 115 129 178 0.4 59.4 43.2 56.4 {0.68 0.77
41.2x407° at 91 87 155. 27.7 47,0 29.4 49.00{0.59 D.60
51.5%1077 35 70 31 107 | 1.6 36.2 0.3  3u.00f0.32 0.30
61.8x10™° 7 47 20 73 5.7 24,6 6.7 23.2 |0.23 0.29

=*66T



ENSAYD DE GENOLETALIDAD EN SUSFENSION LIQUIDA

E. coli (COMPUESTOS GENOLETALES)

—~LAELE NQ, 2N .

gg?{-gism OE Némero de colonias/ceje (PROMEDIO) M% $e Supervivenciae Indice de Superv.
4 - I'

noles/20uiaotventa | EXPETINENTG 3, ) RAEITIENI] f, \DPEIINENTR L) EXPERINENTY 7, | EXPERIIENT

DEHIDROEMET INA

H,0 20 ul 663 594 791 965 |100 100 100 100 1.00 1.00

62.7x10°° 621 569 727 857 94.0 96. 91.9 93.0 |0.98 0,99

125x10™° 464 [R-11] 630 asg 70.0 82.4 79.7 91.L {0.85 0.87

167x10"° 41 s 50 87% 6.0 8.0 ol 8.1 {045 0.35

25ax10™° 7.0 11 19 95 1.1 5.2 2.4 9.9 {0.21 g.2®

—.Tst .



INDICE DE SUPERVIVENCIA (1.S.)

EFHCTO GEMOLETAL Dis COMPUESTOS ANTIAMEDIANGS Y ANTINELMINTICES
EN EL SISTEMA DE FRUSDA Poldy =/ pola+ de L. cold.

EM AYO EN SIBPENSION LIQUIDA, O-~=~0 PAMOATO DE PIRVINIO.

8——~a 4 -~ HEXILRESORCINOL.
&~——>8 DIIODOHIDROXIQUINOLINA,
@~ DEHIDROEMETINA.

1.5.<0.85 =RESPUESTA GENOLETAL POSITIVA-

1 1 1 1 /
20 40 €0 8O 100 140 180 220 260 300 340

3

I

2 A ] i ] ] 1 ! Py

CONCENTRACION X 102 moles / caja
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Rl segundo grupo @sté constituldo por 2 compugsios crtiamie-
bianos ( dehidrohemstina y diyodohidroxigquinolina ) qus presentan s¢
tividad genoletal a partir de dosls comprendidas entre 125-150 ¥ 1079

moles/caja,

Bn las tablas 12 a 1la 14, se muestra & aqualloes compusstos -
que mno produjeron I.S5. manor a 0.95; entre éstos, el hidroxdmafltoato de
beforio y la niclosamida caen damtro del 1ange de genotaricidad dudosa.
E]l pamoato de pirantel y el mebendazol, son dos compuesios Qm clsramen
te mostraron an este ensayo, carscer de activided genolstal. Lo3 4 come
pusstos anteriores son farmecos antihelminticos. Los resultados graficos

do estos datos, se pueden var en la fipgura 20,

La fodoclorohidroxiquinolina (tabla 1%} o3 un caso muy partl
cular, pussto que los I.S. son por mucho, mgyores s 1.00 ( fig. 21 ), lo
‘qua indica una mayor sensibilidad de las bacteries qus si reperum, come

paradas con las deficientes en reparacidn.

Bl difosfato de clorequlna fu§ e) inico compussto que no se
probé en este mstodo, debldo & g al ensayarse en MS.hk cony sin go-
tivacién matabblica y en el ensayo de difusidn en agar sin activacidnm,
se encontrd respussta genolaetal, decididndose ya no ansayarss en al da”

suspensidén 1{quida (E.S.L.).

Bn vista de que unc de los objetivos iniciales gl utilizar -
el ensayo do suspension lquida, era encontrar unm mitodo qu incluyera
activacldn metabdlica, 8s ensayaron diversas condiciones de ;rusbs con

Mozcla S~9, cuyos resultados se ercuentran resumidos en las tablas 15 y



TAGLA ND. 12

(COMPUESTOS "No Genoletsles")

HIDROXINAFTOATO Ndmero de celonfms/caja (PROMEDIO) % de Supervivencie Indice ‘e Superv.
DE BEFENIO EXFERIMENTG 1 EXPERIMENT EX MENTD 1 EXPERIMENT EXFE HIMENTO

moles/20ug solvent por Ay po? At po‘l: B{ poq %" pof&R‘I‘ poﬁJ At poﬁJ R“‘ poq %"' 4 2

DMSC 20 ul 298 316 153 183 400 100 100 100 1.00 1.00
112x10-9 185 197 116 136 62.0 B2.5 7246 .2 1 0.99 0.98
158;(1(1‘9 137 170 104 127 45.9 53.7 66.5 £9.2 | 0.85 0.98
225)(10-9 124 159 8L 121 45.0 50.2 58.9 66.3 | 0.90 0,90
335)(10-9 111 136 91 115 37.3 43.0 58.2 62.8 | 0.87 0.93
lo51x'i0-9 es 109 &ga 115 29.4 34.5 55.8 62.8 | D.85 0.89

-t



ENGHYO DE  ENULE TOLTOAD L SULGHPENG b LES S0 (Zu8abla)
E. coli CLUmbULTO w0 monOLLTaLse)
THHLA fO. 13

COM-USSTU DE BAUSBA  fdmero de celoniss/cajan {(PRDFLDIO) . de Supervivenci: Indige de Superv
males/20ulsalvente EXPEMJ'LﬂTU 1, EXPERLICRTO R+ fERl EHTD 1 EXEC HLGENTD 2 EAFEHIMENTO
pol A" pal A pol AT pol A ol A pol AV pal &, pol At 1 2

ANTIHZLMINTIEGS
MEGE S A200

DMGD 20 ut 239 180 b1h 208 100 100 hing 100 1.00 1.00

9

203.2x10° 289 167 395 168 96.0 92.0 95.3 80.8 1.04 1.18

11GLOSAMIDA

DHISQ 20 u! 253 187 175 183 180 100 ’ 100 160 1.00 1.00

-8

30%5.6x10 208 178 150 184 ez.4 9L.6 8s.4 95.6 (.87 .89

PAMEATY DE 7 IRNNTEL

byug 20 ul 210 110 218 117 100 100 20 160 1.00 1,00

-9

50.98x10 226 108 228 112 107.8 38.9 1.4 . §86.0 1.09 1.00

-*58T



INDICE DE SUPERVIVENCIA (1.S.)

EFECTO GEMOLETAYL DE COMPUESTCS ANTIAMIEIANGS Y ANTIHELMINTICOS °

EN EL SISTEMA DE PRUZBA pold,™/ pola* LS.

I = ZONA DE GENOLETALIDAD D.UDOSA (0.85~0.95)

DE Escherichia coldi.
EMAYO EN SISPERSION LIQUIDA. Eé:g é > -0 }HIDROXINAFTOATO DE BEFENIO.

© MEBENDAZOL.
A PAMOATO DE PIRANTEL.

’-20 - o
o NICLOSAMIDA.
o , A
.00 - gae o
-~ * -
f\);*k_.‘-——;—--“-"--'h-”- ' I
- el N -~
o -o
0.80 |- ,
0.60 -
040
0.20 -
. ) it
! L L I I l L ! | 1 J -3
100 140 180. 220 250 300 340 380 420 460 ,000 1,040 1,080 !

CONCENTRACION X 10~2moles / caja



(COMPUESTOS “"No Genoletples™)

TAOLA NO. 14

YODUCLOROHIDROXE Némero de coloniaa/cajap(F’RUl;E?ID) EXPERT) % de Supervivencie Indice da Superv.
UINOLINA EXPERIMENTO 1 EXPERIMEN MENT EXPERIMENT EXPERIMENTO
rlafolc.,/mug solvente pof A" po At pol A= poq %* F/ﬁ q i+ . i 0
DMSO 20 ul 250 . 152 157 123 100 100 100 100 1.00 1.00
16.&’(10-9 97 25 53 a5 38.9 16.0 33.8 19.1) 2.43 1.77
32,7102 _ 57 10 27 15 22.9 - 17.2 8.4 | 3.60 2.05
49, 1x10™° 3 5 19 5 | 15.2 3.9 11.9 2.7 | 4.95 435
65.6x10™" 33 3. 19 3 | 13.2 2o 12.10 1.6 | 6.03 7.38
88, 4x10"° 5 2 l 2 1.9 1.1 2.3 11| 1.70 2413

=51



(1.8)

INDICE DE SUPERVIVENCIA

10.0

8.0

6.0

4.0

2.0

EFECTO OENOLETAL DE GOMPUESTOS ANTIAMIEIANGS Y  ANTIHELMI NTICOS
EN EL SISTEMA DE FRUEDA polh,"/ polA”

DE Escherichia colle

YODOCLOROHIDROXIQUINOLINA-
ENSAYO EN SUSPENSION LIQUIDA. EXP. | OmmOmee0

EXP. 2 Oe == Osee=0

5 30 45 60 75 9 5

CONCENTRACION X 1079 moles/ caja
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16,

La primera tabla { Tabla 15), nos muestra sl uso de diferen-
tes concentrzciones der bacterias, mel de fraceidn §-9 (homogenado hep_é
tico /rml de mazcla de activacidn; mezcla 5~9), ml de mazcla S0, tieme-
pos de incubzeidn y compuestos pregenotéxices enmplesdos. No obatante to
das estas variables introducidas al mdtodo, no se nudo detectar activi-
dad genoletal en rdnguna de las dos cepas al usar como testigoes positi-
vos, a agentes pregenotdxicos conocldes { 2-AF, 2-~Ad, benzo (a) pireno
v ciclofosfamida ), qua se saba requieren do activacidn metabdlica para

mandfestar su accidn,

Despuds de ensayarse las diferantes variantes metodoldégicas
v obtoner rezultados nagatives, se planted la posibilidad de qus las =
mazolas de activacion utilizadas, por algena razdén no estuvieran actie
varmdo a los compusStos pragenotéxicos y por consigwlents no se produje
ra daflo genoletal, Por tanto se disefi el experimento de la tabla 16 -
(que es igusl al ensayo 9 de la tabla 15), en el cual ece trabajd siwul

taneamente con las 2 cepas de B. coll y con una de Salmonella typhlimu=

rium la TA 98, que detecta compusstos mutagdénicos "framsshift®, Este =
efecto, e identifica por un aumsnto en e} nimero de las revertantes -
probétrofas a histidina { his™ —wd his* ) al adicionar un compuwasto

nubapénico; en este caso las revertantes ‘espontAneas de 1a TA 98 fus~-
ron 45 colonlas/caja, parc en presencia del compuesto preganotdxico +

activacibn metabdlica, dste nimero se elavé hasta 1,483, dato indicati
vo de que la muzcla S-9 utilizada sf estaba activando al compussto ﬁrg
genotdxico psro que por alguna otra razdn no era genolatal en las cepas

de 2. coli.
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TABLA NO. 15
- - - ENSAYO DE GENOLETALIDAD EN SUSFENCION LIGUIDA 459 (E.5L & S-9)

E. coli
Bactérice Wezcle [ulde rraceion| Cantidad de compuesto | Tiempo de incu
cantidad incubada 5-9 5-9/ml de mez{ o solvente (DMS0) in- | bacidn & 37 AC
(m1) Incubada {cla 6-9 cubada.,
ENSAYD {ut)
To= 1 100 10 20F 20ug/10 ul S0 mina.
100 2AF 20ug /10yt S0 min.
Ze= 1 100 10 CICLOF 10pa /10wl 90 min.
100 CIGLOF 10ug /13730 91 min.
3o~ 1 100 10 2AF _1000vg /10 pl 60 mine.
100 2AF_1000ug /10 60 mine
Lo 1 100 10 Benze (2)p.250p/10ul] 90 v 60 min.
100 Henzo (8)p.2o0ug 70 ul] 80 v 60 min.
e 0.4 500 20 2AF_10pg/10 yl S0 mine
200 2RF 10po/10 1} 90 min.
Gam 0.1 500 20 Henzn (a)p. 265pa/10ul] 50 min.
200 Benzo (@)p. 2659/400] o0 _mina.
Tem [P 500 ] 20 2AF _400y9/20 ul 2fl min.
. 200 2AF 100yg/20 ul a0 min.
B4~ 0.1 500 20 Senzo (a)p. 251a/2000 | S0 min.
200 Benzo (a)p. 255/20p1. | S0 min.
Gon® D.1 ~ 500 20 2RA  100pg /10 1) S0 min.
200 2RA_ 1003q/10 i S0_min.
0.~ 0.1 1 300 2RA__ 10019/10 1l €0 min,
10 300 28R 100uq /10 i 60 min.

Las mezeles cde activacldn de los ensayos del 4 el 9 fueron preperades como indica
Ames y col., veciendo solo la cantidad de fraccidn S-9 segin se sefisle en ceds ex
perimento. La mezcla de activacifin del ensaya 10, fué preparada segin Hyman y -
col.

En los enssyos del 1 al &4, el término de 1le incubeclfin se sembraron solamente -
1104 #/cajs para as{ sembrar una cantidad proporciontl de u.f.c. con respecto 8 -
los ensayos restantes.

* Este enseyo se realizf comjuntemente con Salmonells typmimurium. Usr tebla 10,

TODOS LOS ENSAYDS REALIZADDS (4 ——# 10) con E. coli, PRODUJEACN I.5.> 0.9



TABLA ND. 16
ENSAYO NO. 9

EVALUACTION DE LA GENOTOXICIDAD DE MUTAGENDOS CONOCIDOS
Es Coll v 8, Iyphimuyxriym EN PRESENCIA ODE 59

200

Bacterin Mazcla de ﬁldﬂ Fraceifn Centided de compueatos Tiempo de Escherichia Selmanc Lla
cantidad s@otivacién S8-9/ml da mez o solvente (DMSO) incubacién coll typhimuriam TA98
incubade a9 (ul) cla S.9 incubade (minutos ) T.5. No revert inte/caja
(ml) ingubada 200pg/10u1 .-

0.1 500 -0 (Sol. Cof.) pMSO Bl 1.00 L5

0.1 500 0 (Sol. Cof. 2-ARA 90 0.97 50

0.1 500 20 DMSD 90 1.00 L
0.1 500 20 2-AA 90 0.95 1,483

0.1" sao 200 DMSO 90 1.00 N.P.

0.1 500 2«AA 90 1.09 NP

* Pare Sulmonella typhimurium, ae considera une raespuesta mutegnica positive cuando el nlmers de coloniag
por caja doble al menos, Bl de les cajas control correspondiente.
tare el ensayo de mutegenecided de Selmonelle typhimurium se utilizeron cajes de M.M.V.8. y becteria cdg
centrads (1-2x10"° u.P.c/0.1 ml)
N«P. = No probada.

=151
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b) Bnsayo do Difusidén en Agax ( E.D.A. ) (fig. 22)

Bste mitodo, ya hebia sido pussto en marcha en un trabajo an
terior al nusstro, pero aen vista de la nscesidad de establecar un enss-
yo que incluyera activacidn metabélica, dscidimos retomarlo y ensayar
an 61, primero 8in S«9, a los compuestos antiparasitariocs probados en -
o1 emayo en suspensién {quida. Al mitodo de difusidn en agar (E.D.A.)
original le incorporamos 2 modificaciones con ol fin de aumsnbar su sen
sibilidad: La primera comsistid on sustitulr ol uwac del disco de papal

£i{ltro por un pozo, practicado en ol centro dsl agar, con el objeto de
aumentar la cantidad del compussto de pruwba de 10 mel/disco a 100 mel/
pozo. La segunda modificecion consistdd en utilisar bacterias dilufdas
1y 10,000 y no las comcentradan; éste cambio estuvo encaminado & dar ra
yor sensibilidad al ensagyo y como se va en las fotografiss 1 al 4, los
halos de inhibicién de crecimiento generados, son mayores al user culti
vog bacterianos diluidos. Al mismo tienpe se ovita lz presencia do doe
bles halos de intibicidn de crecimisnto, como on el caso del ME, qus -
dificulta gensralmente el precisar sl diidmetro de nmusrte celular ( Lo=
tograffa 1 ) ( 36, 53 )

Usando e¢ste sistema ripido ¢onS~9 s&ae probaron los 10 comw
pusstos antiparasitarios, encontrandose 3 qu en éste emayo, produje
ron halos de inhibicidn de crecimliento mgyores { con un m{nmimo do 4 mm
de diferemncia ) en la pol Al', con respacto & 1a pol A%, De estos 3 e
firmacos los 2 antibelminticos genoletales en el ensayo ¢n suspsnsidn
1{quida, pamoato do pirvindo y hexilresorcinol, rasultaron nuavamente

genoletales an el do difusidn en agar ( tabla 17 ).
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FIORA 27 PRUEBAS DE CEMOLETALIDAD
EN Escherichia cold,

ENSAYO DE DIFBION EN AGAR
( B.D.aA. )

Cultivo de tods la nochs 2 X 207 u,f.c,/md

l

Sin dilwir Con dilucidn
- 11 10,000
2% 10° Uefecs/al

e
B

g <—

" 20l de agar
soadadlido
Comppast ~Hacor y sellarmose
Ifa Compuaszto
Incubsr
37°G/24 hrs

DiAmtro de
inhibicidn da
cracimento
pol a*

inhibicidn de
crecimianto

pal N



ENSAYD

ThgLh N0, 37

OE GCNOLETALIDAD POR DIFUBION EN AGHR (E.0.A.) DE MEDICAMENTDS MNTIFNAGALITARIOS

En E. coll

COMUESTO P20 pDilénetro de Lnh. de crecimiento (om) Diferencia de inh. de crec. (mm)
mulequO~9/TDDﬂ

NMTTAMLAINHUS EXRERIMENTG 1, EXERINENTY 2, EXPERIMENTO 1 EXPERINENTO 2

— po ;- pol A pol A{" pol A

U1 LOLUHIDROY T .

AUIMBLINA 5,40 0 Y o o .1 A.l.

I0DOGLEOHIUROKT | .

CLIROL A ~1{ ¢,820 14 10 1 6 -2 2

DEHIDIUEN T LNA 6,890 10 3 12 10 1 2

DIt OSFATD LE

LLOROYULEA &,310 10 & 11 £ h 5 _

ANTIMELMIGTICOS

HIDAUXIMAFTCATO -

DE GEFCHIO 6,765 7 8 & g 1 1

HEXILAESLACINGL | 15,460 2o 16 28 17 10 1

MEEMDAZDL 2,030 i 0 0 0 NeI. Wals

HICLOLAMIDA 1,530 0 o 0 0 LI Nols

HAMONTO DE :

P IRANTEL 5,250 0 ] a 0 N.I. Wela

pAKONTY OC . ]

l'II;\lllHID 4,360 5 i 5 c- 5 5

Nal. w Heuwullado no Interpretobile.

=7
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Bl difosfato de cloroguinz fud fetectado coxe campu. Lo g,

letal en ssta prusba, dando una diferencis de inhibicién de crecimiernto
de 4 a 5 m mis on la pol Ay~ quo en la pol A* esta diferancia o3 prag
‘ticamgnte igusl a la del pamoato de pirvimio, solo que el difosfato de

cloroquing fud mis téxico para ambas cspag.

El pamoato do pdrvinlo, &l ser mnos tSxico no inhibid ek =~
orecimlento de la pol A* mlentras qus sl difosfato de cloroquing 1o we
produjo una inhibicidn do erecimionto de 6 .

Bn o) snagyo de difusidn on agar, as{ cowen &l de suspens=
83én 1{quida, la yodoclorohddroxiquinolina (T.Q.) inhibid mas el ereck
monto de 1z cepa pol A* que ol de 1a pol Al", sn gate caso la diferen

cia do inkiticidn de crecirtento on el ensgyo ds difusidn en apgar, &id

un resultade do -~ 2 mm,

23 as{ qua, sin las 2 moddificaciones imtroducidas al mitode
de difusidn en agar, ho hubiera sido posible deteotar la accidn genole
tal de estos 3 compusstos, ni la actividad de la yodeclorchidroxiguine
lina.

Ensayo de Difusidn on Agar con S5=9 o

Una vaz probedos los compusstos sin 8«9, deoidimos realizer
oste miamo snsayo eon inzorporacidn de activecidn wstabélica. Para esto
86 Usé una mezcla de activacidn preparsdo conforma a Amss y col., qun -
se adiciond a los 2 ml de agar junto con la bacteria. Este mmnrores a.
" vecometdado por Rosenkvans y ¢ol, para la dsteccidn ds compussitos pro—

gonotoxicon = travds del mitodo de difusidn en agar ( 53 )s
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BEn la tabla 6 se ven los resultados obtenidos con el uso de
dos compuestos pragenotdxicos conoeidos. En ambos casos no se detactar
ron halos de inhibicidn de crecimiento. Bn eate ensayo se utilizan bac
terias dilufdas 1:10,000 y disco de papel filtro, debido a que mo se -
necesitaron cantidades de estos compuastos tan altas, qus requirieran
mis solvente (> 20 mel ) para enssyarse. Las cantidades usadas para -
8l 2-4A y 2-AF fuoron mwho mzyores a log reportados como genoletales =
por Rosenkranz y col. ( 53 ) en vista de que las concerntraciones origi
nales habfan resultado negativas en ensgyos previos realiszados on el =

laboratorio.

¢) Bnsayo de Microsuspansidon { M.S.A. )

Husvamsrte se requirid buscar otro método que permetiera el
ansayo de los compuestos pragancletales. En esta occasidn se reciurrid -
al 2msgyo de microsuspensién raportedo por MCarrol y Pipsr qus utili
za microplacas de titulseldn con aproximadamsnte 2,000 a 3,000 bacte--
rias/pozo (Fig. 22). En la tabla 18, se musstra claramonte la activae
cién ds la niclofosfamida, compuesto que para ejercer Su afscto genoew
téxico requiera do ectivacidn matabdlica. la mszcla de activacidn fus
preparada segin M Carrol y solo hubo dos cambios eon respscto a la =
técnica original; en nuostros onsayos ubilizamos siempre medio HA + T
¥ no caldo complato, dabido a qus existen refersnclas en la literatu-
fa ( 53 ) que coflalan qus ol uso de medios nutritivos favorace el de
sarrollo de las mutantoes esponténeas pol AY, entre la podlacidn do =
pol Al" con lo cual se pueds tener un cultivo con poblaciones mixtas,

Gus no servirfan a los propdsitos de sste enmayo. La segunda modifica
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FIGIRA 23 FRUEBAS DE GENOIETAIIDLD

BN Bscherichbia coli..

ENSAYO DE MICROS U6 PRISION
{ MS.h.)

Cultivo de toda la noche 2 X 199 u.f.ce/ml

Dilueidn
2 X104 ufec./md
50 ul l
msdio 50 ul
{quido comuasto 50 pi/pozo
HA + T

! ~-=f 0000 O .
{6‘“00000 7’\

}('-"" 50 1 Mazcla S-2/pozo

Y
Incubar
37°C/24 hre

Y
160 vg 80 g 40 UE 20u8 10pE

ply~ [ O O o0 0 o
pol 4% 0 e o o o

CaMT. pol "> C.MT. pol &7



JADLA RS RNSAYO D GENMIETALIDAD BN MICROBIBPENSTON kN Eschardeh

_ . P00 BE
COMPUESTO EXPERIMENTO GONCENTRHCION MINLMA INHIDITORIA DIFERENCIA
e -(5-3)5 + (5-9)pgya* ~(5-8) _ +(5-9)
) A R i R T 7 1
OMS0_ (S1GMA) g 625  6.25  6.75  12.5 0 1
3 0.00 1.5 - > 5 -
M.N.N.G.  * 20 0.05  0.75 - - 562 -
- 7 0.3 0.3 = = 5 =
CLORANFENICOL oo o133 - - 2 .
Cr 3 24 224 7 T o i) 5
CICLOFOSFAMIDA (3) o0 O 5 47 0 g+
ANTIAMIBIANGS ' mn1sex1o'g)puzu
DI TUDUNTOAOXLGUL 10 7801  78a1 7801 15847 0 1
NOLINA ) 28,1 78,1 158.7  31ha9 0 1
I0DOCLUROHIDROXT L 7.5 3.1 3 3.1 7 i
QUINOLINA 20 1,5 3.1 3.4 3.1 1 0
g Ti7.6 L5 GA1.8 G178 ) )
DEHIDROEMETINA 20 417.9  417.9  447.9  b17.8 g 0
‘DIFGSFATO DE 70 TTTTR.3 . 337.3 0.33  337.3 by
CLOROQUINA ) 21.3  337.3 0.33  137.3 i * 10
ANTIHELMINTICOS mglesx10-9/pozo
HIGROXINAFTOATO 1a 281.8 281.8 140.9  281.8 0 1
DE BEFENIO . 2a 261.8 _ 281.8__ 281.8 _ 281.8 0 g
" 55e7  51s5  571.5 57,5 T )
HEXTLRESORCINDL 29 25,7  51.5 425 51.5 1 0
- o B53.0  253.9 D530 263,50 ) )
MEBENDAZOL 28 53,9 953.9 12847 253.9 0 1
7 B56s1  50Bc1  E56a1  596ed o 0
NICLOSAMIDA 20 596.1  596.1  596.1 5961 g 0
g 357.8  307.9 657.5  657.5 g i)
Pe PIRANTEL 20 327.9 3.9 6575 €57.5 0 0
1 h.3 T I98.5  ATeh  195.5 5 3
P. PIRVINIQ 2p 4e3 1355 17.h___ 135.5 5 3

(8) = Disuelto an DMSO

* = £l EMS5 np fué ueagu como control (+), por presentar una C.M.I. da 40D pg/pozo para pulAT' y 800
ug/poza poare polA” aes decir, 1 pozo de diferencia.
fef. (Ma. Garrol) :

(+) » 5e considara cumo reepucats genoletal positlive cuando exdstan 2 6 mée pozoe de diferencie a fa

vor de la polA*(pola* e poime ).

—ezow
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cidn consiatid en afiadir al final del tiampo de incutacidn de la placa
10 ml/poso de una soluwidn de plwpura de bromocrescl, qus es un indics
dor de pH, para facilitar as{ la diferenciacidn do los pozos con erscie
wlento bacterimno de equellos en los que no lo huboa lo anterior es mris
cipalmenta Gtil) on el caso de aquwllos conpusstos que precipitsn on gl -
fordo del pozo ¥ no permiten determimar la prasencia de crecimiento ( i-
dentificado por la formacién de turbidez en ol medio y de ‘m botén da =
bacterias en &1 fondo del pozo ). De bocho, la sola adicidn do $-9 cau-
sa turbidez al medio. Por o tanto, para ceda compussto nos aseguramncs
de qus por sf aclo no fusra capes de virar el color del indicsdor. Bl =
modfo HA + T es en realidsd una solusidn amortigusdora con requerimden-
tos m{nimoa para el cracimiento y con un pH de 7.4; en estas condiciow
nes, el pirpura de bromotrasol da una coloracién asul rey intensa. En -
_eamblo, cuando las bactarias crecen en ol medio y utilizan la glucoss -
como fuents de carbohidratos, los productos matsbSlicos generados en la
. fermontacidn, disminuyen ol pH del msdio por debajo do 5.5 con lo cusl
ol color obasrvado ¢3 mn verdo-amériuemo, claramente distinguible del

asul rey.

Bn cada enssyo en 1la misma pleca se corrieron on distintos -
posos controles poeitivos ( MV} o M6 sinS-9 y ciclofosfamids o diclar
hidrato de quingerina +/= 8«9 ),

Bn el emayo deo mlorosuspensidn { H3.A. ) se determina la -
corcentracién afnima dal compussto nocesaria para inhibtir el crecimien~
to de la bacteria. Se considora como respussta ganolstal positiva, cumn
do la C.M.I. ( Concentracién Minima Inhibitoris ) do la pol A* es 2 po
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gos mayor que la de la pol 437, es decir la C.MI debe ser por lo mene
4 veces mayor en la cepg con actividad de reparacion normal, que en la

de ls capa dificlente ( 37 ),

Por éste ensayo, 8dlo 2 compuestos resultaron genolebtales con
y sin 5.9, el difesfato da cloroquina { DR® } y el pamcato de pirvino
{ P. Pirv, ). Bl primsro resultd ser mis genoletsl en presencia deo zc=-
tivacién motabdlica (8-9), que on aisencia de la wisma, dando con 5-9
10 rozos de diferencia entre la concentracidn m{nmma inhibitoria ( C.M.
I. ) do 1a pol 4% — pol ;™. S54inS5-9 8élc hgy 4 pozos de diferencia
Bl pamoato de pirvimlo contrariamente sl difosfsto de cloroquina en =
vresencia de 8~9, dlsmnyyd su genoletalidad en 2 posod. Sin actdvacidn
resulté una diferencia de 5 posos mlertres qus conS-9 sélo se ven 3 po
gzos { tabla 18 ).

Todos los resultadon obtenddoa en los distintos ensayos con
Bacharichia cold, se reswmn en la tabla ‘19. al proceso histdrico en =
la figura 23 ¥ las ventajas y desventajes ds diches ensayos en la ta—

bla 20,
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casbl l‘i

" EFZCTO GENOLETAL Cf MEDICAMENTOS

ANTIAMIBIANDS ¥ ANTIHELMINTICOS
EN EL SISTEMA DE PARUESA
Escherichia coli polA';/pom+

COMELESTC ENSAYD DE SUSFEN ~ ENSAYO DE DIFU ENSAYO DE MICAROSUS

HEbe SION LIQUIDA SION EN AGAR PENSION (M.S.A.)

-(5-9) +(5-9)

ANTIANIZIAROS
DITODOAIDROXI ' + ‘ - - -
CUINCLINA -
10DOCLDROHI - - - - -
DRCNCLINOLINA
DERIDRDEMETI- + - - . -
xa
DIFOSFATO DE N.P. + + +
CLOROGUINA
A TISELMINTICOS _
AIDROXINAFTOR- /= - - -
TC DE ZEFEAIO o -
HEXTILRESORCINOL + S ’ e A
MEBEADAZOL S - . ' ‘
NICLOSAIDA +f- B T
FAMZTATO DE FI- - e - T A
RANTEL Co o
FANDATO DE PIR- + L+ B +
VINIO : .

MaPZ 0 probado

+ resultado positivo
- regultada negativo
+/= resul tado dudoso



FIGRA 23

 ENSAYO DE DIFUSION
EN ABAR (E.D.A.)

DIAGRAMA HISTORICO DE LA EVALUACION
DE LA GENOLETALIDAD DE MEDICAMENTOS
- ANTIPARASITARIOS EN Escherichis goll

i : ENEAYD DE SUSPENSION
’ ? LIQUIDA (E.S.L.)

F
o

~(5-9) -
- Fhrmacos
.Genoletales

~ Fhrmacos
No Genoletales

- Resultados
No 1nterprataplaa

+(B=8) B ~(5-9) +(8=9)
No | . Férmacos No |
Funciano ‘ Genoletales Funciong

- = Férmacos
Ne Genoletales

= Rosultedon
Dudosos

ENBAYD DE
MICROSUSPENSIUN
(MaSeAD

b 4
¥ v

~(5~9) +(5.9)

~ Férmecos
Genoletales

- Férmacos
No Genolet:les

AR
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TABLA 20 FRUEBAS DE GE\GLETALILAD &l £sgherapniz coli
Ventajesa y Desventajss de los Métodos Alternativos

KETODOS VENTAJAS DESVENTAJAS
Difusién en Agsr 1.~ Répido (24 hrs.) 1.~ Salo es cuckitativa
(E.D.A.) 2.~ Es el mbs econfnico 2.~ Los compuestos na
: 3.~ No se requiere conocer la difusibles en Agar,
cancentracifn adecuade © nc generan halas de
probar. tnhibicifn de creci
miento

3.~ o son detectados -~
conpuestos volétiles.

Suspenaién liquide 1.- Répido (24 hrs.) 1.~ Se requiere determi-

(E.5.L.) 2.~ Es cuantitativo nar gl rengo de con-
3e~ Detecta compuestos centraciunes a prohar.
no difusikles en ager 2.~ Ea el mengs econ@inico.
.~ Detecta compuestos
volétiles.
Microsuspensgifn 1e=~ Répido (24 hrs.) 1.~ £8 cemicuantitaetive
© (M.5.A.) 2.~ Es mfs econfmico que el 2.~ Las diluciones del
- E.S.l. compuesto dejan am-
J.~ Npo se requiere conocer la plice rangos de con
concentracién s prohar centracidn entre -~
4,~ Datecta compuestos no di- uno y atroc pozo.

fusibles en Agar
5.~ Detects compuestos volétilea.

Nota: -~ La pared de E. coll por ser un Gram (-), impide el peso de clertos come
pusstos da P.M. elevado.

- chpueétus que dafien 8l ADN y que requieran ds sistemas de reparacidn -
donde no se necesite de Pol I, no podrén ser detectedos por ninguna de
los tres enaayos de este sistema .
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Sistema de Bacillus subtilis R */ ROC~

l.- Verificacitn de la Activided de Reparacidn por Recombinacién an las

Cepas H-17 rac* y M¥=45 rec—.

Do los 3 mdtodos alternativos mostrados en las flgura 24 a =
la 27, el Mitodo Répido de Bstrfas y el Ensayo REC con espores, se pus-
den usar rutinariamante para verificar el busn estado do las cepas H-17

rect y Me45 Toc-,

Los compuastos gonoletalss, utilizedos como controles poaitl
vos son la 4-Nitroquinolina-l~éxido ( 4-MQ0 ) ¥ la mitomicina ¢ ( Mit.G)
que inhiben mis a la cepa M-45 rec™ deficlente on la reparesién por re
combi nacién que a suparental H-17 rec". como 8e gprecia claramsnte on «

1z tabla .

En este ensgyo 8o ha establecido que para considerar a uncom
puesto genolatal, debe de axistir‘ una diferercia de por lo mencs 4 mn -
" de didmetro en el halo, o zona de irhibicién de crecimiento entre una y
otra cepa (21, 22).

2.~ Genoletalidad de los Firmacos do Pruebas
a) MStodo Répido ds Batrfas.

La tabla 22 nos mwsta los resultados obtenidos en ol estue
dio de los 10 férmacos antiparasitarios a través de éste método, Como
.80 puade ver, ninguno ds los madicmm ntos produjo ung sona de inhi-
bicién de crecimento mgyor a loe 4 mm, por tal motivo, se procodid a

la obtercidn de las osporas de ambas coepas como 8e indlca sn la seccidn



FRUEBAS DE GENOLETALIOAD EN

FIOWRA 24
‘ Bacillus subtilde
PROTICOLOS BXPERIMENTALIS.
ALTERNATIVOS
Zonos de Iniboién Halos de Inhibicién

( 1onguitud do la sona ) (DLometwn del halo )
cualitative oualitativo

Me45 rec
‘ H-17 vec*
H-27 rect
H-17 rec’
MN45 res”
M-45 roc”

H-45 roo” ‘

He17 reo’

Concantracién Minima
Inhitdtoria ( C.M.I. )
semicuantitativo

-'sLI



FRUESAS dov GoMLaTaliDAD

FIGCWRA 25
BN Bacillus swbiilds
METODO RAPIDO
DE ESTRIAS
Cultivo de toda Esporag',
la noche o 3 X107 esp./nl B0 dest.
¥=-45 Teo
H=17 rec
FREINC UBACION
4c/ 24 lzrs\
Ine ubar
37'!1[ 24, hrs
M-45 rec™

Oncy | B-17 790°

Zona de Inhibieidn
de crecimiento
CHel7 ¥y WelB



FIGRA 26
PRUEBAS DE OENOLETALIDAD

BN Bacillus subiilis

ENAYO REC

_Gultivo de toda la Nochs

Obterncidn do esporas

v
" Ajuster a 3 X 107 eape/ ml H,0 dest.

0,1 =l do H-17 rect
M-45 rec™

R

l g~ 10 n do sgar semaélido completo "

l.“(! /f hrs
I /f hrs
Plaratro do

inhibiclén
erecimiento

¥-45 red”
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FIGRA 27 PRUEZBAS DE GR¥OIETALIDAL
Bi Bacillus subtilic
BIBAYO DR HICROG (BPRIEION
{M.8.4.)
Cultivo de toda 1z noche 2 X 207 u.f.e.A3
Dilocidn
2X 104 ufeee /o2
50 ul .
;}dio 50 ul
quido ompussto
completo [c 50 ul/ pozo
NNV .
I 9~- ‘n 0 0 0 O . )
- ~F e 0 0 0 o ’—)\ 50u1 Hagola 5-9/pozo
L -t
v '
Inoubar
3’?'(1/ 2 hrs
160 ug 80ug 4L0ug 20vg 104g
o458 rec” 0 0 0 0 ]
H-17 reo® 0 6 @& o e

CMLI, E-17 rect J C.MI. M-4S rece



RESULTADOS ©OE LOS ENGAY0S DE GENOLETALIDAD DE MEDICAMENTOS

TABLA 21
AMTIPARRMSITANTOS EN Beclllus subtilis,
e ENBAYD REC
METODO AARIDD OE ESTRIAS Difmetro de inhibicién da crecimients (mm)
COMPUESTG  1g/20 1 zono de 4nh. en mn. ~—— DAGTERIAG —— —— ESPORAS
H-17 M-145 Dif. H-17  M-45 Dif.  H~17 M-45  Dif.
Ho 20 o 0 Nela 0 0 Nol. 0 0 H.I.
OMSO 20 0 o N.T. o 0 NI, 0 0 Moo
NGO 2x10”1 4 12 8¢+) 1 3 2¢-) 7 16 9(+)
Mit. C 2x10"' & 15 9(4+) 1 22 110+) 16 25 11(+)
2-AF 100 0 o NoI. 0 0 N.I.
2-AA 200 o 0 N.I. 0 o t.1.
Benzola]  45q a 0 NI a 0 N1
Pil‘eﬂﬂ CEY] I ¥9
GCieclofos ,
fmaates sog 0 0 N.I. 0 o N.I.

(+) = Compumste genoletul. Dt feroncin® G om,



TABLA 22 RESULTADOS vl LOS ENLAYOS DI GINGLETALIOND DE
MEDIGAMENTOU ANTIPARASITARIUL ER Jucillus subtilis

- _ U ENTAYD AR B
COMRUESTO METODD RAPIDD DE CSTRIAS Activa. Difmetro de inhibicién de crecimiento (mm)
DE meles/20 41 zona de inh. de crec. en mm. Metab. — HACTERIAS=——= . ESPQRAG—mm

FRUEGA He 17 M-45 Dif. 5-9 H-17  M=45 Dif. He17  M45 Dif.
ANT IAMISIANDS

DEHIDROEMETINA  1,337x w0 0 0 Nela - D o ‘NaI. 5 7 2(=)
DIFOSFATO DE -9

CLORUGUTINA 8,615x10 0 1 1 - 6 8 2¢~) Gl 30 -1(?)
DI IGDOHIOROXI- -9 :

QUINOLINA 1,001x10 0 0 N.I, - o ] N.I. 3 4 1®(=D
I000CLOROHT~ -9 :
DROXIGUINGL INA 1,964x10 0 0 Neleo - ? 9 » 2¢-) ? 7 0¢-)
ANTIHELMINTICOS

HIDROXINAFTOATO -9

DE BEFEND 902x10 o 0 Nelo - 2 2 o~ 1 1 o{~)
HEXILRESORCINGL 3,088x107° 10 } 12 2 - 20 20 (1[€5} 23 24 (=)
MEBENDAZOL 40ex10™° 0 o N.I. - 0 0 Nola 1] o Nol.
NICLOSAMIDA I0Ex10™° .9 y 12 12y 13 3y 1 - 1 17 3¢-) 21922 25¢2h  4(4+) y

. 2¢=)

PAMDATOD DE ~9 :

PIRVINIO 869x10 2 3 1 - 2 3 €= " 1 0¢-)




TABLA 22 continuacién RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE GENOLETALIDAD DE
MEDICAMENTOS ANTIRAINSITARIOYS EN Becillus aubti;&g

ENSAYD REG -
COMPUESTD {AETODO RAPIDO DE ESTRIAS Active. Difmetro de inhibiciédn de crecimiento (mm)
DE moles/20 ¢! zona de inh. de crec. en mn. Meteb. —— BACTEAIAG~e— e ESPORAS
PRUEBA H=-17 M-45 Dif. 50 H=17 M=45 ~Dif. H-17 M-45 Dif.
PAMOATO DE -9
ug/2t uil
FURAZOLIDONA: 200 . 20 22 2 - 13 15 2(=) . 25 32 7 ()

N.Ia = Rgoulteada No Interpretable. :

(-) = Compuesto No Genoletsl: Diferencis menor a & mm.

{¢) o Compuesto Genolatal: Diferencis manor O iguel a & mme
€?) = Rasultadoc No Esparado.

-*181
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de material y mdtodos, para la realizacidn del ensgyo REC.

b) Bnsgyo REC.

Bste ensayo 8o practicd primeramante con cdlulas vegeiatiw=
vas, mentras se esperaba el tiempo do esporulacidn de ambas cepas de

Bacillus subtilis, en cajas con madio modificado de Sheaffer, La mdisma

tabla 22 musstra qus el presents mébtodo con bacterias no es adscuado -
para detectar a ningin compuesto genoletal, pero a dlferencia del MSto
do Rapido de Bstrias, aquf{ la yodoclorohidroxiguinolina, el difosfato
de clordquina, el hidroxinaftoato de befanlo, el hexilresorcinol y la
rielosamida exhibieron aptividad téxica, apreciéndose halcs de inhibi-
cidén de crecimlento en ambes cepas mayoraes a los registrados en el pri

mer mitodo ensayado.
®

Cugndo se tuvieron las esporas listas y ajustelas a una con
centracidn da 3 X 107 esporas/ml de H,0 destilada, ¢l Emsgyo REC e -
1lev6 a cabe con ellas, obteniéndose los resultados indicados en la ms
ma tabla, Comp puads obsorvarse el pamoato de pirantel produjo una di-
ferancia de 5 mm de didmtro de inhibicidn de crecimlomo, mientras que
con la niclosamida en un priser experimento ss obtuve la minima diferen
cia ganoletal y en el sagundo solo se tuvieron 2 mm de difsrencia. As{
cono en ¢l caso del pamoato de pirvinio, me observd también con el hexid
raesorcinol, la diyodohidroxiquinolina y la dehidroemstina, un efecto -
téxico mayor en al Bnsayo REC con ssporss, qus ¢l obsevado an ol mlsmo
ensgyo pero con bacterias; dicho efasto es visto coms una mayor inhibi

cién do crecimiento en ambga cepas, poro con awencia de ganoletalidad.



E) Wdroxinaftoato de bafenio, produjo practicamente la mis
ma toxicidad en el Ensgyo REC con esporas, qus con el wo de cédlulas -
vagetativas, mientras qus el mebendazol no generd halos de inhibicion

en mnguna do las 3 prusbas realizedas,

El difosfato de cloroquina fud muy tdudco para ambas cepas
a trovds de este método, pero lo mis 1lamativo es la mresencia de una

mayor letalidad sobre la H«l7 rac* que en la M-45 rec”.

Para verificar la presencia de la actividad genoletal en gl
Ensgyo REC, se debs obtener una relacidén lineal dosis-respussta es dg
cir, €1 balo de inhibicién de crecimlento en ceda cepa deberd ser pro-
vorcional a la concantracidn aplicada; por tamto la diferencia de inhi
bicién de crecimienvo entra Mei5 y H-17 tenderd a manmtemsrse constante,
hasta el momento en qus la inhibicién de crecimiento en la H-17 sea ce

YO«

Junto con las curvas dosis-respuesta del pamoato de pirane
tel, miclosamida y difosfato de cloroquina, se hicieron las de mitomi=
cing ¢ ( testigo + ) y furazolidona, que en al Ensayo REC + esporas re
sultaron tambidn genoletales, La fwrazolidona 88 un compresto antipa—
rasivario, reportade como genotdxico en la literatura ( 9,35) por lo =

que se decidié probar on este ensayo en forma adicional ( tabla 23 ).

8l anadlisis de las relaclones dosis-respuesta obtenides con
la mitomicineg C y furazolidena, confirmaron la actividad gencletal de
83tos compuestos, como 86 pusde observar por la persistencia de la difs

rencia en 105 halos de inhibicion de crecimiento de 10 mm de dlametro



TARLA 23

RELASICKCS DLald - alorweald

0BTENIDAS EN EL ENSAYD OE

GENGLEYTALIDAD

v
-y

DE MEDICAMENTDS ANTIPARASITARIDS EN E5PDRAS DE Baclllus subtilis

CONCENTRACIANES DIAMETRO DE INHISICION DE CRECIMIENTO, DIFERESGIA INTERFRET.
H-17 M-L5
Mit. C (ug/20u1)
2x10~" 14 24 *10 GENDLETAL
4x10™? 6 17 tyg
2x1077 1 11 *10
4x10~8 0 0 o
2x10™" o 0 a
Furaznliquna {ug/20ui)
2x10” 29 33 [ GENOLETAL
2x10™° 25 32 9 -
210™" 17 22 ts
2x10™* 7 " g
21077 0 a 0
Niclasamida (moles X 1072/2011)
306 23 22 ~ 4 I CENOLERAL
0.6 19 21 +3 { bwose )
3.1 8 10 *e
0.3 o o 0
P. Pirantel (moles X 16-3/20u1)
1076 0 5 *5 RENOLETAL
1 009 o 3 * 3
844 o 1 + g
693 o i o
505 d i} ]
D. Cloroguina (moles X 10'9/20u|)
8 815 46 31 "5 ?
5 815 36 24 42
3 877 27 19 “ B
1.938 18 13 -
959 13 10 -



gh el caso de la mitomicana C y e 4a 5 an on la firazolizona (fig 28).

En @l pamoato de pirantel la diferoncla en el tamafio del ha
lo de inhibicidn de crecimiento, no se mantiens constante como on los -
resultados de la mltomicina C, al bajar la dosis de prwba, debivv a =
que en la cepa vact no aparece halo de inhibicidn 2 ninguna de lag =
concentracionas ntilizedas. Aungue el tamaffo del holo es relativawente
paqusfio en la cepa rec™ éots date og sin embargo repetitive, lo qua as
suficlente para indicar sctividad genoletal, ademis de sor mayor de los
4 mn de inhibicidn de crecimionte roqueridos,

Con la niclosanida &6 repitid el resultado obtsnido en ol -
ptx;iiasr exparirente ( tabls 22 ) del ensgyo REC + esporas, dando siempre
una difersencia mnor a2 los 4 mm de dlémetro en el halo de inhibleidn y
por consscusncia se la colocd entre los resultsdos no genolstales ( o =

dudosos)e

) resultedo da la relacidn desis-raespuesta del difosfato de
cloroquina fug similsr al qua aparece en la tabla 22 en el Zosayo REC -
con esporas, siendo notable la mayor Znhibicidn en la cepa H-17 rec* an
comparacidn con la cepa M-45 rec . Observandose ademis que en la relaws
¢16n dosimerespuesta, la diferencia en el tamsfio deol halo de irhibicidn
de crecimiento entre ambas cepes, es menor a medida que disminuye la ==

concentracidn do difcafato de cloroquina (fig. 29).

Con respecto a 1os intentos de realizar los ensayos con scti
vaclén motabdlica, éstos no fvuétiﬁ.caron ¥y en ninguna de las § formas

emploadas se obtuvd rospuosta positiva con compuastos pregenotéxicos co
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nocidos { tabla 21 y ensayos A a)l B do las tablas 24 == 27 ).

El ensgyo do microsuspensién no permitié detectar la concen-
tracién nfrima inhibitoria en ambas cepas con minguno de los controles
positivos empleados ( mitomicina C, 4-nitroquinolina-l-6xido, sin S-9;

ciclofosfamida y benzo [4) pireno con S5-9 ).

El proceso histdrico de todos los ensayos emploados en @l -
sistema do Bacillus subtilis REC*/ REC™, se musstra en la figura 30y
las ventajas y desvantajas del mismo, se encusntran enunciadas e;n 1a -
tabla 28, Finalmente, los compuastos antiparasitariocs asf como las con
centraciones detectadas genoletales en los sistemas bacterianos utie

lisedos ; Eschsrichia coli y Bacillus subtilis, se encusntran resumidos

or la tabla 29 donde se muestra también a los compuastos no genoleta-

lae ¥y 1las miximas concentracionss probadas.



TABLA 24 'RESULTADOS DE LDS ENSAYDS DE GENOTOXICIDAD DE MEDICAMENTOS ANTIPARASITARIOS
EN Decillus subtilis v Selmonella typmimurium EN PRESENCIA DE S.9

ENSAYD A
SeLmoNel 8 Typhimurium
PISCO ~ Mazela Sacillug cpbtilic *TR1535 “Trhe oo Erec TR 1598 Inh. e crec.
COMPUESTD ug/20u] 59 E9POR EFECTD  de los revexr EFECTD de los rever
(0.5ml/caje) Difmetro de inh. de crec.(mm) i rage. tantes slre- MUTAGE-  tenti s alre—
=17 M~45 NICE dedor dal -~ NICO dedor del -
disco. dioco
Ho0 20 : o 0 no "o
pMSD 20 W : f 0 no a0
2-AR 200 - a 0 no a0
2-AF 100 - 0 o} no o
Ciclofosfamide 500 - 0 0 no - a0
2-Ap 200 + a} 0 +. al +4 51
2-AF 100 + 0 D Y st
Ciclofosfamida - 500 4 u} 0 + no

* Em loa resultudus da@ 5. typhimurium, el oimbolo +, signifPice respueste mutegénice positive, por le breaancia
fe culoniou revertontEs wlredeoor uel Uieco, en ninero mayor al doble del expontéineo (TA1535=17 colani:s/ca~
Je y TA1538 = 32 coloniwns/cajn). En el anseyoc con S. typhimurium se useron cajas de medio sflido M.M.L.B, y

ngar semisflido al 0.6% de M.M. suplemantado con bioh .-hiot.
~



Tabla 25 EVALUACION DE LA GENDLETALIDNAD DE MUTAGENDS CONBCIDDS
EN Bacillus subtilis

ENSAVO 8
Pozo Mezcla ESPORAS ‘
Compuesato /20 ! 5=9 Diam. inh. de crec. (mm)
K 8,1 ml/pozo H=17 M-45 ' .
Bmﬂ(mMWm 100 + 0 -
2-AF 100 N 0 .

* = Solo crecieron pequefiss colonics de M-45 alrededor del pozo
Le cepa H-17 crecif normalmente en toda la caja.

ENSAYD C
« ESTAIAS DE ESPORAS O BACTERIAS
SIN PREING., A LG CON FREING. ¢ 4o
Compuesto we/20 i Q.30 D.5 ml/caje  joua pf INHIGICION DE GRECIMIENTO  (mm)
H=17 MelS He17 At
2-AR 200 + 0 3 0 a
2-AF . 100 ” 0 0 0 )
Ciclofosfamidas 500 + 0 1] 1] g
Benzo (a)pireno 100 + o o ] 0

=0T



PREINCULACIUN DEL COMPUESTO-MEZCLA ANTIVACION 5-9

TABLA 26
ENSAYD D
Pozo ESTRIAS DE CSPORAS Salmonella fyphimurium
yg /pozo S-9 (1) (2) zona de inh. de crec. (mm) EFECTD MUTAGENICO
He~17 Mt S TA1538 (3) (L)
2-AF 500 + o 0 4
2-AR 200 + 0 o +
Benzo (a8)pireno 200 + o 0 ++

(1).~ Pozo conteniendo 100u) de ls mezcla incubada (50u! compuesto + 50u) mezcla §5-9 —> 20/
376C en wn tubo e vidrio estéril).

(2).- Se usaron dos mezclss 5-9 preparadas segdn Pmes vy col. L8 primera con 100u' de Fric -
cifin 5-9 por ml de Mezcle S-9; 18 segunde con 10 ulde Fraccidn 8-9/ml de mezcla 5-9.

(3).- La cepa TA1538 se sembré en cajes de M.M.V.3. (Buplementades con 0.1 ml de una soli:idn
5 mM de biot/5 nM hist. esparcido en le superficie de la ceja) sl distribuir 0.1 ml de
un cultivo de tode la noche en 128 cejes, con ayude de un trifdngulo de vidrio.

(4).~ E1 simbolo + indica presencis de colonisg revertentes elrededor del pozo, en nimero na -
yor al doble de expontfinec (respuesta mutagénica positiva).

-



TABLA 27 EVALUAGION CUMPARATIVA DE LN GENOTOXICIDAD DE HUTARENDS COROCIDOS

EN Qucillus subtilis y Salmonells typhimuriym

ENSAYD E

FRACCIDN | Begillus subiilis. (3) Salmonella typhdmird um
D1SCO §o.9 ESFURAS- Yodio MV.B. (4) Yadio Compiatofs)

Compuesta va/20 ul  POR CAJA de inh. de crac. en mm TA1535  TA00 TA1535 - TA400

2) H=17 M-45 EFECTO MUTAGENICO de Ilnh.de crec.
(mm)

2=-AR
2=AF
Benzo

100 i + 0 0 + + 0 0
100
{al pirenn(4) 20 + 0 0

(1).-
(2).-

(3)4“‘

(i‘)-"

(5).=

Pars eote ensaye el solvente del benzo (a) pireno fué una mezclae DMSO-etenol 1:15.

Se utilizaron 0.1 ml, 0.3 ml, 0«5 ml, 0.8 ml y 1.0 ml de Fracclfn 8-9/caje de 10 ml de agar cemie-
ofilivn complete al 0.8%.

Para la TA1535 y TA100 la centided de Fraceldn S5-9/weje fuéd de 0.3 ml y 20ul de solucidn de cafag
tores/disco. Le golucidn ds cofactores es prapard seqin Kade y cole

Se utilizé 0.1 ml de bocterdn + Fracclén S-9 4 2 ml de ager semisédlido minimo suplementedo. Lis -
cajos presentnban halo de inh. de crecimiento de coloniaes mutsntes alrededor del disco, pero al ob-
servar at mieroscop. exiast{isn las coloniss dg crecimiento de Fondo normeles en el "helo de inhibi-

cibn®,

Se utilizé ol mismo protocolo gue para B. Bubtilis. +
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BISTCRIA CEL CESARRCLLY CE LAS PAUSBAS OE 3
FIGURA 30 GENDLETALIDAD Jiv 3agillus Subbiiis

METEDO RAFIDD DE
ESTRIAS SIN 528

FARHASIS NO GENCLITALES
RESLLTRDOS NC IWTEFRFPRETAILES

ENSAYD REC
CON BATERIAS
SIN. 5-9 CON 5-9
FAIMACOS NG ZESCLETALES O B oger
RESULTADDS MO INTERPRETABLES ) q comp
¥ FUCIOND
l 1]
ENSAYQ REC CON ESFORAS
| , ki
SIt 52 cov 5-9
FAR¥AZCS GENOLETALES MEZCLA S-9410 ml de agar
384005 ND GINCLETALES semisélido completo
AZ5 LTIOCS L ITTEFERETAILES NG FUNCIOND

Emsdvb A
Cajasg M.Ce + 2 ml @par semisol.
completo + espifas + mezels §5-9

NO FUNCIONO

ENSAYD 8 ‘
Cajas MM.V.8. + 8arg + tp

v
Mezecla S-9 en pozo

NO FUNCIONO

continda
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FIGUWRA 30
continuscidn

ENSAYO G

Cajes M.MeV.Be + 2 % caldo compe
Mezcla 5-9 en la superf. de la
caja'i preincub. a 4B0C/24 hra.

NG FUNCIOND

ensfva D

ESTRIAS (ESPORAS)
- Cajas M.M.V.B. + 2 % caldo comp.
Preincubacién 20Y370C de Compuesta+
Mezcla de Activacidn S-9—3 1004//pozo

ND FUNCIOND

ENSAYO £

Iguael al ensayo REC CON ESPORAS
Diferencia: Fraccion 5-9 + 10 ml
ager semisal. comp + disco con el
compuegta v la sol. de cofactores.

D FUNCIONO

ENSAYO DE MI%RUSUSF’ENSIDN
+ 5.9

NG FUNCIOND
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TATLA 28 Fruebas de Genoletalidad en:
8acillus subtilis REG¥RECT
Ventejas y Desventajas ce los Métados Alternativos
METODO VEMTAJAS DESVENTAIAS
Ensayg RZpide - Solao detecta com
répido Econdnico puestos difusibles
ve Estria Muy reproducible en Agar.
D=tecta compuestos - Es cualitativo
Benoletales, No activos en ~ Identifica dnica -
gtros sistemas d2 prueba mente compuestos
Utilize organismog Gram (+) cuyo dafios al ADN
cuya pared celuler es simple se repare a través
y mor tanto més pazrmeable a del mecanismo de
compuestos de P.M. elevado en recombinacifn.
comparacibn con las organismos
de prueba Gram (=)
Eﬁsayo Tacas le=z arriba indicadas. -~ Todas las arriba -
REC Més sensible gue el MEtodo de citades,

con tsporas

Estrias,
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TABLA 29 CONCENTRACIONES UTILIZADAS DE
ANTIAMIBIANGOS Y ANTIHELMINTICOS EN
108 DDS SISTEMAS DE PRUEBA

E. coli pa1n‘1/pam+ y 8. subtilis Rec’/Rec”

COMPUESTOS GENOLETALES Eschexechis coll Bacillus gubtilis

ANTIAMIBIANDS E.«SeLe E.D.A. M.G.A. E.D.A.

moles x107° moleax™~ molesx10”~ moleex10”
DIIODOHIDROXI~ 151-303
QUINDLINA
DEHIDROEMOTINA 125-250
DIFOSFATO DE Ne Pe 4,310 1.32*
CLORDQUINA +(5=9)
ANTIHELMINTICOS
PAMBDATO DE PIRANTEL . 1,076
-PAMDATO D& PIRVINIO 34.7-86.8 4,340 17.2% V :

HEXILRESDRCINOL 30.9-51.8 15,440 -(8-9)

COMPUESTOS NO GENDLETALES

ANTIAMIBIANDS

10DOCLORGHIDROXKT 88.2 . 9,820 157 1,964
QUINOLINA '

ANTIHELMINTICOS

MEBENDAZOL 203 2,030 128.7" 406
HIDROXINAFTORTO 451 6,764 1n.9% 302
DE BEFENIO (&)

NICLOSAMIDA ( € ) 306 1,530 556.1 306

* Calculade 8 partir de la concentractSn minima inhibitoris (C.M.I.)
pars la pulﬂ1 , b veces mayor = 2 pozos de diferencia minima. /

+ C.M.I. de pnm?, (Yo Genolatalas).
& Genolstalidad dwdosa
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DISCIBION

1.~ Resultados con Bscherichia coli.

El proceso bietdrico de los diferentes enssyos oonB. coli a
los qus se rectwrrid en dste estudio, dadas las limitacionss tdécrmicas =
encontradas para la evaluscidn de agentes pregenotdxicus, se puade ver

en formg resuwwlda en la figurs 18.

Hentras que las figurgs 19, 22 y 23 esquematizan de manera

general, los 3 tipos de protocolos bisicos utilizados,.

El sistema de prusba de B. coli con sus J enssyos, permitid
1a dsteccidn de § compusstos genoletales, '3 de 6llos antiamibianos y 2 |
antihelminticos ( tabla 1% ). El ensayo en suspansién lfquida { B.S.L.),
detecté 4 de 1os 5, ol ensayo de difusién en agar ( B.D.A. ) 3y el en
sayo de microsuspersidn ( M.S.4. ) 2, De los 5 compuestos genoletales .
86lo o1 pamoato de pirvinmio ( p. de pirv. ) se detectd en los 3 enszyos;

ol hexilresorcinol ¢ h.r. ) y el difosfato de cloroquima ( dufic. ) = -
en 2, la diyodohidroxiquinolina ( deieqe )} y la dehidroemstina { d.h.e.)

s86lo en uno ( B.S.L. J.

54 en 6] sistoma da Escherichis coli se usaron las miemas ce
pas bacterianas, ;por qué no ss encontraron los nﬁsmosbreaul-tadoé, 1hdg_
pendientemante del srszyo utilizedo?, Para contestar esta pregunta se de
ben de tomar en consideracidn las carscterfaticas de cada sistema da s
ba ( tabla 20 ). El ensayo de difuaibn en agar ( Z.D.A. ) por ejemplo,
tiene como gran dosventaja la nocasidad de quo el compuesto sea difual~

ble a travds del agar para ponerse en contacto con las beeterlas, Ani,
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compuestos poco solubles en medio acuoso, volatiles a 37°C, dg peso no
lacurar (P.M.,) elavado o que raaccionsn con algiln compononie del agar,

tiensen una alta probabilidad de no ser datectados.

Con ralacidn a lo anterior, la falts de genoletalidad d2 la
diyodohidroxtquinelina en el emsayo de difusidn en agar ( E.D.4. ), pa
reciera sar mis un problama de solubilidad { ver resultades tabla 17 )
que de peso molecular elevado o velatlbilidad, pues 93 un comrussto muy
hidrofébico {fige 31). Por otra parts, la carencia de genolatalidad de
la dehidroemetina en el ansayoe de difusién en agar ( BE.D.4. ) podrfa de
berse s una reaceidn con algiln componante del agar quw sltera su genols
talidad pero no sy toxicided, puwes es difusible an agar y afects por l-
guel & ambas cepas ( tabla 17 ).

Ahora bien, si los emssyos en suspensidn l{quida ¥ de xﬁcrg
suspensidn son bisicamente igusles, ( bacterias + compueste on Buspens
s16n ) 2 For qué no se detecta actividad genoletal de los mismos compoas
to3 en tmo v otro 7. La faspuesta puade gor la misma que para la falte
de genolebalidad del etil metanosulfonato { E.M.S.§ compmsto comtrol -
positivo on B.D,A. ¥ E.S.1. ) en el emsayo de microswspemsidn { MS.A.),
an donde 5s presenta la dificultad de obtener rangos qet.rechos dé con=
centrecidn ( ver pie de figura de la tabla 18 ). Es aef qua el bocho ~
dé roalizar dilucionss dobles del comprssto, cormdiciona un range amplio
de concentraci-oma; poi' ejomplo en el caso de la dehidrosmstina entre
el pozo con la comentraéién rdnima inhibitoria ( CoMI. ) y 6l qus pre
sonte crecimlento, hay un rango de concentraciones que van dende 108 =

208 3 los 417.9 X 1079 moles/pozo, por lo cusl 24 se hubderan hecho di
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luciones intermsdias probablemante se podrfa haber encontrado di ferene

ria on la respuesta entre pol Ay~ y la pol A%,

El difosfato de cloroquina { d.f.c, ) fué positivo en el en
sayo de microsuspensién { MS.A. ) con y sin activacidn mtabdlica, y
en ol de Aifusidn en agar sin activacidn. Aln cuando no se probdé en el
ensayo an suspensidn Mfqulda, se plemsa que existe una alta probabili-
dad de que fuera poasitivo en ste, no sblo porqus de los firmacos enna
yados en Los 3 sistemas, los compusstos poritivos en el ensgyo do micro
supersion ( M.S.A. ) ¥ on el de difuwsidn en agar { B.D.A. } lo fuaren
también sn el de suspensibn l{quida ( E.S.L. ), sino por el tipo de es
truwctwra da gste compussto que o5 muy semejante al de la diyodohidroxi
quinolina { fig. 32 ). En efecto, ambos poseen el mismo anille qlﬂ.nolé
nico, ademis de que el difosfato de cloroquinaha sid encontrado geno-
téxico en otros sistemss de prusba ( pag. 116-1Y7 ). Lo qus no se sa=
ba 05, 31 su genoletalidad en el ensayo de suspensién lfquida, podrfa
marlfestarse a concentraciones manores que la diyodohidroxiquinolina,
por sar un compusSto mis soluble qus dsta y pudiera as{, panstrar mis
ficilmente en la bacteria. Lo (ndco clarb al respecto con sl difosfaw
to de c¢loroquina, a3 qus su toxicidad supera la de la diyedohidroxiqul
nolina tanto en los ensayos de difusidn en agar ( tabla 17 ) y mcro=
suspensién ( tabla 18 ) y, probablemente su efecto genoletal on suspen
si6n 1{quida se deblera precentar a concentraciones molares mnores g
ésta, Probsblemette por tanto, el efecto genoletal del difocsfato ds
cloroquina al graficarloe en la fig. 19, se encontrarfa en un rango de -
concentraciones manores al de la diyodohidroxiquinolina ¥ de la dehidro
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smetina ( compuostos antiamlbdanocs ).

Otros datcs qua apoyan dsta hipotesis, son los obtenidos en
microsuspansién ( tabla 18 ), donde se vé qus las concentracionss mfni
nss inhibitorias ( C.HM.I. ) sin S-9 en pol A", del pamoato de pirvinic
y o1 hexilresorcinol ( compuastos antihelminticos ) son menores qus las
de la diycdohidroxiquinolina y la dehidrosmstina ( compusstos antiamibig
nos ), dato indicativo do mayor toxicidad da los primeros. En esto en=
sayo, el difosfato de cloroguina ( antiamibiarie ) presenta su actividad
gonatddes sin S~9, a concentracionas sams Jantes al hexilresorcinol we
{203y 257X 16™9 moles/ pozo respactivamsrte ), y con S-~9, a concen
tracionss molares menores alln qus las dol panoato de pirvimlo { 0,33 y
17.4 X 1077 moles de difosfato de cloroqulna ¥ pamoato de pirvindo/ poe

g0 raspectivamante ).

Por lo anterior, &s muy posible qus la agrupacion da los com
pusstos antlamibjancs y antihelmfnticos ds la figura 19, es el resultae-
do ds 1a casualidad y no de una relacion de tipo estructura~afecto (fig.

31y 33 ).

Con relscidn a la intervencidn de la activacidn maténbélica -
an los corpuectesy el difoafato de clorogquina adquisere mayor actividad -
an presencia da $5-9, a diferencia del pamoate ds pirvimlo, el cual dis-
minuWye su genolitalided. Esta menor actividad en el enssyo do micronus
ponsidn en presencia de activacion metabélica, se puede daber a que las
protsfnas presentes en la Mazela S=9, se unen inespecf{ficamnte a las -

moléculas del pamoato de pirvinio y por tanto dlsminuyen Bsu accidn -
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gonoletal n} monguar la proporcidn de farmaco 1libre, Otra pesibilidaa -
serfa la ocwrrencia de un efecto motebdlico de destoxdficacldn, tras el

cual, 61 matabolito producido presents menor actividad genoistal.

Los msoanismos posibles de defio 21 £DY do los compuasic. poe
noletales encontradoa, no pusdsn dsducirse direstamovts de nisstrog re-
sultados ¥y s6lo sabomos con certewa a partir do la literatura, quw 61 =
difosfato de cloroquina es un agerte liberclarts on el ADN y & través -
de éste mocanismo puede gererar dafio gencidxdieco { produce muteciones =
framoshift on S. typhimumium ref. 55 ; war pag 53 agsotes intareslanbes
¥y pag 61 mutaciones framsshift ).

Bl hoodlresorcinel es un compuesto ferdlice, do dstoe ls 1de
terabura sefiala que 89 mecanieme de dafo al ADK, o3 g través de la pro-
duselén de radicales libras gemrades por autosxidecion o la ssoidn de

otros factores ouldantes presentes on sl vadio ( 15 ).

Do la dehidrosmotina, se sabe sélo qua gerera nutzcionss fra
mshift ( 8 ), lo quoe aunado & los trabajes de Strelsinger aobre campuss
tos productorss de dmtas mutaciomss { ref. 59 ¥ pag. 53 ), nos asuglere

que este compussto se puede intorcaler y/o apilar en el ADN bacteriano,

E1 pamoato de pirvinio, induce tanto mutacionss frameshif{t -
como por sustitucidn de base en S« typhimadium, sin embargo, deton ro~~
sultedos no permiten sugerir algin camino posible de aceidn { g ).

Como se ha mencionado, £61c de dos de los compuestos ( difa

fato de cloroquina y dehidroemtine ) existan datos previos on la ldte-
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ratura que indican el tipo de dailo posible que ocasionan al ADN, respon
sable de su efecto genotdxico. Actualmente no se conoce en quo forma in

tervenga la reparacidn por escicidn msdiado por la polimerasa I ( Pol-

I ), para eliminar ésto tipo de losionas.

E1l comportamiento de la yodoclorohidroxdquiroline ( tabla 14
y fig. 21 ) en el ensayo on susparaidn Liguida, rssults sparsntemnte -
extrafio en vista del mayor dgfio a la cepa pol A qus repara normsimonte,
comparado con la pol A3™, qus os deficients on ls actividad de repara-—
cidén mediada por la poldmsrasa I ( Pol I ). Este tipo de comporsamlents
ya ha sido reportado en la literatwa ( 1, 37 ) donds se encontrd una
meyor ithibjeidn de 1z pol A oon compuestos andlogos de base gus son
incorporados al ADN en swatitucidn de la base origiusl { ver pez. 54 o~
nilogos de bass ). BEntre los conpusstos qus inhiban mds & la pol A% qus
a la copa deficiente pol A1°, to encuontrs & la piwrina, 5-brono-, 5-fluo
1o~ ¥ 5-lodo=2%~dascxyuridina. Bstos datos, aunados a o3 de D& Luzla
¥ Calxns (10 }) ¥y & los de 1z referarcia (’ 23 ) donde sz alule u las df
farentes capacidedes de las polimsrasas de reparacidn y sfntesic de ADW
para insorporar anilogos de base, nos ha llevado a pansar qus ¢l compor
tamieonto de la WI1lG pol A* frente a la yodoclorohidroxiguinelina, es o
riginado por un error en la discriminacidén entre dste firmeco y las baw
565 normales del ADN. Si se observa la sstructura do 1z moldzula de la
yodoclorohidroxiquinoline ( fig. 34 ) ¥ se compara corn la da ls purina
o mas espeofficamnte con la guanina, Be puede apraciar en efecto, ciar
ta similitud estructural. Por ejemplo, la mresencia de una estructura

bicfclica plana con grupos sustituyentes en las posiciones 5y 7 de la
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yodoclorohidroxiquinolina (I.Q.), qus corresponde a las posicionss suti
tufdas 2 y 6 de la guanina, aunade a la mrasencia de un atomo de ritrd-
geno en el anillo no sustitufdo de la yodociorohidroxiquinolina, quo

ancuontra su equivalente en el N-9 de la guanina,

As{, se plantea la hipétesis de que la polimerasa I no logra
diseriminagr entre el analogo de base ( yodoclorohidroxiquinelina ) y la
base normal ( guanina ), ocaslonando un porcentaje mayor de incerpora--
cidn de la yodoclorohidroxiquinolina (I.Q.) on sustitucidn de la guani-
na (G ) en la cepa W3110 pol A*, qus en su derivado p3478 pol 4;7, lo
qué conduce a Su Vez a una menor supsrvivencia de la pol A%, La p3478 -
pol A1™ al ser deficisente en la actividad de la polimerasa I depende =
de las polimsrasas II y IXII, para eliminar lesiones del ADN qua requie-
ran do la varticipacion del mecanismo de reperacidn por escicidn ( ver
pag., 78 ¥ 79 Mecaniswuos de reparacidn del ADN ) y en vista de los resul
tados experimgntaires obterddos, aparentements Fol IX y Pol IIX 'dicriny;
nan msjor a la guanina de la yodoclorohidroxiquinolina ( I.Q. ), f.anié_g_x
dose ghora un # menor de incorporacién de J.Q. en el ADN y en conse==

crencia mayor sobrevida en la pol 4,7

Ung forma de conprobar 1a -incorporacidn de la yodoclorohiw
droxiquinolina al ADN, serfa el desarrollo ds un onsayo dorde se diera
a ambas bacterias una misma exposicidn a esta molécula .mroada radicac
ﬁva.mnte y se realizara posteriorments la datecci_én de dicha - ma: ~
en el ADN, dobida a la incorporacién de la yddoélorohidro:d.qtﬂ.noig
na.. S4.1a hipdtesass. plantesda ss cisrta deberd nméntrmq» wa myor

cantided de marca radioactiva en la cers pol A* que on la pol 4% -
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Ahora tien, épor qQué le aiyodohidroxiguinoling y iz youicle-
rohidroxiquinolina tienan acciones diferontes si gon estruetuwralmnte -
hablando casi ddénticas 7 ( fig 34 ). Aungquwe no se tiems la regpussta
a 8sta pregunta, una positle explicacién podria ser en base & lr &l we
tancia dea un grupo sustituyyonte diferonte; un cloro an lugar de un yodo,
que 1ls confiora a la moldcula caracterfdticas fisicoquimicas diferentes
Debe hacarss notar que ol grupo -Gl ccupa tn volimsn semsjante al - OH

de la guanina, a diferancia del « I gus es mayor.

2.~ Roesultados con Bagcillus subtilis,

Con respscto a B, subtilis podemos vox-.an las tablas 21 y 23
quo el mdtodo mis sensibla para la detsccién de compusstos gencletales-
fua o] Ensayo REC con asporas., Con referencia a lo anterior, en la lits
ratura ( 22 ) se hace mencidn al por qué de dsta mayor sensibilidad. =
Al incubar esporas en cajas con medio completo, éstas empispan a germe
nar y durante este perfoedo ds tiempo la replicacidn del ADN es mis lon~
ta que cuando se encusntra en estado vegetativo, par consigulents un we
compuasto genotéxico pusde tener mis probabilidad de reaccionar con el

ADN y as{ mardfestar su accldn gonoletal ( 22 ),

Ademas do la posibilidad anterior, pensamos que on @l momehe
to de la germinacidn puade existir una permeabilidad mayor @ los compues
tos, en vista de que ‘.lg espora para germiner, nacesita destrulr su doble
pared celular qus la proteje y resintstizar una nusva para la fase va=-
getativa, slendo on énte .lapso de tismpo mis accesibla al paso de love =

compuestos.
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Los dos plarteamentos artariorss podrian explicar el gfacto
letal mayor observado en el Ensayo REC + esporas. 4hora blen gpor qus
ol pamvato de pirvinio; el difesfato de cloroqiina, la diyodohidroxiqud
nolina, o1 hexilresorcinrol y la dehidroemeting, fusron geholetsles on -
6l onsayo de B. cold pol A% / pol 43" y en ol de B. subbilis Rec?/ wew™

no ¢

Cierto o3 quz ambos sistemps mlden dafio genoletal; psro dee

bemos tener en cusnta el mocarismo de raparacidn imvolucrado en cada -

uno de ellos.

Ios 5 compusstos arriba citados son genolstales en K, cold
¥ a Bu vez igualmente son téxicos para ambas cepss de B. subbilis, 81
dato anterior no¥ indica que en B subtilis por lo menos, lov conpuss-
tos si estan pemj.raizdo en las bacterias. Dabemos recordar qus la capa
Hel7y M =45 son rec” y rec™ raspectivamsnte, paro ambes son pol A*
¥ que éstos compusstos afectan mis a E. coli pol 4~ que a 1z pol A% =
Bste resultado implica ademds qus aunquo loa compusstos afacten gt ADN
su mecanismo de reparacidn no requiers de tal paso de recombinzcién -

( rect ) pero que si es indispensable la accidn de la polimsrasa I (

Pol. I ) on la eliminacidn de este duflo.

La niclosamlda al igual qus en E. coll, da en B, subtilis

un resultado no my claro de su capacidad genoletal, an vista de qus
8e observan valores, qus en clertas concentracionss provocan una difa-
rencia en 1 halo de imhiblcidn de crecimiento de 3 mm, qua es pracisa

mente la frontera de los agentes qua no provocan genoletalidad,
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El difosfato de cloroquina presenta un comportamiento Manor
mal* an vista ds los halos de inhibicidn mayoras en H-17 rec* qus en ~
la M-45 rec”, en el Ensayo REC con esporas ( Tablas 22y 23 ). La posl
ble explicacidn de este hecho pusde estar en el sefecto plsiotrdpico de
rec A, mis quo en el mecamismo de reparacién por Tecomblnacidn en si. =
En la tabla 5 page 87, se pusde observar los diversos fendmonos qus se
manifiestan por ausencia de la funcionalidad de uno o ambos genes (_]_._g_x__é
¥ _r_g_c_g); entre estos efoctos vemos que la caracteristica rec™ produce -
alteracionas en la permoabilidad celular, aén cuando no sabemos si. 1z -
aumenta o disndnuye. Bsta pudiera ser la explicacidn al efecto regiSe
trado en B, subtilis, donde la mutacidén rec~ dismingye tal vez, el paso
del difosfato de cloroquina al interior de le bacteria, tenmidmiose as{
una menor musrte de la cepa rec” que de la rec*. En la tabla 23 se ve
claramente que la diferencia de inhibicidn de cracimlerto del difosfa=
to de cloroquina, no se mantiens constante como en sl caso ds los com~
pusstos genoletales mitomicina C y furazolidona, de esta forma el efec
to observade con el difosfato de cloroquina f depende de la concentra
cién utilizada, pues cuando se disminuye dsta, la diferencia entre los
hales de inhibicidn de 1la H-17 y M-45 tiende a hacerse menor, a diferen
cia de los compusstos genolatales. Esta dependencia de la concantraciin
pusde sar consecuencia de la parmabilidad alterada en la cepa M-45 =

L]
rec

En el £nsayo REG para detectar compusstos pregenotdéxices con
_bactorias o asporas ( tabla 21 ), los resultados fusron megativos con =

el uso de 4 comuestos qua se conoce requieren activacidn motabdlica «
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(5-9 ). Por 6sta razén, se introdujo una variante al mitodo qus 1o ha
o6 igusl a1 ensayo de difusidn en agar para S, typhimurium, donde se ha
visto la actividad genotéxica de los 4 compuestes mencionados, solo que
para B, subtilis se emplean cajas de msdio completo y agar semisdlido =
también complete ( ver pie de figura del ensayo A tabla 24; y seccién =
de méterial y matodos ). Este ensgyo se corrié conjuntamente con otro 8
fectusde on 2 cepas de S. typhimumrium TA 1535 que detecta compusstos
mutagénicos por sustitueidn de base y la TA 1538 que es sensible a agen
tes mutsgénicos framsshift. Lz tabla 24 muestra quo la mezcla de ;ctivg
cién empleada fud capaz de activar a los 3 compusstos pregenobbxicos te
riéndoss raspussta mutagénica en 8. typhimurium, ademis de zonss de ine-
hibicidnde or ocimionto aentre el disco y la zona de mutantes para 6l =
2-aminoantracone (2~-A4) y el 2eacetilaminofluorano (2-AF). Por el con-
trario en B. subtilis no se gemraron halos de inhitdcidn de crecimien
to. Estos resultados mos llevaron a penzar qus posiblemonte algin come
ponente de) medio completo podxfa estar interfirisndo con la activacidn
del compussto es decir con la Miscla S-9, o directamsnte con élv. Ds a
quf ﬁurgié 1a decisidn de emplear un medio idéntico al medio Mnimo da
Vogel Bonrer emplesdo en 5. typhdmurium solo qua adicionando argintna
+ triptéfano en sustitucidn de histidina y blotina, por aer los pri-

mercs, los requarimlentos nutricionales de B, subtilis,

Los resultados de este ensgyo B { tabla 25 ), muestran qw
al modio empleado no fué sdecuado pars ol crecimionto de la caopa M-45

aunquo 8{ para ¢l de la copa H-17. Par tal notivo se empled un medio

un poco nds rico ( Ensayo C tabla 25 ). EBn esta ocasién se introdujo



una preincubacidn a 4%C/24 hrs, pensando quo posiblemsnte otro probles
ma asociado fuera la falta de tiempo para qus el compuasto difvndisre

en aste medio; los resultedos sin embargo freron negotivos.

Nusvaments sa pensé qus la falta des efectc 8s podria deber
a algin components del agar que estuviera impidiendo la activacién del
compussto., Do aqul que el ersgyo D { tabla 26 ), se llevé a cabo efec
tugndo una preincubacidén del compussto mis lu mezela de activacidn S-9
duragnte 20 min. a 37°C, fuara de las cajas con backterias e imcrporég
dose al término del tiempo ssfialado, 100 pl de ésta mazcla & un poZo -
practicado en el centro de la caja sambrada con bacterias. Bsta nugva
tentativa fud realizada conjuntamsnte con una cepa de i. le'limurj.mn -
TA 1538 para verificar la sctividad de la mezela empleadz, Bl uwso de
preincubacidn fué adecusdo para propiciar una respuesta mutagénica on
la TA 1538 pero no efecto genoletal en B, subtdlis, por tal motivo se
v_buacé nuevamante informaeidn en la literstura al respecto ¥ s ancon-
tré un método que utilizaba el snsayo REC, s6lo que en éste la mezcla
de sctivacion diferfa con respecto a la empleada par nosotros en priza

ra instancia ( 22 Ye

La tabla del Bnsayo E { tabla 27 ) resums.los resultsdes ga
nerados al utilizar éata Mltima mtodoiog{a, emplganﬁo 2 cepss da B, -
subtilis y 2 de 8, gghnm-m. La prosente modificacion parmitid la -
deteccidn de efecto mutagénico (aunqus débil) en ambas capas de Salmo-
nalla, pero no ofecto goncletal sl emplear mdic completo en sustitu~
¢ién del medio m{mimo ds Vogel-Bonner tradicional. Bn B. subtilis don

de 850 empled madio completo, tampoco ss detooto efscto genolatal en mn
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guna do las 2 cepas ( H=17 y M-45 ).

En 1a TA 1535 y TA 100 al utilizar cajas con madfo mfnimo de
Vogel-Bonner se presantaron, como en los resultados del Ensayo A, hales
de " inhibicidn de crecimiento % aentre el disco deo pupel filtro y la -
zona do aparicidén de mutantes. La pregunta qus nos swrgid inmediatamone
te fud 3 FoT qus en el medio de Voge)-Bonner 1z TA 1535 y la TA 100 pre
sentan halos de inhibicidn de crecimlento y en msdio completo mo ?. Vis
tos al Hdcrogcopio los " halos de inhihicidn de cracimiento ¥ presonta=
ban un crsecimento bacteriano de fondo normal { bacterias microscdpicas
en el agar ), da colonias his™ qus no revirtieron a his* y en consocusn
cla al depender de las trazas deo histidina entadida al mpdio minimo de
Vogal-Bonner, solo pusden realizar pocas divisiono's celularss; de aquf
que solo sean obsarvedas al microscopio ( 10 X ), El medio complsto per
mite que tanto las colonias his™ como las Ms* crazean con igual oporty
nidad, por lo cusl no aparecen halos _de inhibdelidn de crecimlento en la
TA 1535 y en 1la TA 100 con el empleo del medio completo, De los datos
anteriores se pusde concluir qua el presente mStodo es adecusdo para &c
tivar agentes pregenotéxicos y dar una respussta nmutagémica, pero no gs
noletal,

Bl @ltimo emsayo probado en B. subtilis fuf el de microsuse
pensién ( M.S.A. ), que es igual al utilizado en 8. coli solo qua con
tnadio completo an lugsr de HA ¢ T. Sin embargo en esta ocasidn con B,
subtilis, no se pudo recurrir al empleo del pérpura de bromocresol cg
® indicador de la presencia o ausencia de creciziento bacterieno, deti

do a qua B, subtilis en medio comploto no sigus una vfa metabSlica fer
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mentativa, qus disminyyera el tH del modio por debajo de 5,5 y pwdilera

ser detectado por el pirpura de bromocresol.

£) nmdio completo dificulté también la apreciacidn del crsci
mignto bacteriano de tal forma qus i con mitomicina C se pudo estable=
car con clarided la concentracién mfmima inhibitoria ( C.M.I. ) en anwe

- bas cepas ( 38 ).
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CONCLUSIONES

La importancis de estos hallazgos de genoletalidad ( 6 da ~
10 firmacos probados ) radica en las caracter{sticas predictivas de los
sistemas bacterianos, como detectores de compuestod potencialmente car-

cinogdnicos para el hombrae,

Debamos recordar en efecto, quo muchos de 1os compuastos ge=
notdxicos en bacterias y/o carginogénicos en humanos , comparten la ca-
ractor{stica qufnica de ser compmstos nucleofflicos y reaccionar con al

DN ( ver para mis detalles las paginas 19 a la 23, clasificacidn de
agentes genotoxicos ), Ademis, el uso de baterfas de prusba bacteria-
nas ( B. coli y S. typnimurium ) para el ensayo de genotoxicidad, ha ==
parmitido verificar que de un 60 a un 90% de los compusstos identifica=
dos comp carcinogénicos en biocansayos anlmales, tamhién provocan dafio -
gandtico, os decir por lo menos uno de cada dos compuestos ganotéxicos

an bacterias &3 carcinogéndco en mamfferos,

En al caso de Bacillus subtilie ( el monos eficiente en eate

estudio ) existen reportes sobre la deteccién de pesticidas genotéxicos
qus muestan que el sistema o5 bastante eficaz para identificar este ti-

po de compusstos, en proporcidn similar a E. cold y S. typhimurium,

Ahora bien, si el honbre es un orgendsmo mucho més complejo

que los procariotos y sus sistemas do reparacidén ds dafio al ADN son ofi

_cientes, ;qué peligro entratian los compusstos detectedos en sintomas e
procariotes con deficiencia en algln sistoma de roparacidén 2 '
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En primer lugar, estos sistemas de reperscién no son siam-
pre 100% eficientes en el humano da ahf la presencia de céncer; y sq-
gundo, el origen de éste aunque adn no sea clarc se sabs qus LIvoluw-
cra para su dessrrollo, lsz generacidn de dsfio genotddies en la 2ismuds
atapa de imciacién. Por tanto, lo expuaste con anterioridad justifiea
ampliamente @1 wso de sistemas bacterlanca para la deteccidn de compus
tos potencislmente carcinogdnicos en el hombre, en lo quo se considera
la fasa do tamfz. Obras prwsbas do mayor complajided ¥ relevancia pa
ra ei humano, debsran continuer dste estuwdio para evaluam- con A8 pro-
¢181dn los riesgos que constituyen loz agentes identificados como geno

letales.
Bn suma, la contribucidn de éste trabaje radieca en quss

1.~ Se logré establecer las condiciones sdecusdas parg el ompleo del -

ensgyoc en suspensidn 1{quida de Bscherichis coll para la deteccién

de agentss genoletales, en ausencia de activecidn mtabdlica ( mi=
todo mds sensible quo el enssyo do difusidén en agar prevismante o8
tandarizado en ol laboratorio ).

2.~ Se estandarizd 6l emsayo de microsuspensién en E. coli, para su uso

en rresencia y ausencia de activacidn metabdlica.

3.~ Se astandariso” es{ mismo; los ensayos de genoletalidad en Dacillus
~ subtilis, tanto con bacterirs como con esporas s Slendo nés sensitls
éate 1ting, |
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4e=Se idontificd como sgantes gancletalas a 6 de 1los 10 madicamentos
antiparasitarios estudiados; antiasmibdanoss Diyodohidroxiquinoli-
na, dehidroemotina, difosfato de cloroquina; antihelmfnticoss pae
moato de pirantel, pamoato de pirvinio y hexilresorcinol.

5,= Los ensayos de Bscherichia coli resultaron mis eficlentes que los

de Bacillus subtilis on la identificacidn do los agentes goenolata

les,

64~ Se detecto una mayor actividad genoletal dol difosfato do cloroqui
na on presencia del siatema de transformcidén metabdlica y una dis
mnucidn de 1a genoletalidad del pamsato de pirvimo en E, coli.

En virtud de atos {iltimos hallasgos se postila qus:

1.- E1 mecanismo requsrido para reparar el dafio genoletel producido
pors pamoato de pirvinio, dehidroematina, difosfato de clo;'uqld.m,‘
diyodohidroxiquinolina y hexilresorcinol, es mediasdo por la acti-~

“vided de la polimerasa I. ‘

2,- La polimsresa I no diserimina sntre la yodoclorohidroxiquinolina y
la guanina, incorporando a la prinmera on el ADN y provocando una -
letalidad agyor en la cepa pol A%, :

3,= Los sistomss bacteriancs constituyen una harramenta Gtil en sl o

. mitome de mutagencs y carcindgencs,
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APENDICE,

I.~ Salmonella typhimuriunm,

Solucionase
1.~ Soluciones para Complemsntar ol Agar de Superficie Mnimo.

a) L-hidtidina 0.5%¥/ kiotina O.5mM:Para suplemantar el medio con tra
sas de histidina.
So disuslven 0.0077g de L-histidina + 0,122 g de biotina en 100m)
ds agua destilada, Bsterilizar por filtracidn, guardar a 4°C en =
la obscuridad,

b) ‘ L-histidina 0.1 M/ biotina 0.5m¥; Para suplomentar ol medio con =
oxceso de histiding, ,
Se disualven 1,5516 g do I~histiding + 0.0122 g do HMotina en -
100 nl de aguaz destilada. Bstorilizar por filtraecidn, guardar a ~
4T eon la obscuridad,

2.« Soluoiones para Prepereciln de Homogenados ’
Cloruro de Potasio 0,15 N,
So posan 11,18, g ds K21 y se disuslven en 1,000 m) do aguma dﬁt&
1ada. Se esteriliza 20 xin. a 15 1b de presidn ( 121C ) y se guxr
da a 4T o0 a tomperatwra sabiente. o

3,~ Soluciones psra Hezela S«9 ( 4mes y col, )
g) Admoptiguedor do foafatos 0.2 M y gz 7.4 ,
Pesar 2.2979 g do NagBiPO, + 0,524 g ds MaHPOH-0 y se dﬁmlvah‘ "
“on 100 ul de agzus destileda, se ajwte ol fH a 7.4 ¥ s¢ utcrui-'-v
ja dursnte 20 min a 121C.
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b) Cloruro de Magnesio 0.4 M/ Cloruro de Potasio 1.65M,
Se disualven €£.1332 g de MC1,.6H,0 + 12.3019 g de KOl en 1,000 ml
de agua destilada. Se esteriliza durante 20 min a 121°C.
Las dos soluciones anteriores se almacenan a 4 hasta su utiliza

ci6n,

Madiog de Cultivo

le~ Madio de Cultivo Liquido { Caldo Nutritivo ).
Se posan 12.5 g de Nutriant Broth Oxoid ( B-2 ) y se la adic;ionan
500 Ml de agua destllsdae. Se disuslve y se aesterilima durante 20
a 121°C ( 15 1b de presidn ).

2,~ Agares de Supsrficie ( Semlsélidos al 0.75¢ y 0,608)

a) Agar de Swuperficie M{mimo,

Se pesan 0.6 ¢ de Baocto agar + 0.5 g de clormjb de 80dio, 56 lo =
adicionen 100 ml de agua y &e esteriliza a 12.°C durante 20!, Gug
dar a temperatura ambiente o 4°C. ,
Cuando se va a utllizar se fwxle, se dejs enfriar un poce y se
le adicionan 10 ml de la solucddn ostéril de histidina 0,524/ big
tina 0.5mM. Sa mezcla y se distribuye an tubes con tapdn de ‘rosca
{ 2 m/ two }, quo se manterdrdn a una temperatura de 42=45C =

para evitar que se solidifique el agar.

vb) Agar de Superficie Completo.

B pesan 0.75 g de Bacto agaT + R.5 g de Oxoid (B-2) y se dimuela
ven on iOO nl de aguav destiladas Se esterilizan por aubeclave a -
121°C durante 20!, Se guarda a temperatura ambienﬁo oaldCe
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El dfa de la prusbase funde el agar, se mszcla periectamsrte y
58 transfieren 2 ml a tubos con tapdn do rosca. Se mantienen a -

42=45C hasta su utilizacidn.

3.~ Modio M{nimo E de Vogel-Bonner.

a) Solucibn A ( 5 ).
Bn 640 ml de agua destilada se disuslven on el sigulente ordens
10 g de MgBO, 70 +100 g de zeldo citrico.ﬂzo + 500 g de KZEPO‘,.
anhidro + 175 g do Na{M;),.4H,0. Una vez disuslta perfoctamnte
éata solucidn, se afora con agua destilada a 1,000 ml. Para evie
tar la contaminacién de dicha preparacidn, sa lo adiciona L ml -

cloroformo ¥y se almacena a tompsratura amblento,

b) Cajas con Medio M{nimo E de Vogel~Bonner ( M. M. V. B. ).
En un matraz de 1,000 ml se ponan 7.5 g de Bucto Ager + 10 g do «
glucosa qus se disuelven on 400 ml da agua destilada, Bn obro mg-
tras do 250 ml, 8e agregan 10 ml de la solucidén A { 50X } + 100
ul de agua destilada. So esteriliszan 103 matracoes por separado a
121°C/ 15'. Se reunseh las 2 solucionst on &l matras de 1,000 ul y
se mzclan perfectamente, Se &iatribqyen en cajes de potri estéxi

les do 100x153 se efizden gproximidamente 25 ml agar/ cada.

¢) Cajas de Medio Minimo B. de Vogel-Bomner con exceso do histidina.
A las cajes con medio mlmimo ya solidificadas, se les adiclona =
0.1 ml de la solucién con exceso de histidina ( 0.1 =M de l-histi
dina/ 0.5mM de tiotina ). Gon la aywda de un tridngulo de vidrio
estéril se distribuyye uniformamente ésta solucidn sobre la super-
ficie de la caja. Sa dejn secar perfectamsnte y se guardan a ).'c

hasta 8u utilizacién,
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L= Matio Completo para Cajas ( Sélido al 1.5% de Agar ).
Se pesan 4 g de Mutrient Broth ( Oxold B-2 ) + 7.5 g de Bacto A-

“gar { DIFCO ) se les adiciona 500 ml de H,0 destilada, se autocla

2
vea a 121°C/ 20! y se preparan las cajas con aproximadamente 25 ml

de agar por cada una de ellas.

Il.- Bschorichia coli,

S ol uci ones,

1.~ Solueionas para Complementar el Medio HM_'I'.
a) Solucién de Casefna al 1%: .
Se disuslve lg de caseina hidroliseda en 100 al de agua destilada. )
b) Solucidn de Clorhidrato da Tiamina (Vit. B)s
Sa disuelven 0.02% g de clorhidrato de tiaming en 10 ml de agua =
destilada, ‘
e¢) Soluidn de Timina ( Base pirimddf{mica )i
Se disuelven 0.025 g de timins en 10 nl de agua destilada,.
Las tres soluciones anteriores se esterilizan por separado por =
fiYtracidén ( membrana Milliporads 0,25 micras de didmetro de po-

ro )y se guardan a 4°C en la obscaridad,

2.~ Solucién para Preparacién de Homogenados
Clorwro ds Potasic 0,15 M

Igual que @l descrito para S. typhimurium,

3.~ Solucisn para Mozla S-9 ( M Carrol y Piper ):
a) Amortiguador de Fosfatos 0.052 M plz 744 o

Se pmsan 0,5230 g de NagHPO, + 0,2028 g do NaHyPO,.Hn0 y se disusl
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riliza a 121°C/ 20', Se almacena a 4°C en la obscuridad.

b) Solucién de Cloruros 0.4 M de MLly/ 1.65 MKC)s
S8e prepara igual qus para 8. typhimuriwm,

e Scluciones para la Mozcla S-9 de Hyman y col,

a) Amortigusdor de Fosfatos 1M plz 7.4t _
Pssar 1,015 g de NaZHPOA + 3,929 g de NaHzPo‘,‘.Hzc y disolver en «
100 ml de agua destilada, AJustar el P a 7.4 y asterilizar dwren
te 20' g 121*C, Se guarda a 4C.

b) _Solucién de Cloruros.
Solucidn 8414, de HCl,.
Posar 0,953 g ds chlz y disolverlos en 100 ml de agua destilada.
Solusidn 0,1 ¥ do KC1:

Pesar 0,746 g ds EC1 y dlsolverlos en 10 ml de agua destilada.

S5e= Indicador de rH,
Solucién de Pérpura de Bromocresole
Se pepan 2 mg de pirpura de bromocresol y se le sdiciona 1 ml do
agua destileda. Esta solucidn es de color amsranjado. Se mantiens
6n la obscuridad a temperatura ambionte,

Rango de vire 5.2 ( verde amarillento } = 6.8 ( Azul ),

Yodios de Cultivo,

le~ Medios de cultivo para el cracimiento de las cepas, Caldo HA+T.
' Solucidn As

Pesar 3.5 g de KofiF0, + 1.5 ¢ de KH PO, + 0.5 de (raA):,so,. + D,289g
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de citrato de sodio. A0 { 0,25 g de citrato de sodio anhidro )
+ 0,986 ¢ de Mg50,.7H,0 ( 0,0493 g de MgBO, avhidro )y se disuel
ven en 250 ml de agua destileda.

Solucion B

Se pesan 2.5 g do dextrosa y se disualven en 250 ml de agua desti_
lada,.

La soluweidn A se autoclavea en un matraz de 1,000 ml y la B en u~
no de 500 ml a 121°C/ 20'. Cumplido el tiempo de esterilizacidn,
se mozclan, se dejan enfriar un poco y se les aflade: a) § ml de =
la solucidn de caseins al 1% + b) 1 ml de solucidn de clorhidrato
de tiaming y ¢) 1 ml de la solucidn de timlna estériles, Se enva-

sa y almacena a 4°C.

2.~ Azar de Superficie HA+T (semisélido al 0.75% de agar)
| Solucidn At ‘
JTgual que €1 madio Y{quido HA+T,
Solucidn Br 7
Se pesan 3,75 g de Bacto Agar + 2.5 g de dextrosa y se disuslven .
aen 250 ml de agua destilada. |
Se esterilizan en las mismss condicionss que el medio lfquido y =
so complamonta de iguanl forma. Se almacena a temperatura ambiente
oad4T.
Cusrdo se va a ewlear, se funxis y distribuye en porcionas de 2 ml
an tubos con tapdn de rosca, Se mantiensn a una temperaturade =~

4245,
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3,.- Madio HA4T para Cajas ( sélido con 1.5% de agar ).
Solucidn Az
Tgual que e) caldo y el agar de supsrficie HA+T.
Solucién Bp
Se pesan 7,5 g de Bacto Agar + 2.5 g de dextrosa y se disvelven
on 250 ml de agua destilada.
La solucidn Ay la B se autoclavean en las mismas condicionss
qus al ca)do y agar de superficle, Se deja enfriar un poé:o, 80 -
mezclan ¥y soe suplamenta con las soluciones usadas en 1 y 2. Se.-
wvierten aproximedamente 25 ml de agar / caja de petri de 100x15
¥y 86 dejan solidificar, so somton a prusha de ostarilided ( ine
cubacién a 37°C durante 24 hra ). En las gque no sa mrasante creo-

cimlonto do algdn orgamtsno contardnants, se almacenan a 4°C.
III'w- Bacillus subtilis.
Soluciones.

le= Soluclonas para Strple‘mnt.m‘ el ﬁadio !ﬁtﬂ.m ds Vogei-Bpm:
a) Solucién de Argiminar ‘ ,

Se pasa 1 mg de &QMné ¥ 56 disuslve on 1 ul de agua.destiledse
b) Solucion de .tripttffandx

Se pesa 1 mg de triptéfano y se disuslve en 1 ml de agaa destileda.

Las solucionse anterioves oe esterilizan por filtracidn ( Membrae
na ﬁulipore ds 0,25 micras de diametro de poro ) se guarda a 4°C.

2.~ 5clucidn para Lavado de Eaporas.
.8) ¥edio Mlnimo de Davis Hngioli.
Se posan 7.0 g do KJPO, + 1.0 g do {(Mi;);50, + 03931 g de citra
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to de 50dio.2H 0 0,35 g de cltrato de sodio anhidro ) + 0.,1971g
de M804. 720 ( 0.1 g de MgS0, anhddro ) + 1,000 ml de agua destl
lada,

b) Solucidn Amortiguadora MaM,
Se prepara de la misma forma que la solucidn A del medio HA+T de
¥ota: Cualquera de las 2 soluciones se puede emplear para el lavg

do de las asporaS.

3.~ Solucidn pars Preparacidn de Homogenado,

Cloruro de Potasio 0,15 M (igual qus S. typhimurium)

Lo~ Solucionss para la Mazcla $=9 ( Ams y col. ).
a) Amortigusder de fasratos 0.2 Hplle 7.4
b) Solucidn de Cloruros NCla 0.4 M/ KC1 1.65 M
 Ambas solucionss se prsparan :lgual que 'pm'aS m}dm\xri

5.~ Scluciones para MazclaS=9 ( Tsunoo Kada y col, ) )
a) Fraceidn S=9 (Homogenado hepédtico), prepareda conferms se ;Miéa -
en la page 102 o
b) Solueidn de Cofactores,
Amortiguadords Pogfatos 10mM pH= 7.2 3

Se pesa 0.079 g ds NafiPO, '+ 0,0615 g de Naﬂ H)0 y se disugl

4°
we on 100 nl de agua destilada, Se ajusta a pH de 7.2 ¥ =0 esterl
liza a 1210/ 20¢,

50lucidn de Cloruross

De la solucién de clorwos de S, iyphimwium ya estdril, se hace
una dilucién 110 en agua destileda, de agul ss toman 20 i y se

agregan a 100 al de la solucidn de fosfatos anterior,
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Madios de Cultivo,

1.~ Msdio de cultivo para el crecimdento is las cepsst

Es ¢l mismo medio 1fquido completo que se utiliza para Salmonella.

2o~ Agar de Superficie ( semisblido al 0.8% da agar )e
Se pena 5 g do Nutrient Broth (Bifco u Oxoid B-2 )} + 1.6 g Bacto
Agar ( Difco ), se agragan 200 ml de agua destilada y so disuelve
Se osteriliza por autoclave a 121°%C/ 200,
Cuando se veys a utilizar, se funde y se adicionan 2 ml de éste a
tubos de vidrio con tapén de rosca o 8e mantiensn en un matraz de

500 ml a 42-45°C,

3e= Msdio completo para cajas ( sélido al 1.5% de agor )
Se prepara igual qus para S. typhimu-ium,

4= Madio Minimo de Vogel-Bomner para cajas ( sdlido al 1.5% de agar ).
Se prepara igual que para S. typhimurium, solo qus en éste caso -
se complamanta con 1 ml do la solucidn de arginina+ I ml de la de
triptoféno/ 1,000 ml de medio, qus se affaden despuls de esterili-
gar al medio de Vogel-Bonner y antes de vertir a cajas de patri,
De esta mlama forma se prepara el medio m{rimo de Vogel—Bonmr. 8g
misélido al 0.75% deo agar, al preparar ¢l medio con 7.5 g da ager
on lugar de 15 g/ 1,000 ml. Nusvamente, so suplemsnta con las mig
mee cantidades de erginina-triptéfano. '
Para el caso de cajas suplementadas con caldo nutritivo an sustie
tucidn de arginina-triptéfanc, al madic mfnimo de Vogal-Bonmr —
se aflade 2% ds medio 1{quide completo ( v/v ).
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