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GENERAL 

Bl objet:1.vo general de efte estudio, es el de analizar el 

Pal'1'3l de los sistemas rec y polA, en la reparación del -

daflo prodooido al ADN por los roodicamentos antiparasita-­

ri.CS que muestren actividad genotóxica. 



Dosde la prehistoria, el hombre ba estado e.'tl'uusto sin saberlo~ 

a un gran númaro do mutágenos y carcinÓgenos ambientales de- origon notur2l~ 

como algunos navonoidas y pirrolil!lidinas presentes on ciertos vegetales -

colll8stibles, o lld.cotox!.nas producidas por diversoe bongos, tal es el caeo 

de las anatoxinas J3i, a 1 y B2 , qua sa encuantrar1 principalmente cooo con­

taminates do granos comestibles y que están comideradas entre laB subst8:.!} 

cies mutagénices y earcinogénicas más potentes presentes en la naturaleza. 

Con el advenimiento del fuego, al hol!lbr11 so vi6 trente a una -

carga adicional de Coll!Puestos genotóxicos • Ciertos productos derivados da 

la ~occ1Ón de carnes. entre ellos el banzo (a) pi.reno, y algunos ph-olisa­

dos de las proteínas, han sido señalados coc:o responsables ds la acci&n ~ 

tagértl.ca y carcinogénica presentes en los ali1r1entos cocln;idoo con carbÓn o 

a ruego directo. 

Loa mutágenos y carcinÓgenos producidos por e.t bonbre, ent't'aron 

en escena hacia mediados del siglo antID"ior, cuan:lo se lleva a cabo la Pl".2 

dooción y difusión de .diversos compue!lt.os qU:Ílllicos sintetizados por la in­

dustria naciente de esa época,. Desde entonces, el nÚ!llero de compuastos si!! 

téticos ha ido en aumanto, llagando en la actualidad a una cih'a que reba­

sa loa 501 000 ( 6 ). A.a! también, al dasarrollo,ciant:!fico y tecnológico -

ha traído coll!O resultado la contaro.inación da nuestro habitat, raa6n par la 

cUBl. nos veioos constantenente e>.."J)uestos a diversos factores qne constit;u­

yen un riesgo para la sal lli e intogr11ad tísica dal hol\lbre ( 11). 

La existencia de mito rlesgo ha originado qua durante las Úl.ti­

!!ltlS dos d~adas, laa investigacionoa se h11J.lan encandnado ti la evalu.iw:ión 



2.-

de los efect:)S adversos de estos f3ctores contaminantes. 

Hasta la f'echa, dichos estudios han identificado diferentes s w 

tancias qu!ad.cas con actividad 11utagénica, entre los que se incll.\Y'en a Pl,! 

!:uicidas, que coll:O contarrl.nantes residuales llegan al consumidor, aditivos 

de ali'llentos, f'ármacos, cosméticos, haJ.otanos en el agua potable, produ::­

tos y residuos industriales contaminantes coDX> el cloruro de vinilo, asbe.:?, 

toe, hidr.x:arburos aromáticos, et.e. Es decir, loa mutágenoa generados por 

el hombre se e"Xluentran presentes en casi todas las actividades hlllllanas. 

( 32, ¿'1, 50, 51, 67 l. 

La i::lentificación de co11puestos con acción nutagén:ica y/o carc_! 

IY.)!'.énica, se ha logrado experimentalmente a través de la exposición de or-

1'.anis!l!Os de laboratorio a las substar.cias a prueba y aunque se ha observa­

-lo que loo sistemas de detección enpleados, no son in.falibles para identi­

!icar a la tota1idad de los agentes químcos qoo para el hombre puedan iDP 

~lica:r riesgo ¡¡;enotótlco, constiteyen un recurso valioso para el 1110nitoroo 

:le mutá1?enos y carcinógonos. 

Ahora bien, debido a la larga duración y prirx:ipalmente al alto 

costo de los experi111entos qua utilizan animales de laboratorio, estos est,.2 

!!N as! co:iio loe epidelld.olÓgicoe en hu:aanos 1 son poco factibles de ser e­

j~~ utado.s en for:tia rutinaria collO sistemas de evaluación de riesgo. Por lo 

e ·.tal, 1 os ensa:yos microbianos han ercontra<lo u.na amplia aceptación y un e~ 

~le~ dlfJn:iido como pruebas de tand.s. 

E.s as!, colllO dichas prusbas de monitoreo han perlllitido identif.!, 

~ar Ll!'la iX!pOrtarrto fuente poten:ial de da.'!o genático para las poblaciooos 

ln.1.-:ar.as, e~DtJcial!!IOnte en oquollas con exposición de tipo crónico a agen-



tes genotóx:ic os. 

En la actualidad eo sabe, que loa mntáganos y carcinór:enos a­

bientales puaden tener tres e!ectoe gonot6xicoa importal'rtes on el humano; 

puaden causar mutaciones en las células gerrdnolas, provocando como .resul-

tado la acUlllulación de genes anormales en la población. caooar alteracio­

nes genéticas en la nora bacteriana normal o bion, protlooir mutaciones en 

las células somáticas y favort}cer con ello la formación do cÓlulaa r.ialig-

nas. 

Por ello, existe gran preocupación :ie que la f'recaoooia de ta­

los padecimientos BUJll8rrte, si no es de alguna 111anera red11:ida la exposic:l.Ón 

continua a dichos mutágenos ambientales, Esto ha suscitado la aparición de 

organizaciones como la ICEPEKl (International Corumission for P1..,,toction a­

gainst Environinantal Matagens and Carcinogens), Internati(inal Associ&tion 

of Emiron1Dental Mutagen Socioties, ALWTA (Asoeiación Latinoamarican& de 

Hatagénesis, Carcinogénasis y Teratogéoosis Ambfont;al), ate., qM so han­

praocupado por la evaluación de los riesgos cat\Sados por la tJxposición a -

diversos egentes en las poblaci.ones hwmnas ( 1 .. 1 ); 

Es importante saflalar, en lo que se rdiere al daflo genético y 

al cáncer, que es didcil es'tablecer con certeza una asociación entre la -

exposición a an factor dado y la alavaoión de la incidencia do padecim100m 

toa bei"editarios o da tumres malignos en la población af'octeda. 'l'aapoco .. 

ha;y qua olvidar que hasta ahora no existe una terapia eficaz para el tr&t,! 

nd.onto del cáncer, as{ co1110 para la mayoría de los padecisd.entos hEn"adita­

rios. Do ah{ la importancia da eontar con eistom..'lo iridicadores de riosgo -

que permltan esta Cl.ecer 11111didas preventivas. Adorcás, no so PllBdo omitir el 



hecho de que en los paises altamente industrializados, las afecciones ger! 

ticas constitwen una de las prireipalos causas de mortalidad. 

6n cuanto a México, país con patrones mixtos de sallrl, se ha e.! 

pezado a dar importancia al estudio dEll. cárcer y de los padec1m1.entos de -

tipo hereditario, al identificarse que el prilll9ro os una de las principa­

les causas de m~rte dospués do los 45 aftos de edad y los sogurdos, ocupan 

uno de los pril86?'os lugares como origen de mu~e on ei prilror afio de vida. 

De abi qoo hiva surgido un gran interés en detectar las fuentes potoncialsa 

de riesgo do cárx:er y transtornos congénitos, entro las que podemos c:itar 

al consll!IJO de medicamantoa,So sabe en efecto, qua entre los carcinógenoa -

p:ira el hW11ano, identificados a través de estudios epidemiológicos, se en­

cuentran medicnent0'9 talas comos d.ietilestilbestrol, ciclotoetalllida, otc., 

~o~ras qoo entro los que produ:on malformacionoo congénitas, tenellOS a -

la talidoad.da, lllDdicalllento que f'ué usado en Inglaterra a principios de la 

década de loe sesentas por mujeres gestantes para evltar los vóm1.ta11 al. -

prl.rx:ipio del e!llbaraso, y que provocó la aparición do fccomella en los h,! 

jos da éstas ( ó:3 } , su:rgierx:lo entoreos una gran inquietud por el riesgo 

de erposie15n a modicamentos durante la gestación. 

Df'CRTJ..'CIJ. DE LA IV!LWCION DEL RD300 0-EmTOXICO DR HmlC,UBN'l'(8 

AmIPARASITARICS 

Entre la población de la República K3xicana, las parasitoeis -

llEr c.-o"Sideran como uno de los problemas de salud pÚblica más importantes. 

los gl'upos d11 odad ;1\&11 afectados son los n:lffos y da estos, primordialmen­

te los preescolares y ese- ol aros. 

Aunque las parasitoeis no son caW5a de l1l0l'talidad como tales -



en 111s estad:!sticas dol país, y r.o existen datos de su ruo:rbilid.~•d.,, 1.ü s0 •• 

tienen informs de su free uencia corno 1n1'ecci6n y ol hecho, de quo algunas 

dejan secuelss irreversibles. Estos datos se han obtenido por oncu.sste:! ··­

qua han efectuado di.terentes grupos de trabajo en diversos estados de la -

Rep6bl1ca Maxicana (Tabla l ( 6 ). 

El uso de fármacos qll9 tieoon acción sobre los distintos proto­

zoarios y helndntos, parásitos del hombre, dobe bnsarso en el conocindento 

de sus of'octoe farmacológicos sobre el parásito, ou ciclo biológico on el 

hospedero h111118no y sll!I efectos adversos en esto Últiii10. Lo anterior :l.rñ~ 

dablo111ente contribcye a evitar la prochx:ción da iatrogoiúa y /o .fracas08 -

torapéuticoe por el mo do los medicamsnt.os antiparasitarios en forma in­

correcta. 

En México, el estu.üo de los roodica111Bntos antiparasitarios es 

de gran interés, debido a su impacto sanitario por lo qoo se requiere de 

una evaluación sistemática y completa. Más aún, en vista de que sus efEl,!! 

toe adversos han sido solo parci1tl e insuficientemente estU:iiados, a pe­

sar de su ent'leo generalizado y repetido en grandes porciones de la pob~ 

ción. 

Las enfermedades paraaitariaB, partic tüarmenta las ocasionadas 

por amibas y helmintos, conetiteyen un problema endérüco. Su r&Íl'l Bfl loe_! 

liza en: la débil eotructura sanitaria, en los raquítico."I recursos hig:l.EÍH 

nicos y econóndcos de las poblecionoo ruraleo pequ,ffas o do los cintur,,_-

1'.!es de miseria de las gramas ciudadesJ tambi6n a la falta de edteac16n y 

a la dificultad de proporcionar adstencia médica y demálJ asPoctos Silnit_!! 

rioa a toda la población. Por tanto, las infecciones y rein.f'estacionos sen 
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me 1...'entes ( 6 ) originando de esta manera, que el coro UlllO de 11111dicallEntal 

antiparasitarios sea ml\1 alto, y qm la misma persona pueda recibir más de 

un tratamento o quo pueda recurrir a la autoiaedicación. 

En relación al estt.dio de los efectos adversos de .algunoo medi­

camentoo antiparasitarios, en los Úl.till!Oll afloo so han genOl"ad.os informes -

qoo ponen de !llllnifiesto la r.arcialidad do estos y al nd.sll!O tiel\1)0, sel'lalan 

la necesidad do verificar en noostro mdio, ll aquell03 estu:lios experimen­

tales y clínicos qua puedan parecer dlrlosos o insu!'icientes, ya que dif:Í-­

cillll!Jnte serán cuastionados on los paiaes desarrollados qw no afrontan u­

na problell:ática parasitaria como en el caso de nuesto país y otros en v!rt1 

de desarrollo. 

Desgraciada!!Snte, los oodicarnentos antiarrdbianos y antihelm!n­

ticO!! ho han sido objeto basta ahora, de estudios siatemátieoo on nuestro 

~a:!s para deterllli.nar sus reaccionas adversas; estos detos sori sin ell!bargo. 

indispen:ublas para la evaluación da riesgo que puad.an constituir aquelloo 

:r.adicamsntos quo han !llOStrado producir ef'ectos adversos en sistemas expor..! 

ll'lantalas no hu.nanas. Debe ade~s tonorse en nenta, qoo los efectos inda-­

soab.tas pueden deberse no solo a la acción del fármaco, sino tani>ián a im. 

pure-r as de 111 materia prjl!S o a contaminantes presentes en el proceso do -

olaboraci6n del :&9dicamanto. Por tal motivo, en el prese'lte trabajo se -

e~learon solo los prircipios activos do los !lY)dicarnsntos antiparasitarioe, 

tal coioo son utilizados por los laboratorios farmacóuticos en nuestro país, 

b:mcárdose de osta forma, evitar la interferencia do contaminante preaon-­

tes durante el proceso de elaboración; aún cuando, el uso del principio a_!! 

tivo no dascarta la potlibilidad de i!llPurezas con actividad genotóxica (6 ), 



Recientemrmte PQr ojempl.; ~ se an.alizllI'ot1 por cro1!.¡¡:t,1it'ilfÍ11 (!;, •• 

plaea i'ina, muestras de pamoato de pirvinio obsel'V'ándose en olr;unas de e-~ 

llas, la presencia de impure3as, precisamente en aquolles que habían 1006-· 

trado 111&1or ootividad mutagétdca en un sistema microbiano de prueba. ( 6 ) 

Bsto corducirá a una investigación que pueda aclarar si las ioipurezas tan­

bién son responsables de dicha actividad. 

Debemos hacer notar que un estadio adecullido de los efectos ad-­

versos potenciales de cu.al.quier nadicarrsnto, debe co17tlrarider, n.:i solo es­

tu::lios en Ol'ganismos do prueba no hUManoa, sino también la sva11utc1Ón en -

h\ll111lnos 10 que por razonas terapéuticSB, estén expooatos a éste tipo de tá-

maooa. 

Gracias a investigaciones de esto !mole se ba logra~o yn prGV,! 

nir a la población consumidora as! com a quienes medican, de los posibles 

riesgos quo son inherentes al ooo de algunas drogas especificas. Lo ant.G­

:riOl' ha cordooido a qua en dichos fármacos so observ\l un cal!\bio on em co.!! 

'train:iicacionas, al encontrarse nuevas reaccioooa adversas poterci.!leu; un 

buen ejemplo lo comtituye el ll'Mltronidazol • .Estudies real.hados en l9T.l., -

reportan de él lo siguiente: no se ha in.formado de re&CCiones serias prov~ 

cadas por el llletronidazol, las más frecuentes son n&U3eas y diarrea; otraa 

N!nccionos eon1 urticaria, vértigo, dolor de cabeza, inco:zod.idad vaginal y 

urotrol. Rara vez hay un color obscuro en la orina~ on al tratamiento do -

tricoimnas, y puede ser usado durante el embarazo • 

.En 19?3 como resultado de astudioa más profunde«! sobre el 111et~ 

nidazol se afladen a lBB antoriores, las sir,uientes reaccion1.1s ad.versas; a­

norexia, dolor del epigastrio, calambres abdominales, oomti¡>ación y sabor 



...atál.ic o, gloe iti.ll, es tolll3ti tis 1 lo oo openia i40dorada, incordi naci6n, ataxia 

y ort.na obscura. Sef1al~rxl.ose que no debe 11er usado en los prinllroe tres ~ 

s~ del embarazo. 

toe estlrlios del afio 1977 aport.aron un mayor númoro de conoci­

l!!l.ent °" del lll!ltronidazol, qua en affos anteriores no se hab:!an tomado en co,E 

sider.ación; as!, adelllás de las contra1nikaciones y reaccionas adversas ya 

señaladas en 197), se nz.anifostó qua ea~e raadicamento perdía su ef'~acia a 

lllled.ida ql!8 loe microorganismos se hadan más resistentes, y en informas é 

reeior?tes se concluye quo ol :ootronidazol ea carcinog~nico en ratones y • 

l!!".Jtaganico en ciertas bacterias, con concontraciones nori:ulir.ente obtenidas 

en fluidos corporales. Do ahí que cu.al.quier ri.esgo potencial por su uso,­

solo es parcialllElnte jtll!tificado en paci.entes con am1biasis seri.a o pers~ 

tente, lllás no en mujeroo gestantes ( 6 ). 

Sa as:! quo, aún cuamo los fármacos antiparasitarios presenta­

d~s en la tabla 2 han probado ser los más efectivos y tener 1119noe efectos 

adv"ersos fo uamo raanoe on nii'loo), deben ser investigados con lll!lyor prof~ 

didlld ya qtlll se desconocen, o se conocen mal. 1 BUB riesgos genotóxicos. (6, 

Sl ), Lo anterior ha traído como consecuencia obvia el surgimiento en 

:;ir:hos pais63, entre elloo Máxico, de pl"'OgraDID!I do monitoreo masivo "1 da 

análisill ne un gTan nÚlllero de co1F4>uestoe qUÍlldcos y/o de sus metabolitos -

act~•o! llle'diante ~Últiplas sisteDlal!I de prueba. 



9. 

'-O.:. ...... .;. -

P'RmtJE}ClA DE PARASTTOOIS EN LA REPUBLIC1, 1'EXIC.U!A (Prolll9dios generales) 

Protozoarios Helml. nti as:il.l 

Giardiesis 18.9 Ascariasis 26.0 

Amibiasis 15.9 Tricoco!'alosis 21.3 

Tricomoniasis 11.9 Snterobiasis 
( oxi uriasis) :20.0 

Unci nari asis 19.2 

Himenolepiasis 15.s 

Es trol'l&ilidioais 4.3 

Teniasia l.5 

FU&NI'lh Referencia 6 



TABLA. 2 

ANTIPARASITA1UC8 CO.HUNM;m'E UTILIZADOS EN' l'1&IEO 

ANTIPROTOZOARICS 

Matronidazol 

Cloroquina 

Diyodohidroxiq ul.nolinas 

Clorohidroxl.quinolinaa 

Bmatina 

Dehidroematina 

?'urazolidona 

Piri~tand.na 

Clororenoxamina 

Btilclordifen 

Nimorazol 

Tinidasol 

:?'\ENTE: Re.feranc:ia 6 

.Piperazina 

Hexilresorcinol 

Pirvinio 

'l'iabendazol 

Tetramizol 

Dicloroteno 

Clorotenilealicila:nida 

Pirantel 

Hebendazol 

NI.el os alllida 

io.-



Ct.IlACT.ERISTIC.AS DE tcS S lSTEll.AS DE ffilJBBA PA!'!A LA lDE:m'IFlCACXO!I .!)E 

AGE~'TES GE~'OTOXICCS. 

I.- FRllEBAS DE INI'.l~UCCI011 CON EL ADN. 

11. 

Batas son una serie de pruebas .!!:! ~' quo perrdten detectar 

si el conpuesto en esttdio reacciona directamente con la IQOlÓcula dal .ADN 

1111:!, como identificar que tipos de productos se obtienen de dicha intera~ 

ci.Sn. De esta forma, se ha llegado a conocer que coq.>uestos COlllO el lll9til 

111etano sulfonato producen alquilac:l.ones prineipallllante en la posición 6 • 

de la guanina. Con la inforJnrlc16n anterior es posible postular un modelo 

para explicar las mutacionea por transición OrC -.. A:T, qu.o resultan de 

la acci6n del metil metano s ulfonato. 

II.- PRUEBAS BN' OROANIM30 vrvas. 

a).- Microorganisl'llOS. 

Virus.- El empleo de estos organismos permite detectar la capocidad de 

las. substancial5 para inctucir mutaciones génicas en el genoRla viral y/o in­

dooiendo la liberación y replicación de loo prof'agos qoa se encmintran in­

tegrados en el ADN del hospedero, identificándose dicho proceso biológico 

por la generación de lisia celular (Mjtodo de inducción de fagos) ( 46 ) • 

Bacterias.- En diferentes especies bacte¡·ianas 11e puedo detort:d.nar liK:• 

tividad genoletal o itxlucción de 111t1t.acionas génicas. t.dem&s, el ecn,pluo de 

estos si11temas permite no solo detectar acción genotóxica, sino también -­

postular el posible IT!ecanismo de reparación o producción da doi'!o al ADN. -

Sslmonalla tyffii:nurium, Eacherichia coli y Bacillus subtilis. 

HongOB.- La ventaja quo ofrece el ar.ipleo da ostoo rdcroorgan1slll03 on.-
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csriotes, as la de poder detectar dalfo directo e iniirecto al !DN (muta-­

clones génicas, recol!lb1nac1Ón crolllO:!Ómica y segregación cronx:>SÓrzdcs det'~ 

t·J~a) A?!forgillus nldulans, Saehsroriycos cerovici.ee y NourMpora ~· 

A:lerr.ás de que su ADN está organizado de una forma con Tf111YU!' einrl.lltt.d al 

de los ~tt{reros. 

bl.- Cultivo dn Células de :Mamíferos. 

Las lÍMas celulares do Órganl)Sotuit-orea de lllll~eros. perllliten 

al igual c¡uo los hongos, dotectar n:utacionas génicae, aberraciones croroos~ 

iúc as, n:miéricas y estruc:t urales, on un tiempo relativall'.ante corto, solo -

q U9 con la Yeotaja de ofrecer un tr:Odelo más adec u:ido para la oxtrapolación 

:le resultados al horabro (HeLa,, CHO 1 B • etc.). 

e'.- Imectos. 

El ill3Geto ms tltilisado,, es la lll06Ca de la fruta Droso¡:hila • · 

:tll!ll!!nog11Ster, por el areplio conocir.d.ento que se tie!le de au genética y pcr 

:!!er ll!l organislllO qus se reprodtJCei en un lap:io corto, generámose as! -

~an:les poblacione:s Qlb requi.eren de un :nanteninú.ento m!nilll00 Por todo e­

llo, este os el sists:r.? animal más rápido para detectar 1m1taciooca géni­

:&-' (d6 tipo recg:Jivo ligadas al se.x:o) y cronXXJÓnti.cae (segre¡;ación de.t'ec­

t.'Cma ¡ tran!loc~c iofl6s) en células gernti.nales; px-es11nta también la cap.! 

ci.:iad de ~tabolizar l~ con:pUBstoe en torna 111uy- similar a loe rranrífGr03 

y es stl.'lceFtible de ~at"!le corn:> detector biológico. 

ch).-.!'.!!!.~· 

&!tas perllil.ten la i:ler.tific~ión de s mtan:::ias distribuidas en 

!"oru n.91:.ural en el :n<:1dio ar.ib1ente. Se han erqileatlo para det.ectar mu.taci..2 

nea génicas y aberraciones cromo:iÓ:iúc:;s produ::idas por contandnantes a;i;-



bientalos como plag•Jicidas, herbicidas, fertilizante-,, químicos, etc. 

En Vista de qua existen indicioa da que las plantas 11>!ltabol:l.zan 

las substancias en forr:ia difere?Tte de como lo hacen los r.nm!faro3 1 as pro­

bable entonces, que algunos compUGStos que no tienen efeeto directo sobre 

estos puedan verse convertidos en matabolitos ectivos por la &ec!.Ón de lae 

plantas y conatituir un riesgo para loo consumidoras. Tri.Idos<'~ J?alu::io­

!,!1 !!2!! .!'.!!!?!!, etc. 

d) .-~~ !.!! MallIÍforos. 

Uno de los eistemas no hWl!.Bnos más estudiados es el r'1tÓn1 a -

través de qtdén se puedan detectar ¡¡¡utacionas ;séni:as y aberraciones ero~ 

sónd.cas sol!lá.ticas y germinales. Esta3 prlll!bas no son tan rápidas como las 

anteriores y eu costo os mayor. Sin embargo ofrece la facili·lad do poder -

realizar un anál11!!is de los cambios '!IOrfolÓgicos :!o los esper!Mtozoides, -

quo pormite evaluar Ul'J riesgo poter.cial de ti·ansl!'Ó..Si6n de defectos gen5ti­

cos hereditarios inducidos por la exposiciór. a agecte!l qoo caU.'3*3n altera~ 

nes en el ADN celular. En el humano la prueba anterior tambión puede ear -

rea1bada como indicador de altet'acionos reproductivas, as! :nismo se cuen­

ta en la actualidad con pruabas para identificar en forma directa o 1.rxii-­

recta, lesiones cromosóad.cas num9ricas y estructurues en médula ósea y en 

linfoeitoe sanguineos 1 as! cooo la preso ne ta do más de un cr<>lllOSOlllll Y en -

lo..q esper111atozoidos. 

A diforercia del rat6n, on el cual se tiene una sit:inción contf!? 

lada, en el hombt-o, estos estt:!l.io.'J aa realizan en jleooral en indivlduoo e; 

p119stos en forma circunstancial a contalllinant6s qlÚ:i::í::os prese!ltos en su -

hábitat, fuente de trabajo, alimentación o por expoo!ción a ar,entOB tura--
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péuticos ( 7 ). 

Es pertinente sef'lalar que en vista de que ninguno de los aiste­

mas enlíatadtn\ resulta sor el ideal para evaluar el erecto de las substan­

cias mutagónicas eobN la población humana y su descendencia, so han dise­

ilado estrateg:las de moni.toreo que permitan la identi!'icaoicSn do compwiatos 

con un riesgo genético potuncial sobro los seres vivos• principal11ante el­

hombro. 

De equí qus la identif'i.cacicSn, a través de estlrlios epid~miolÓ­

qicos en poblacionilB hu.'ltanas expuostaa a situaciones laborales riesgosas -

pa:-a la saloo, haya recibHo una alllj)lia publicidad desde hooo a1!{unoa años, 

co!llO resultado do la detección de prupoe de trabajadores con alt-0 inciden­

cia de cáncer, Estos grupos inclqyen a personal: de hospitalea a:xpuasto a 

;::ases anestésicos1 da irtlustrias químicas y distribuidoras expuesto a éter 

bis-<:loro:notO.o¡ de la industria del caucho y similares oxpt.lesto a ben­

<:'Jno, cad:nio y carbÓn m:l.Mrals de la industria rootalo-siderúrgica por -

axposición a a1"SÓnico, niquel o cromatoa, as! como en diferentes fábricas 

en :lorxle los e:npleados so ven ex¡¡uestos a cloropreno, benzo(a)pireno, colea 

y asbestos • 

.Sn vinta da que los diferentes siste't\Bs de monitoreo ilffaren -

en 01 tipo de daf'io gonót.ico detectado, os recoroorrlable qua cualqldor estr.! 

tegia de 111uestr1h'l conjuntamente o en forma previa al estudio 9pid.oml.ol6g_! 

co, conte~a una. batería de 1nste11ms de pruoba. Una de las ventajas de di­

cha estra'!>ogia es q:ia dij esta forma se pueden confirmar leo evidereiaB de 

actividad genética, al f'llSdir varios eventos que produscan impacto en el ~ 

terlal genático. En 01 ontol"dido de qw en la modida que se obtanea un ma-
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y::>r nÚ!ruro d& resultados positivos en distintos sistemas, el riego es rll!lj"CJl 

Dentro de la batería de detección, resulta r&colll8niable el uso -

do siate:nas bacterianos corno pruebas primarias d~ muestreo, por ofrecer di­

"ersas ventajas: bajo costo, fácil rolización, reproducibilidad de rastü.f:a.. 

dos, corta duración, adoln'.Ís de ser mq)' sensibles en la detección de com--

0'-~..(S po"..e.nciallllente nocivos para ol hombre y su 1!)3dio ambiente. Esto Úl.t,! 

l'!IO so ha confirmado a travóa do mÚltiples investigacionas durante los pas~ 

dos l4 años, donde podemos vor qae orlste una aJ.ta correlación entre la -

activid3j carcinogénica con respecto a las acciones mutag&nicas y/o genol! 

talas, da agentes qU:Ímicos avaluados en una amplia variedad de siste::¡¡¡s de 

ensayo, qoo van desde loo organismos procariotes hasta los aucariotes. Loo 

ost:.rlictJ realizados con bacterias de:noot.raron por ejemplo, qoo del 63 al -

021' de los coll!puastos carcinogónicos, son también mutagénicos en el ensayo 

de :-ev13rsi.Ón de '11.ttaciolli:IB do Salmooolla tyPhi.!llurium desarrollado por AllBB 

(Y,,45) j y cua.r-do el sistcllla indicad<>r de .Escherichia ~ poll+/polA- rué 

lliSajo cc~jm1ta'.llente con el je Sal!l!Onella, el porcentaje de co~uastos car­

c~~o~é~~CD!l con actividad genotóx:ica en estos sistemas se elevó a un 95%. 

Si:i e~t·argo, ol principal problema con estos resultados sfo;npre ha sido y­

será, el :i:J la e:rtral'Olación de loa mismos al hombre { 52 ). 

Actualr11ent.e ostá bien establecido que rnuchoo carcinógenos son -

:-i·r..ágenos iln iivers03 sisto:nas de pruoba, paro oústen datos inadecuados -

e~ c:ianto 11 la correl5ció:i inversa. &to hecho as sumamente importantd de­

~ifo a ::pi los col!lpnestos químicos identificados prinarallllntl) como mutágo­

!l05 a trav:is de e ua.Lquier sister:ia do ensayo, puuden tener no solo activi• .. 

fad l!l'.;tagfoica potencial llino ta:Wión :nanifostar acción carcinogénica en -



ol humano ( ll). 

As!, el desarrollo do pru.abaa rápidas dei muestreo, l<J ha pro¡'º! 

cionado al hombre la oport ·midad única da eliminar o controlar en nuestro 

madio, a los agentes que puadan causar anfarmod.adas de origen genético • .&;! 

te avance deba no solo permitirnos rodooir dichoo p.~decimianto~, sino tam­

bién disminuir la carcinogénesi.5 nmbiontal o irrlust?'.·ual, por tanto se debo 

dar a esta área de investigaci6n, la mayor prioridad posible. 

C.ARACTERISTICAS DE~ SIST~:·tr.S MICROBIANOS ~ ~ 

La mayoría de los sisterMs bacteri arios de monitoreo provean en­

eayoe do mutación pw1tual (mutación génica) al e~tud:iar la revorsión de C! 

pas con características auxotrófas a protótrofas. ~l mejor ejomplo conoci .. 

do es la reversión do 111utantes de S almonella typhi111uri W!1- bis .. a his+ diso­

Hada por oJ. Dr. Bruc-s i:. Ams y extema:nente usada en el mundo ( 1 ) • Lus 

mutantes rEIVi.erto iiu información genética, por s1Etitución do uu par de -

bases o por :nutaciones causantes de corrimiento de las bases comtiteyon-· 

tes ·del ADN. Además, la sensibilidad do estas copas ha sido au~ntada al 

hacerlas deficientes en 01 siste:na de reparación por escición (al deleci~ 

nar el gene u?rB) y al remover la capa do 11popolillacáz-ido do la pared º! 

lular (característica denominada rfa). 

Raciantemnta ne ha tr11nsfarido a las cepas de p:l'uaba estandar 

T.Al.535 y TAl 538, ol plásmido p!Cl11.0l q uo contiane &l gen muta:tor ~' dao..io 

pw resultado las cepas derivadas 'l'AlOO y TA98 1 ram5n por ln cual, son m.i; 

s>llnsibles a Ja acciéo da 11'1antas ml1tagénicoo ( 42). 

Otros oisto'll.:ls bacterianos mi.dan d.:iF!o genotóxico det.orm.l.n:ndo ~ 
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la inhibición difar!lr!Cial entr~ cepas deficientes en repai·a:e eJ. crnií;:i Cl'.!a-­

cionado al ADN~ respecto a la reparación real:l.zada par copas tipo sil ves­

tre, con lo cual se tiene un irrlicador aJtaioorrt.e sen:iiblo de actividad ¡:~ 

noletal. De estos, entre los mas conocidos y amplilirrEinte utilizados ee ª.!! 

cuentra alr sistema desarrollado por H. Roeonkranz y colaboradores que G,! 

plea la cepa rlJllO poli+ thy- y su mutante derivada p34?8 polAi tb;r de • 

Escheirichia ~ { 58), y al ensayo 11Rl!V" de Bacillus a ubtilia disefindo 

por 'r, Kada ( 21,22). 

Ambos sistemas hi:n sido usados para estudiar la actividad ger1,2 

letal de una lllD.plia variedad de compuestos qu!tni.cos a1nbient.ales. Existan 

adamáa otros ejemplos de ensaybs que emplean bacterias y levaduras defi­

cientes en los mecanismos da reparación y qua son use.dos truubién co:no or~ 

nismos indicadores. 

No obstante Bt.IS 111UChas ventajan, URll de las limitaciones de loo 

sistemas microbianos para la detección de compuestos mutagtÍnicos 1 se det.:! 

va de la ausencia en las bacterias, de sistemas enzimáticos adecuados pa­

r.g la activ~iÓ11 o destoxificación de loa agontos qUÍmiccs, narmnlmenta -­

presentes en los sistemas da mam!reros. Por ello muchos carcinógenoo cono­

cidOIJ que se sebe requioron activación :ootabÓlica, han rosultado negativos 

en onsa,yos de mutagenicid&d lllicrobiona ( 34 ). Esto ha traido como conse-­

cuencia el dosorrollo de diverses eotratogias paro la detección do dichoo 

rretabolitos activos. Entre ollos podemos citar: 

a.- El empleo de homogenados provdn:ientes .fun:laruantal111ente dG h:!gedo du -

roedores, aunque también so emplean de difel'enhs órganos o tejidos, 

así coWD do diver11es espacies de mall!Íforos 1 irx:l eyerdo el h 12.tlano. &s-
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tos preparados enzimáticos llt1.croaolll8les ejercen su acción.!!:!~ so­

bre los colll¡:Juestos, 

b.- Utilir.aciÓn de nuídos corporales co~ orina y sangre, de irrlividuca -

(animales do laboratorio o hwnanos) expuestos .!!1.!!!2 a los agentes -­

químicos. 

c.- E'J. ensayo vía hospedero, on el que los 1111.croorganismos so introducen -

en el peritoneo o en la sangre dol hospedero (ratón) al qua se le ad~ 

nistra la substancia on est tdio ( ·7 ). 

En el laboratorio don:le se realizó la presente investigaciiín, se 

ha abordado la evaluación ganotÓX:ica de ll!!!dioaroontos a través de una bate­

ría de riruebas qua ircluyen: 

a.- Detor!'d.m1ción de !"l~acionss génicaa:Salrnonella t¡phirnuriUlll y Saccharo­

~ corlVisiae. 

b,- Sfo::tC!" en cébla~ eonuíticas y germinales da r'atónr ~.édula ósea¡ san-

gre peri:férica (Ml.cronfuleos en eritrocitos policromáticoe) • 

.i)sper11111tozoidos1 Anomalías on el nú:ooro y morfologÍa. 

c ,- Aná1isis citogenático en linf'ocitos humanos en sangre periférica, 

Jado q;ie .el diseifo del proyecto y la interpretación de los resu! 

ta:io$ "..uvieron co!llo baso, ol análisis de ini'ornación acerca de: 

a.- Características :lo los agentes genotóxicos, 

b.- Naturaleza :le la.a lllOlécul.as blaooo de la acción de rtutágenos y oarcin.2 

g'lnos, as! como ol popal del roatabolis mo sobre ostos co!1IpueBtos. 

c.- &tr~tura y función del matet'ia1 gonético 

d:.- ~ca:rl.s:::os :le alteración y protección dol ADN. 

d.- Car·act.er-!s":.icas de loa !l\'ldicaramtos objeto de estooio. 

o.- Carac':.erfotic:is do loo enaayoo da gt1nolotalidad. 

Cada •mo do éstos am:>octoe sorlÍ objeto :le un análisis ;:-artfo u­
lar, :¡'.16 ~e oxr:-o:-.c n r.oneir.:.iación, 
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El término do agontes gonotóxkos abarco, a los conrfn .. Y;i;to;:; qu1 

producen ef'ectos tÓXic oo, tanto letales como hcJretlab.u:is en sl Jmtedal ~ 

nético da procariotos y on el de las célula& gCtr!1I!11.ttls!3 y somáticas de les 

eucarj.otes. Es as! qua los mut;áeanos, cm-ci11ogancs y corqpuestoo ganoletales 

químicos, rísicos o b.1.ol6gicos, pued()D a1>r cl.asifk<Jdoo convonienteroer.te ~ 

bajo esto nombra. Por otra parte, el t.,":Jo de ésta tórml.no no 111:.pUca que t2 

dos los carcinóganos, :nutágonos y comp:ie ¿¡tos genoletalea deban sjercor sw 

efectos bI.olÓgicos adversos por ~clic da intore~c1ooos diractns CQn el ..&>N • 

.U hablar do mutágonos, so t::i.ena al monos la idea clara do que 

estos C01'!PUOBtos de a.t.gllt\8. manaTa dallan al mateial gerutieo. ~o .as'.Í 1m ol 

caso da loo carcinógenos, don:fo no si empra se los relac101la con nn d.!lfio al 

.ADN. En este caso, se deba de f.:,~r;.Jr en msnt.e q_oo la caractenstica aseen--

cia.i. de estos Íll:l;if!?OS compwstos residtt talllbión en su habilidad para i.lrlu­

d.r ca111bios heredables en el ranotipo celular, por lo cual la apl.1.c&dÓn -

del térllli no de agonta ganotÓ:dco, rasul i;a ser adecuad.o. Tales ea!l\bicia fen2 

típicos heredables, pueden 1.ftV'oloorar al.terae:tones do tipo ostl'uctural y/.;i 

cambios en la regulación do la información genática. 

A dií'erencia de l(Js doa anteriores, los corupll.lstos g(lncle1•alos 

aún en.ando también interaccionan con el JJ)N directa o irxlirechioonte, no • 

producen cambioo :f'enot!picos heredabl{J3 1 pws provocan la rauarte de la có-

lula dafllita. 

Hoy en d!a, el gran nú:aero da compueotos genotórlcos qUÍr.r.!.cos y 

su ubicuidad en n113stro habitot, ha captado la atonci6n di':! la mayoría do -
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los estlliios de evaluación de r:Lesgo¡ por tanto en esta secci6n, tratare- , 

1'!08 únicamente de la clasificación y características generales de loe age!! •.·· 

tes genotóxicoe qU:Íl!licos. &te tipo de compuestos pueden ser divididos CO_!! 

venientemente en dos grupos 1 los que requ:Leren previa metabolizsción, para 

manifestar Su.'l efectos genotóxicos y los activos ~ .!!! • 

l.- Prec\ll'Sores de Aeentes Genotóxicos (precarcinógenos, premutágenos y -

pregenoletales). 

Esta clase de agentes genotóx:icos co~rende un gran númaro de col'llpues­

tos con diversas estructuras :¡UÍmicas, Dichos precursores pueden ser.! 

grupados en las siguientes catogorías1 

a.- Hidrocarburos policÍclicos arolliáticos y beteroc!clicos. 

b.- Aminas aroináticaei y hoteroeiclicas primarias 1 secundarias 7 tercial'ias 

y azo comptlS'!ltoa (azo colorantes), 

e,. Compuestos rd.troarilos y nitrofuranoo. 

d.- Nitrosa!!d.nas y nitrosocarbamatoa. 

&,- Alquiltriazinas y dialquilbidrazinas. 

f,-Aceta:nida, tioa:rddas y carbamatos, 

f•• Ciertos hidrocarbw-oa clorados (cloruro de vinilo) 

h.- Productos naturales corno ciertas micotoxinaa y pirroliddinas, etc, 

Los agentes precursores no poseen propiedades ii;enotóxicas ~ -

~' pero son convertidos a 5 u for11JS activa por el sistema nstabólico que -

poseen ciertos organismos. Debe hacerse notllr que cuando loe compuestos -­

precursores son comrertidos en agontes genotÓXicos por l!Kldio de reacciones 

qU:Í!!!l.can expont~noas en los orP,anismos vivos, como en el caso de ciertoei -

N-metU-N-nitroso co:qiuostos, se les considera COlllO agentes genotó:dooo y 

M colllO precursores. A1r!, eatos ÚltilllOs compueatc:e serán inactivos en loe 
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siste:nas biolÓg:!.coa que caroscan de las: e'lzi:118B neceaarbs para coirnn·tir­

los a su forma genotÓXica .final. Ea así que se ha ercontrado que loo pro­

dootos iietabÓlicoa de los agentes precarcinógenos, premutagtinicon y proge­

noletales, son ma11 e.fectivoe que loe compuestas originales, esto ea en tÓ_!: 

mino de potencia genotóxica. 

2.- Agentes Genot6rlcos. 

Los corapuSBtos qu!lllicos de esto grupo, par ejerrplo los agen~s 

alquilantes posean las propiedades intr:l'.nnee~ necea arias, es decir, no -

requieren de activación enzimática para interaccionar con los blancos ce­

lulares críticos, iniciando por tanto los procesos genotóxicos. 

En genersl,, loa agentes genotóxicos producen resultados positi­

vos en sistel!llls da prueba don:ie sus preclll'Sores son negativos. 

a.- Compuestos Carciriogénic0&, 

Al tener en consideración las estru::turas de los carcinóp,en06 ~ 

qU:Ílldcos, se ha llegado a la illlportante genaralhación de que la m.ayo­

rla de dioh06 agentes son compuestos fi~-:n•temente electrofilicos, prin­

cipallll9nte los alquilantea y arilantea, aunque también se conocen al~ 

1101S ocilantea. 

Exi!!ten desde luago, algunw excepciooos a la generalización de 

que los agenten c'.lreinogénicos son compuestos electrofÍl.ic08. Un ajo!!: 

plo de estos lo coMtiteye la 6-1110:rcaptopurina, do la cual se ha ropo¿: 

tado que catlSa un incremento do ciertos tUlllOl"eB en el sistema heraato?_2 

yético de ratas y ratonas, 
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b,- Compuestos :lunol.atales, 

Dentro de ésta clasificación se ene uentra al tipo de compuestcs 

que aún ca~arxio un dai'l.o lllÍnimo al .ADN, requiere ser removido, pues de 

no ser as! provocará la inactivación del mismo, y en consecuencia la -

muerte de la célula, (ej. l solo entrecruzamiento en las cadenas del -

ADN/crollllJso11111 bacteriano, de no eer eliminado es capáz de matar a la -

b~cteria ) no importando la concentración empleada del compll9sto. 

Este tipo de agentes también posee en general, la particulari-­

dad de ser compuestOl5 f usrtemonte ele<:trof!licOGI, solo que en este ca­

so la molécula es bifuncional, as decir bieléctrica, característica -

qce genera los entrecru.s~amientos de cadanas en el ADN (ej. ciclofosf,! 

:dda). 

Sin embargo, la característica de provocar entrecruzamientos, -

no es exclusiva de los agentes bifuncionales. E:xisten otros compuestos 

como el ácido nitroso qua también pueden inactivar al ADN de esta far-

n:a. 

Adem.ís, se puede considerar que un compuesto carcinogánico y/o 

11:utagénico es también genoletal, ouan:io se encuentra presente en con­

C'antraciones elevada:i, de tal forma qua su acción se vea superada -

por el daflo letal. 

e,- Compusstos Mutagéniccie (relación entre mutágenos y carcinÓgenos ). 

Colll:) an el caso de los cornpoostos carcinogénicos, la mayoría de 

los mutagénicos son también agentes electrofÍlicos. Estas similittr::lee 

qu!rd.cae junto con la evidencia de que los primeros poseen actividad -

mutagénica, ::oncuerda con la carcinogénesis química, Sin embargo, es~­

tas propicdndos compartidas no consti teyen una prueba concleyente da -

una asociación caU9al. Lo qoo s! rt:tsulta claro es que los ar,entes gen_2 
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f'Ílicos de todas las :nacromoléc ulas cal ulares, ejemplos: AD!', !JP'. y 

proteínas, dorde cualquiera de ellas ruedo ser el blanco crítico de ln 

csrcinogénesis química. Es oositle qua miurr~ras las :niSllUlB entidades -

qu!nrl.cas plladan irducir neoplasia y mutación, loo blancos ¡;rirmrios 

clave puedan diferir en cada ur10 de estos procea os ( 68 ) , 

Algunos resultados recientes, irdican que puedo existir una co 

rrelación formal entre mutagenicidad en bacterias y carcino?anicidad -

en marní.feros, lo que ha provocado gran especulación y debate sobra la 

utilidad de los sisto:nss de prueba bacteriano..."! en la predicción de 

riesgos en m.amíferoo, más aún cuarxio ex:ist•Jn algururn excepciol'l64 apa­

rentes en la correlación entre actiVidad rulltagénica y carcir.ogénie1;1. 

So ha establecido clara.11Bnto que el ADN' os el verdadero, aun-­

que no necosaria~nte, el blanco primax'i.o de los mutágenos qUÍ!lli.cos, &ste 

hecho so ve inf'luenciado por ciertos factores o prooasos nadiadoo por el 

hospedero, como son laa enzi:nas de reparación y replicación dei .ADN, la -

respuesta inmunológica, así como las involu::radas en el 11Xltaboli5mo celu 

lar, que en conjunto han sido propuastos co'nO los eventoo inicialen clavo 

en la irducción de efectos genotóxicos ( 15 ). Desafortunadarrente, t'l co:12 

cir:rlonto actual del m:iconismo do producción do estoo ofacto:J y partic ulu,t 

mente al de los carcinÓgenos qUÍl'licoa es, en el major de los ca.aro, i'rac­

~ntario. No obstante; se sab'' con ceTte7,a qa:i los efectos biológicos ad-

versos de dichos col'll?:luostos dependen de sus intt!lracciooos iniciales con -

105 bl~ncon caluloros espocÍficott. De ahí qlkl la r.atlD'alozn de la interac 

ción 1.nicial antro un ar;anto ganot6x1co y su blarr:~ c•Jlular crítico, soa 
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i:tludablemento W1 factor deter1ninante y depertliente completa:nente,. de las 

propiedades f11!1coquíttticas de los componentes qua interaccionan bajo las 

con:liciones que prevalecen en el. lllicroarnbiente de la célu:ta bla~o. Por -

tanto los ef'ectos i;::enotóxicos, 11on probablemente complejoo y astan suje­

tos a variación entre diferentes especias, individuos y tejidos. Sin em-­

bargo, parece razonable inferir qua la magnittrl de tal ofecto será una -

función de la interacción inicial, que a su vez es función de la concen­

tración del agente genotÓXico an el loc·us blanco y en dorxle el sistema 11!! 

tabólico emJ.mático, juega un papel mcy importante al inf'lll:ir en la con­

centración del agente qUÍm1.eo en el microarnbiarrte celular. E:.s así que di­

chas enzimas deben ser consideradas co:!Xl claves deterlltf.nant.es en la magn,! 

t:xi y naturaleza de los efectos biolÓgicos de los agentes genotóxicos. 



~ ~ !m'ABOLJSID fil!.!!! Mt1l'AOBNE3~ ! CA.RCIMXJENE.SIS QUIMICA 

Puesto qua l.a mayoría de las drogas su..."re transfor111ación mta~ 

lica, las roaccionea bioqUÍnticas que tienen qua ser consideradas bajo el -

título de metabolis1110 de 18' drogas son numerosas y diversas. El sitio ~ 

cipal del r.ietabolismo de las drogas es el IÚgsdo, aun:¡ua otros tejidos u -

Órganos también pueden participar. Un hecho característico de casi todas -

estas trans1'ormac1ones os, que loe productos metabÓlicoa son más polares -

que las drogas origina.1ess estos matabolitos suelen eer lllOnos liposol~les, 

:?311 ionizQdos a ¡:ii fis:iolÓgico, y por ende su capacidad de ligarse a prote_! 

nas plasmáticas y tisul.aree o de almacenarse a las grasas disminqye, lo 9ue 

ahora les obstaculi:ia atravosar las mimbranas tisulares. La b:l.otrans.forma­

ción no solo fol!Snta inactivación de compuestos 1 sino también resulta a. mo­

ntrlo en una activación de e:itos ( 3~ ). Las r.oacc1onas qu!ml.cas por las que 

se e u:nple la biotransformación do los e ompUEl!ltOS pll9den clasificarse eru 

A.- Rl'lacciones llo Sintéticas (reaccioll6s de !aee I) º 

3.- Reacciones Sintéticas (reacciones de fase ll). 

·REAf:CIONE5 DE FA.SE I 

Dentro do las rsaccionos no sintéticas se inclu;re a: las oxida­

ciones, redui::ciones e hidrólisis. 

I.• Reacciones ~ O:iridEtC1Ón. 

l.- RoaccioDes Madiadlls por ol Sistema Ml.crosomioo Hepático. 

La !ll!lYOr:!a r!a las roaccionea oxidativas son catalizadaa por e,e 

dllll!ll localizadas en el retículo ondoplásmico, entre las que se distin -

gUtJn ur1a 11arie d11 henmproto:Ína11 conoeidaa co100 citocrom P-450 ó Honoo:x:I.-
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zn. m<Jcenisl'llt) eaneral do ootas reacciones on ol e ut-l , ;fil át.01:1>J 

de oidgQnO el!I iooorpor&do a un amJtreto :1 md~n~.ra11 qoo <r-1 ot.ro es :rc;<iv~;.t-

do air.iultanoaraentn a agua, pooda aor o.equtJir.:lt:l.:ead-:i ds l:;i !lig•.i.i.onto tor -

ma: 

.AR + 0:0 + 2 e--·~> 1\0H ~ o2-

o2- + ;;ar1- ~" H2o 

La rv.ituralflza dol verd.adaro :1.nt~rrr:iJdi~rio hl.dro:d.lante, irrltña­

blemente una rorlila ox:lgenada del ci tocrolID p • .¡.50 roolll:id'l' P<>TW.Sf}l'CC3 incif!: 

ta; podr!n ser un auper.S:rl.do 1 r;;p1-e!lontudo CO:J!() al ce~p:tejo droga-P-450+2 .. 

0"2• En fo1•111(l gen13ral el citocroll!O P-1.50 pum.la 1Hir C07$id·~rado como u:na­

ongeno tral'l!lforaoa Y mucllna de J..w l'9CCCiOMS llet>'ücl.&ll !i cc.bo por e1 --

hid.rorl1.oeión. 

El citocron:o P-450 real.:il3a la oxidiwión ¡:rri~:l.a y l~!I paeoo -­

s obsoc uent.es (por ejenJ?loa la conversión del aleohol a aldelÚrJ.o y d._, éat.e .. 

Últioo a ácido) puede aer catnl.ialld.oe por <->trlltl! omira»'-3 o proc.sdo;r ~n ror. 
ma no erusiroática. 

2.- Reacciones No Hsdie.dns por ol Siotoll!SI M:i.croso~ Hepático. 

lll) o• Roacciooes de Arora.i;t.iza-ui6n dCJ Cicloalcanoo u 

Un bwm ejon:plo t'l3 la formación de ácido lximo:foo ia partir de­

áoido hexahid.robanz.oico por 1.m ai~tc:ma em:irnhtico mito:!orrlrial PrsrAent~­

on ol h.{gado do contjo. Les enzimas Il1. tooonf..rit.LloB dol lÚgi;do de l.."'"~n sor1-· 

llXJncs l.!Ctivaa y aquella:'! de gato, r!iltón 1 p.c¡rro, n.~no y ho121bro aon compl! 

t1uvante inact.ivm.s. 
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La alcohol doshidrogsnasa y la aldehído doshidrogenasa, son en­

zims no mey espec:íricas localizadas on la fracción soluble del bígad.o, lae 

cuales catolizan 111~bll.fl tranaformacionas oxidativas importantes. 

e).- Oxidación da Purinas. 

Huchos derivadoo de las purinas (6-morcapto purina, teo.filina y 

case!na) se saoo que su.f'ron oxidación ir1 ~ y parece probable qua la l\t,!! 

tina oxidi.wa (qua nor~manto 1nteroot.úa con hipoxantina y zantina) pwida 

participar en alguna da estas reaccioneo. La 6-:nercapto purina prod~e ge­

notoxioi:iad on o.I. emsyo en dioco de !· !.2!! ( l4 ). 

cb).- Oxidación por Mmoamnooxl.dasa (MAO). 

Esta erd.l!la :lesandna en forma orl.dativa lll!!:has amnss presentes 

en la naturaleza, así como a un gron núi.ero de drogas. Loa productos de """:" 

reacción son co111Uilll9Zlte axicladoe por otras enzimas a los corraspondi.entes 

3ci:ios carbox!l.icos. La Ml\.O os una enzima mitoconirial qua se encuentra -­

pri xipal:aante on lÚgado • riñón, intestino y sistelll3 nervioso. Sus s uatra­

tos iool i.vsn a la fenil otil amina, tiraarl.na, catecolaminas (Clopamina, tto­

rel)illt? !'rir.s y opfr<Jf'rina) y derivados del triptóf'ano. 

d.) •• :lashalo~ena.:ión. 

Ciertos ill8ooticidas halogenados, anesttÍaieos y otros compwl'.lt.cs 

p11ad9r. eufrtr deshalop,anación a.1 un organismo ani.lllal.. El metabolismo del :1.!! 

aeeticida DD"!' (.·1orofenotano) en 11X>Scaa dolll!Ísticas resistentes a este, es 

un b·ien 3 j1111J¡:>lo 'fa desnidrobalogenación. Ciertos astOOioo indican que el • 

clorofenot.11r..o es carci.not\Ónico en hÍt.ado de rat~n ( t.O), aún e uardo falta 

dett1T!ld.nar ~l 1111Jtabolito activo. 



Il.- Reacciones ~ Reducción. 

Azo y Nitrorreduoción. 

Estae raaccioms ocurren con ho.mganados bopátic08 de hÍga<lo da 

conejo y rata. Rn contrasto con el sistema ttderoaollr.ll hepático, eJ. 011111 se 

halla confinado principal.mente en el ldgado, estas redac'tiasa& se eocuentnn 

distribnidBB en diferentes tejidos del ograniamo. A.unqua oe ha encontrado 

di.ferenciall entre los sisterms HO y nitrorradootasa, lo!!! dos contienen ~ 

chae caraeter:!etieao en coroún. Alllhoa imrol.ucran reacciones .anaoróbiaa, ra-

quieren NADPH y son cstimlllados por flavin.a. 

La capao~ad para reducir azo compuestoa es mey- dóbi.l en tejidclu 

mamíferos (16)1 sierdo las bacterias de la flora intestinal. lae X'Gapomalllso 

d~ la reducción de moohos compuestos, lo que permite quo un e-.t•an núnoro de 

droga11 puedan uer absorbidas y posteriormnte lllO'tabolizadas por el orgaM!. 

n matrollidazol _{un nitrocompuesto), debo Sil aetiVidad mutad 
nica a la .formae:lón de cM.rivados h1droxiland.no o amino, producidos por u ... 

na radu:c1.~n enzimática cat.alizada por las nitrorreductaaas praoentt1:1 en 

bacterias y r:d.oroeonaa hepáticos de mant!reros ( 51 ). 

Otro ejemplo de nitrorreduccionee lo constitu,ven los nitrotur! 

. nos. Bl AF-2 {i'ur:lli'uralllida) fué usado en Japón co!DO conservador do ali·• 

mentoa durante los .a!toa 1965 a 1974, cuando ruó nac&do del 1!19rcado, el Pi:! 

barse su genot0ld.c1dad en 11iste.mas bacterianos. Bato condujo a ostlñioa • 

más profWldoa sobre ol AF-2 con d!versoo sietamas do Ol1$~o, qua llevaron 

a considerar a éste como un WI compuesto potenci almnte carcinogánico pa­

ra 105 oeros hwianos ( ll ). 

En cuom;o a los organismos procllriotos, ao ha propwuto que !• 
~ poeee por lo IQOnos dos enzimas ni'trorred.uctoras, la redu::tasa I y la 
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redootasa II. Las 111utantes resistentes a nitrofuran08, han perdido la act.!, 

vidad enzimática de la reductasa de tipo I ( 62 ). 

IU.- Reacciones ~ Hi.drÓlis:l.s. 

Kt 111111tabol18mo por hidr6l.iais está restringido a &si;erea y ali!!: 

das. Las numerosas onzinmB hidrolÍtica, estearasas y am!.dasas, se encuen;._ 

tr:m en plasma sanr.;uineo y otros tojidoe que incleyon el IÚgOO.o, colllU1llll&n­

to en la f'racción soluble de lae célulae. Lae estos.rasas y am:l.dasas de di· 

ferentes tejidos o especies pueden temr distintos sustratos. 

REICCIONSI DE FA'3B II • 

I.- Roacciorias .!!! ConjW?aci6n. 

Este tipo de reacciones implican la existencia do acoplamiento 

entre el compuesto {o su 11JJtnbolito) y un sustrato orxiógono, que puede aen 

ur.. carbohidrato, un aminoácido, un grupo acilo o un sul.f'ato orgánico. 

Se ha Visto que las reacciones sintéticas genaralniento causan -

le inactivación del coRJpUssto primitivo, aunque en ciert~ casos pUBden li:2 

dl.Cir la activación de la lllOléeula. 

1.- S!ntoais de Glucorónidoa. 

Entre las lllOlÓCula11 pequefla5 normab~nto presentes en el cuerpo 

qqa pueden reaccionar con drogas o con s!J8 motabolit08 1 se encuentra al á­

cido gl:ucorónico. L08 ácidos glucor6nicos se combinan con i'enolea, alcfho. 

lea, al!Xinae aromáticas 1 ácidos oarboxÍlicot1 para .formar loa corre11pondie.!! 

tea conjugsdoe. 

El tDPGA eirvo com donador do ácido glucorónieo a varios ace_E 

torea, lne onzi!IWI que llevan 1.1 cabo ooto proceso son las trÍ!noferasaa. So 
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local.izan en loe microsomaa hepáticos y en (ltl'()J:l teji.dcr.s., F.i.1 tcd~•'' loa l'f.·~ 

acciones hay un ataque nooloot!Uco llevado a cabo por un atom rtco en e­

lectrones (oxigeno, nitrógeno o azufre) solre el carbono do la posición J. 

del ácido gl...::orónico de la tDPGA. 

2 •• S!ntsa1s de Ribóaidce y Ribosidofooi'ator1s 

Ciertos csrbohidratoa diferentes del ácido gl.ucorónico puedon -

participar en reacciones sintéticaa con co.1rpoostos o:Jetrai'íoo. So pueden t'~ 

mar ribonix:leÓSidos y ribonueloÓtidos con análogos de las purinu y 1115 P.! 

rilllidj_nas, e itdooablemanto estas son catalilladas por los mismoo sistolllal!I 

enzimáticos, localizados 3n la fracción ooluble do la c:él.ul.a~ respomablea 

de· la síntesis de nucleÓCidos y nuc:!.oótidoe d9 purl.n&a y p:1r1nidinaa 116l'Jll.! 

les. ltl interés do estos análogos de baso se debe as u uso como agente 8.!! 

Uo llJICet'Ígenoa • 

.3.- Reaccionas de Acilaci6n. 

a}.- Reacciones do Acilación con Acetatos. 

Un gran nÚI!9ro de ácidos pueden i'orimr deri.vadoo con la CoA. pa­

ra ~armar ttl derivado acil..CoA. Bl grupo acilo (ej. acetilo) es tr1nJeteri­

do entonces a un aceptor edocuado como lo podr!a ser Wlll alllina aromática. 

La.a en:idlllSa reapont1ahles están localizadas en la tracción aolublo del bÍ(! 

do9 as! como en otroo tsjidos. 

b).- Reacciones de !cilación con A.rrd.noooidos. 

En esta caso, el ácido carbaxílico extraffo ~orlll8 ll!l del'ivado -

oon la CoA1 que a au ves, en conjugado con una amina del organismo, que PI,! 

do 11or glicina, ornitina o glutand.na. 

4,- ConjtigaciÓn con Sulfatos. 
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Estos coll!pusStO!I aon llamados talllbién euli'atoa pétreoe, son !<J!: 

!!ladee, por la reacción do grupce i'enólicocs, grupoe hidrOXÍlicoa alifati -

c:oe 0 de ciertos grupoe ami.no, con una forma activa del sul!ato. La.a Ol'lZ! 

mas responsables de la activación del aull'ato y do la transferencia do º! 

ta a wi eceptor, eo localizan en la .tracción aoluble del hígado. La raac-­

ción inicial. es la tor1UCiÓn do adenooina 51 -rosfosuU'ato (Affi) a partir 

del 1Ón s ulí'ato y A.1'P 1 oiglli.endo una reacción con otra molécula de ATP P.! 

ra formsr J•-fosfoaiane<Sina 51-f'ostosuifato (P.US). El grupo eul:tato es e,!! 

torx:es tra.-mterido a un acoptor fenólioo en presencia de una transf'eraaa­

apropiada ( s ul!otrall81'era11a). 

El compU8Dto N-hi.drm-2-acotilaminonuoreno, deriva del conr -

pua.sto no hidroxilado, puede aurrir una conjugación <r0n el PJ.P.J 1 prod\J.'lie_!! 

dose aD! un col!lpueato oxtromadal!l9nte reactivo y este Último es conaiderado 

el mtabollto carcinÓgono del 2-AF. 

~.- Reacciones dct N- , 0- 1 y S-Hstilación. 

L&a 11111tilaciarn19 se llsvan a cabo por una v!a l!atabÓlica en la 

cual la S-adenolldlmtionina airve como donador de matilos. lbiato tul gran 

núsiaro da snzinaa lllOtil t.ranst'erllflas • Ulla de estas es la catecol 0-Jnetil­

~ramreraaa (COHl'), q1J1i-se oncuontra en la tracción soluble dol eobrena -

dl!r.te de h!gado de rata y otros tejidos. Eata onzi111a puede catalizer la -

tramfer(Jmia de lll'l grupo mtllo al grupo fanólico(-Cll) da la epinetrina , 

narepinefrina y otroa deriTados de loe catocoles. La ID3tilación ocurre an 

la poeición meta. 



32.-

l.p Reacciones Primariae ~ Activación Yediadas .E!?! Monoorlgenasas. 

Las acciones genotóxica.e do loe agentos proc W'sorea, deperxl.on el.e 

la presencia de los aistollUls ondmáticos apropiados. 

Ciertoe compuestos lipofil.iooo carecen de un grapo tuooional e-o 

lectrof:Ílico y eon escencialn.>nte no reactivos. Tales casos requieren 12ru1 

reacción oxidativa inicial, que introduzca un grupo fun:!ional dentro del -

compuesto para subsecuentes tranf'orlll!lcionas iootabÓlioaa. Sn la lfl.VOr!a de 

loe oaaos, la biotransf'ormación os un proceso mul.tio:nzimátioo dondo cada 

paso es catolizado por una enzima diferente • La reaec:lón llllttabÓlica pri­

maria (reacción de oxidación iñci&l) es por lo genoral, eatalizada pcr -

un grupo importante de enzimas axidativas llamadas Olddasaa do función ~ 

llllña o monoaxi.genasas. Dichas end.111ae están localist\dl!B en la. envoltura 

nuclear y""en loa Dllcroaoman (fragmantce dei retículo emopl.áalltico liso. ~ 

nerados por destrucción celular qua engloban onzimao taln comCI el cito­

Cl'OlllO P-450). Eato11 mlcro:sol!l!ls puaden sor obtenidos do bol!lOgenadoa do di­

ferentes órganos o tejidO:B principaltll9nte ele h!gsdo, al centrifuga1• a ea­

toa a una velocidad de 9000 a 12000 xg duranto 301 .. La aoltX:iÓn sobren.a-­

dante danollli.nada f:racción B-9, es nu.ave.mente centrifugada aolo que ahora 

n 105000 xg dm'ante Wla hora, de dorde el sedimento es colectudo. La .tr-a,: 

ción m!.croaomal u!. obtenida, sstá constitt.d.da por 3 componantos oscenci.! 

lt'n'!I un grupo d9 homoproteínas (o una falll:ili.a do her110prote1!nan mey sol!U­

jantes) conocidas como c:1.toeromo P...t.50, que actúa como oxidasa terminal, 

una NADPH-citocrOlllO P-450 roductl.llla 7 una fosi'at.idil colina. (n11voprot.í­

na). 

El t&.nd.no P-450 oe rof'iere e la habilidad d() la torl\la reducid& 
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de 1a he1110proteín.a para reaccionar con monÓX1do da carbono, produciendo un 

complejo con un pico do abeorción a 450 nm. 

En un sistema.:!..!!~ qw contenga mlcroaomas hepáticos, puedm 

ser oxidadoe varios comp126Bt08, siempre y cu..arrlo los sie;uientea cofactoros 

asten preeentes1 P.ADPH, 02 y 1-1g•2• El requer:lr NAl>PH y oxígeno, olaoitioa 

a este si.stema enzimático como un sistema da orl.daaas de fureión mixta, t.a_!!! 

biÓn lla1113das monoOXigenasas. ( 16 ) • 

La especificidad para el sustrato par-ece residir en la ha1110pro­

te!na, y OJd.ston eV'idereiaa de la prctt1eneia de mÚl tiples formas del citocz:2 

mo P-.t.50 dentro de cualquier tejido, por ejemplo los citocromoo P-450 y al. 

P...t.4f', Esta multiplicidad de formas, junto con el hecho de qua las monoca;! 

eenasas 501'! enzimas iD.!ucibliss o adaptativas 11 provean a loe tej:ldos mamífe­

ros un sistema olCtr·amadlllll6nts versatil capas de catalizar la oxidación de • 

l:Jla iivereidad de sustratos. Las reaccioll!ls catalizadas par o1 sistema mo~ 

o:xieenasa incl uyu hidro:rllación aromática y alifática, .formación de Óld.dos 

de areno, N-dos alqu1.laci6n, N.bidroxilación, 0-desalquilación, S-clasal.qull! 

·CiÓn, N-oxidación, S-oxidación, desaminación, dasulfonación, doshalogana­

ción y desalquilación de mstaloalcanoo. 

2,- Reacciones Subsecuentes.!!.!!!, Activación ~ MOnooxigenasas. 

I.os ::aml.nos 111otabÓlicos seguidos por ciertos compuestos extra­

l'ios despl!Qs de la activaci6n primaria, pueden incluir una reacc16n catali­

zad~ por una transferas~, que transfiera un agente conjugante endógeno, P>l' 

ajonplo ácido glucorór.ico en la forma de tDPGA o rniU'ato en forJllQ de PAJS, 

1 tm grupo funcional del compuseto extraf'!o. Tales reaccionas do conjuga-·· 

ción corrlueen goneral~nte, a cambioa dramát.icoa en las propiedades tisic_2 

qní.mlcaa de loo tst111trato.-J, lo cual limita la:e reaccioooa de b1otrant1torma-
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c!Ón y corxil.r::e a una rápida exereción del coP1puesto vía bili.s y/u orina. A 

consecuencia da lo anterior, la conjugación con la 1110láctll.a endógena re;:-.~ 

senta con frecuencia, el paso final del !129tabol1soo de 111uchoo comp\.ltlstos • 

extraflos. Más aún, los productos do tales raacciooos, carecen genoral:nonte 

de activi.dad biológica. Sin embargo, existen ciertas excopcionee a la re-­

gla. Así, se cree qua ciertas roaccionos de conjup.ación juogan un papel i! 

portante en la activación de intermediarios de compuestos genot.órloos. 

Loa conceptos actualoo de la activación natabÓlica, pos·torior a 

las reacciones primarias, en las N-hidroxilallliMs y N-hido:dlamdas 110 han 

derivado principalmante del ostudio de loe mtabolitos del 2-alllinonuoreno 

(2-AF). La sulfonación o gluooronbación de las N-hiclroxiJ.a:rd.nas producen 

moléculas qU:Ímlcamante reactivas capaces do interaccionar con ci.ertas mol,! 

culas intracelulares cOlllO el ADN. 

No obstante qua la hLll'oxilación es considerada COllV) un pas::i -

escerx:ial en la activación de arj_lanrl.dae genotÓXicas, axiston oVidonciae 

que sugieren que la N-acetilac1Ón puedo representar el paso i~ortanta en 

la producción de cornpuastos carcinóeenos; dicha reacción es catalizada pcr 

la ariland.da N-acetiltransferaaa que convierte al 2-A'F en 2-acat.il-a!'l!ino­

fiuoreno. 

Por otra parte, aún cuando en los hidrocarburos polic!cllcos ! 

romáticos, la oxidación primaria conduce dirocta::8nt.e a la for:nación de t­

colq)uestos eloetrofÍlicos altamente reactivos co11n los epóxidos, Las rea!; 

ciones posteriores qua oufron dichcs 'OOlécW.as con la finalidad de 'liesac­

tivarlatt 1 pueden orieinar intermadiarios con activi:lad genotóxica. A.sí, -

·enzimas lldesactivantoa" como la epÓxido hidratasa puede Jarar un pap<Jl. 1,!!! 

portante en la activación indirecta do hidrocarbu:roo polic!elicos arollllÍti 

cos como ol bonzo(a)pirono. 



A pesar de que actual11ente parece claro qua la reacción rriruar.la 

da :nonooxi~enación, es el evento inicial en la activeción de mllChos precur­

sJres de agentes genotóxicos, existen rutas alternas para la activación de 

estos coD!puestos. Uno de dichos c;;mi.nos metabólicos es a través de la for­

mación de radicales libres. As! nd.s111C>, la producción de la correspondiente 

hifr:xilanrl.na, en co:npuastos con ¡?rupos anrl.no 1 se encuentra implicada com 

pnso escer.cial en la activación de las aminas aromáticas genotóxicas. En -

al caso de la activación de nitrosanñ.nas y compuestos relacionados, la co_!! 

j~ea~ión de los nietabolitos resultantes de las reacciones primarias de ªº 

oltip;el"'..aci6n (hi1roxilación de las moléculas origin11les), conduce a la ge-­

neración de :noléc ulas p,enotóxicas, 

).- Reacciones Primarias~ Activación,!!2 M:tdiadaa ,E2!: lbnooxigenasas. 

No obstante que la activación de la mayoría de los precursores 

de agentes genotÓx:icos requieren do un paso de oxigenación inicial, axis-­

ten otros tipos de reacciones metab6licas prilll8rias que condt1Cen a la ge~ 

ración de a¡:¡entes genotÓxicos. Este as el caso de los nitrosi>compuastos. -

Se cTee que la acti'l"ación de la 4-nitroq ul.DOlina-1-Óxido (4-?QO) • invol u-­

r.ra la red tX:ción de la molécula para .forlllllr el corresporxliente N-hidroxil o 

(4-hidroxia'11inoqul.nol1na-l·ÓXido). Tal red~ción pUDde ser mediada por di­

f3re~tes nitr:irrodl.Etasas, y algunas de estas enzimas se encuentran presa_!! 

tos en los organisRX>S bactorianos ( 39 ). 

Aún cuanio existen evidencias que sugieren que la 4-hidroxiarni­

"!o:¡uinolina·l-6.xi:io es un com¡;u:isto mutagénico, dicho agente pua-:ie ser ma­

taboliza,lo a una forma (s) r.i.9a reactiva (s) por conjugación con ciertas º! 

:;>ecias do ARNt. 

EXiston además ciertos casos en qua la reducci&n catalizada por 

azo radix:tas ( de las q~ en.et.in por lo menos doo, una soluble y una m:l.cr,2 
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s61111.ca en el h!gado de ra~a) no conducen a la destoxificación de azo com­

p•Jastos genot6xicos, por el contrario dichas reacciones llevan a la acti­

vación de estos. 

En otros casos, un tercer tipo da reacción 100tabÓlica primaria 

como la hidr611sis catalizada por una estearaaa o amidasa, puede corrlucir 

a la escición de compuestos precursores, qua pueden originar agentes gen.,2 

tÓX:l.cos o intermediarios de estos Últimos. 
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¡, .. .::S1'RICTLRA ! FTJ?CION f!g MA.'rERIAL Cl&NETlCO: ~ ~~1.~.fü::!Q 

(~) ! RIBOIVOC:LEICO (ARN), 

Los ácidos desoxirribonucláico y rJ,l)o::iucJ.éic0 aon macromléou­

las con capacidad de almacenar y trallflferir la información gonótica, por 

lo qua son componantos princ:l.pales de la célula. 

El ADN está constituido por dos csdena3 poll.z:m::leotídicaa (21 • 

desoxirribonu::l oótidos) q IU :io hiil.lan o!ll"'olladoa ;;in forma de b~lice, alr! 

dador do un mismo eje form.il'ldo as! una c.cdana duplex. /u.lbas cadon.un o h~w 

bras son antiparalelas 1 ea deeir, sus enlaces f'os.i"odiaBte:r .3' - 5' inter 

n11eleot:Cdicas van on direcciones opuestas. Las basoa púricas (guanin.s y -

a:lanina) y pirintLd!nicas (timillll y cito.sina) de cada llna de las holrras, -

están apiladas on eJ. interior de la cadena duplex con sus planos parale•­

los entre sí. y perpen:ii.culares al eje de la hélice doblo. Las basas do u­

na de las hebras están apareadas en ol m:l.s1110 plano con las bases de la o­

tra hebra. El aparemiento de las bases qln constituyen a las dos hebras .. 

es tal, que solo encajan en la estructura determinados pares de bcsco qua 

pllltdon ligarse entre a!. por enlacea de hidrÓgeno. Los ap¡reand.entos par~ 

siblea son A-T y G-C, que son precisamente loe pare!! de bases qua aruestnn 

aqld.valencia en el ADN (Figura l ). 

Los n~laÓtidos del ADN' están constituidos por una azúcar (2'­

desoxirribosa), un grupo fosfato en la posición ;1 del azúcar y u.na baae -

nitrogenada en la posición l' de la mi.ama molécula, los constiteyentas del 

.ARN son loo ya mencionados a e.xcepei6n de la azúcar qua en oste ca.so os -

r:ibosa ( 28 ). 

~n las célufos euoariotas la mayor parta deJ. ADN reside en los 

cromosomas del núcleo celular,, mientras qw una paquefta fi-acci6n ( deJ. 0.1 
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Di~Jjos a escala y m:i<le~os espaciales compactos de los pares de 

b3ses a.1e:ú.r.a-tirnina y guanina-citosina• unidos por puentes de 

hi:lrÓé:e:1o. El pri-mro tiene dos enlaces de Wdrógeno y el seg~ 

jo trtJS.los pares de guanina-citosir.a ostán algo más próximos -

entre sí, son más compaetos y, por tanto, más densos que los P.!. 

res de ajerir.a-ti:cl.na. 

F'.:::~m: ?aulir.g, L. y Cor~y, R. B. (1956). Arcb, Bio, Chem, 

Bios;hys,, 65:161., Academl.c :Press, !ne., Nueva York. 



al 1()1; dependierrlo del organismo o del tipo de la célula) se emuentra <lfl 

otros organelos de la ntl.sma (mitocordria, cloropl&stos, etc.). 

La cantidad de ADN cromosómico por céltün os generalr::e!"lte cona-

tanta pero difiere de organismo a organismo. MI.entras qua algunoo Virus 8,2 

lo contienen 51 600 pares de nucleótidos en ei AIHI, la bacteria contiene a'!. 
rededor de 5 x 106 y los cÓlulaa hUlll.!Jnas aproxi~damento 6 x lo9 pares de 

nucleótidos. 

Durante la duplicación, el ADN debe gi:rar para desenrrollar las 

cadenas. Para mam.ener Wl razonable grado de rotación en su nedio a!llbiante 

Viscoso celtüar,, una ADffasa introdu::e puntos de giro al cortar una de las 

dos cadenas. Cada una de estas es separada 7 copiada a través de un meca-

nismo send.conservativo, lo cual l"equ1.ero del apareamiento do bases 00111pi! 

mentarias que se unen por enlaces de hidrógeno. Son entonces producidas -

dos nuevas cadenas, cada una cont.iene una hebra Meja y una r.ueva ¡ poste• 

r:lormente los puntos de giro son nueval!lente cerrad.ca por una ADJ'l ligaea. 

( Figura 2 ). 

!Jn super empaquetamiento del. AD11 unido a A.~N, histonas '1 otras 

proteínas da como resultado la f'or111SCiÓn de los cromosomas humanoe1 en ClOl1 

junto, el ARN, las historn.is y las otras proteínas son co1tpOnentes escen-­

cialoe para el funcionalldento normal del ADll eocariote. &n los organi.smoa 

procariotes quienes carecen de 1110mbrana nu::lear,, tarabiÓn .se anc uantran 8!! 

tas lld.Bmas moléctüas ligadas al material genético. 
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Hif·otética secuencia do etapas en la replkación del .ADN, avan­

za•do en una sola dirección, h<teia la derecha, desde oJ. punto -

do idciación. Si:iiultán.;a:nente, por un proceso simil;ir, la rePI.! 

caci~n ta!'lbi~n co::ú.onza desdo el runto do iniciación y avanza • 

hac~a l 11 izquierda. FJ!..?'TE; Ref. 28 



A.- Causas General.os do .iltoraeionos OenáticaB •. 

JU .ADli es una estrootura d8 poso moladnlar eJ.evado qaa sufre -

reaccioms cmplejas durante su duplicación, rePMación y tuncionanlento. 

Por tanto no es sorprerdonte que aeta e!ltructura pueda ser alterada por .! 

gentes f"{sicos, químicos o biológicos, 'Los agantee extel"nos p\Xldon alte­

rar al ADR Sin nocosidad de modi.f'J.cación enzimática (agantas goriotóxlcoa), 

o requiriendo de una previa activación matabÓlica para ejorcnr su acción 

{agentes pregenotóxicos}. A su voz, l.os agentes pre- o geno\áxi.coe pueden 

actuar direotarrente sobre la molécula del .ADN, o indirecta.1lllnt6 al alterar 

lae enz1.inas relacionadas con su raparad.ón y/o replicación. 

Las caU!IBB de dar.íos genatÓXicoa se puedan clasificnr enr 

Qmm1coa s 

a).- Rompim1.ent.o mecánico del JDN. 

b).- .Alteración par r8liaeiooos de al.ta amrgÍa (ioz:dz.an­

too, rllf.Yoa X, u.v., etc.). 

e}.- Producción do sitios apar!nicoo y apirilllid!nicoo por 

elevación da la temperatlll'a. 

oh).- Imuac16n de-sistemas de repara.ción del .ADN propon-

sos a orror. 

a).- J.lteración o resioción do bases del ADN. 

b) •• IricorporaciÓn de bases alteradas. 

e).- ilteraoión del. eeqUBleto del .AON. 



Biológicos t 

l.- Bnz1llláticos: 

sos a error. 

a}.- Activación do compu.:i!lt08 pregonotÓ::dc08. 

b).- Errores de loo s1ste111aa comt:ttutivos de replicación 

7/o reparación del ADN. 

2.- No enzimáticoea 

a).- Presencia de bacteriófagos en el genoma hcepe<ioro. 

b).- Presencia de transpoaoMs en el ADN hospedero. 

B.- Tipos do Alteraciones Gl!ln!Íticaa. 

El tipo do alteraciones genóticas pl.l'IM!e ser do das clasoss la -

que imoluora un !ragll'l!Snto grande de JDN y, otro qus solo se prodnce al ~ 

terar 1m número pequeflo de bnses dol material geoot.ico. El pri~r tipo lo 

forman las alteraciones croll!OSÓtú.cas, adiciom3 1 delecionas y translocnci_!? 

111!15 1 et~ (su reversión espontal'llJa es eiempi'e coro). ltL segwdo lo comti~ 

yen las alteraciones géaicas, entre las que se orx:oont.ran las lesionas i­

ntletivantos '1' mutaciones, originadas éstas ÚltiMas por Str"Jt.itucl.Ó1l, dols­

oión o adición de bases5 cuya reversión eapontan&a, a ditttflncin de 1021 dfl 

tipo cromosómico, es mayor do coroo n diegrama l raswm en forll!.!1 ga?l$ral 

el tipo de alteraeiocos al l!llltmal genético. 

c.- M!lcanisll!Q!I de Protección. 

El rnanterd.lld.ento correcto de la intorlllaCiÓn genética en la cÓ12 

la oo tan importante, que existen diversos l!IBcanisnios quo protegen al ma-
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Pur.-- Pur. Pir. -- f'ur. 

FIBN'l'Es Adaptaoidn y modi1'.t.caoi6n de laRer. 15 
M.T. Maza y c. Arwnlr. 
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terial gernÍt:1co del dat'!o que p:.ieda ~ •..:f'.?"1.r, ~e~ar:;~,:ln l !! ~1 ~~n·?·:~ór- 'l'11l V•lZ 

que so ha registrado. Algunos de estos macanismos celulares do protección, 

se reaunen de la Biguisnte formas 

&etructu:raloss -Jis11~ana colularJ s61o permlttt el paso do ciertas molécu11111. 

•Milmbrana nuclear (ouoariotesh protegit al AI>N durante la J'! 

plicaci6n • 

..Con:lanoación del ADNi lo protege do la acción de las ADNuas. 

Enz.imáticasr -Destrucci6n de agontes químt.cca daflinoe. 

•Fidolldad de las enzimas qoo replican o reparan el ADN. 

Enzimas que reparant a) enzima fotorreactivantep b) U.V. -

an:lonucleaaa. e) APonionucleaeas, d) en:lonucleasas de bases 

matiladas, 6) N-gl.ucosilasas, t) insertaaas do p1.n•inar., s>· 
dosmetilasas 1 h) exonucleasas 1 :l) ADN poli&eraecs, j) ADN -

ligasa, k:) enzimas da recomhi.nación. 

!nzimaa qm replican: a) omimla desestablllsantes del .tDR 

b) ARN polimm-asaa 'depondientes di ADN, e) polineraaao Pol I, 

Pol II, Pol III-copol llI T ADN ligase. 

Enzimas inducibles de reparaci.ón propensa a error (rapara­

ciÓn do daflos genoletalos no r9parados par los sietl'Jllll.19 ~ 

titativos celulares. 

Ambos tipos de lllOCBniSlllOB dopeJñon, para BU normal fwicionam:hnto, del manw 
tenimlonto del rB 7 concontracionas iónicas adecuadas. 



Puesto qlllll loe 111utágenos puedsn ssr activados par ciltrtas onz! 

mas e inactivados por otraB, os imposibl!t predecir con certeza,, si un CO.,!! 

pussto que es 1'1119rtemonto llUltagÓnico on tm argard.DllO lo sea en otro. Tant­

poco os posiblo aeegai:ar qus un comp111sto que no os genotóxico en un or~ 

n1tm0 lo sea en otro • 

.A..• ~ Gel'll!trales ~ .Alteracioms Genéticas {Efecto do los diferentes -

agentes en el ADN) • 

.En v:l,sta de la gran diversidad de factores tísicos 1 qu!mlcos y 

biológicos que prodcseon alteraciones en el. .ADlf, a continWICión so ilustran 

loa mecani.SllXM! de genotoxlcidad l1lás relevantes tol'llanio como lllDdelos a al~ 

!JOB agentes representativos. 

So pueden distinguir on primar lugar a los agentes qua daftan al. 

AADN sólo durante la replicación o roparac:lón {ejemplo; análogos de base} 

¡, a loe qUri lo alteran antes, durante o despu&s de estoa procesos (agentes 

productores de radicales libres, agsntes alql.d.lantos, 1to.) (15}. 

1,- .Análogos de Basa. 

Loo análogos do base son sustancias, c~a estructura es 1111\Y C8!, 

cana a la do las bases normales del ADN por lo que pueden sor incorporadas 

orronea:nsnto on el nd.01110, sin destruir su capacidad para ropllcarse. Un o• 

joraplo de sllos lo coootitizy-e, la 5·!D!9til-citosina, el 5-!Tletil-uracilo. -

Cualquier compuesto que so ll8111118jo on oetrlXltllra a las bases normaleo, te.n 
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eirá primero qua ser unido li<l a20úeor corresporufont<1 (2 1 -d¡¡¡~oz:ii•;"ibooa) y a 

un trifosfato, para generar una 1110lécula parecida a un desoxirribonucloÓt,! 

dOJ solo de asta forma podrá ser iJ'ICorporado en L9 cadena del ADN. Cual­

quier compoosto con analogÍa estructural a una baso normal que no siga O,! 

te proceso, no será introducido a la doble hÓlice. Debe hacerse notar qu. 

cuarxlo se tien11 el azúcar unido al ros.rato, astil molécula también 88 ino,! 

plll!I da incorporarse al ADN. Para llegar a formar parte de éste, oe necea! 

ta de la presencia de la 21 -desoxirribosa, una base normal o análogo da • 

baso, además do tri.fosfatos. 

Bl sistema que replica al ADN aparentemante, puada reconocer ~ 

alguna parte de la molécula de la 2 1 -dOBoxirribosa y loo tos fatos, pros u­

nd.bla11111nta vorifioanio la posición y el ángulo de loe nuoleótidoo ql8 se 

van a incorporar con respecto a laa cadenas del ADN ya presentes. 

Los uracilos halogenados en la posición 5, como el 5-brom-ar! 

ello, ~lor~uracilo y el 5-iod~uraeilo, constitizyen un ejoniplo clásico 

de loa análogos de base, éstos pueden ser incorporados en el ADN en lugar 

- de la timl.na (base normal)• Bl bromo-uracilo es incorporado probablamante 

_ en torma más eficient8> porque el bro11X> oc upa un volumen similar y posH 

el misl!X> rsdi.o de Valxier Waala que el grupo mtilo de la tbñ.na, pero o1 

bromo por eu tuerto caricter electroMgativo cambia el equilibrio tauto­

mérico de la molécula. 

La irx:orporación de los análogos al ADN, so ve incre?110ntada por 

la existencia do un desbalanco en la concontración de las bases nor1119los. 

Por ejemplo, la cantidad de 5-bromo-uracilo incorporada en ol ADN, aU!fl9n• 

ta cuarxlo rucy- tm abatilltl.ento de la concentración da timna, prodiz:ida por 

and.nopterina o 5-fluoro-deaoxil.tt'idina, qw bloquean su síntesis de novo. 
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El 5-brolBOo-uracilo {5--BrU) y SUB desoxirri.bomx:leótidos son al­

tamente mutagénicos, probableimnte porq1» ol 5-BrU sufre con 111~ho m;ryar -

frecUGncia que la ti:ul.na, un desplazamiento en el equilibrio tautomérico • 

qua ocasiona que el análogo de basa se tie rda a aparear con guanina, en l_!!. 

gár do aderdna (forma normal ce apareamiento). Bl callbl.o ocurre tambión -

c11amo el 5-BrU os ocasionalmente incorporado en el ADN en lugar de la -

citosina. 

Este apareallliento erroneo hace entonces qua par replicaciones -

;:'OSterior88, esta 1110léeul.a análoga prodazcs mutaciones al .ADU cal.15aixlo -

transiciones en ambos sentidos, de A-T a a-e y v:t.ceversa, depen:henio de -

que el error en el apareamiento se presente durante subeoouentes repl~a-­

cionas, o durante la incorporación inicial de S-Br!J ( f'ig. )a y Jb • ) • 

Otro análogo de base, la 2-sminopurüia (análogo de la adenina) 

se apa!'ea en forq¡ tauto:nérica nor:nal con tiad.na, inclusive con citosina, 

Pero a~ su !'orma tautolllárica rara solo lo hace con citosina dardo por re-

s:Utado, lugar a tra"ll!icior.es en ambos sentidos, Ai.T a a.e y O..C a A-T. -

A posar de que la 2-a!llinopurina se incorpora :uuy poco1 os altanente muta~ 

nica, ;:--robable~rrl;o por su capacidad de aparearse errónaamente, tanto en • 

s:i íor~ tauto:rérica rara co~ normal { 15 }. 

2.- E:!ecto del Aeido Nitroso Sobro el AON. 

Cuamo el nitrito de sodio (NaN~) e:r expuesto a ¡iI menor de 3.,3 

se ;:-rodtee ácido nitroso quo es capas da desandnar a la G_, C 1 A. La proJX!: 

ción de dMudnaeión d&ereca en este orden. 

La desa::ñnación do C a U y de A a Ht, son 111utagÓnicas, puss pr_g 

ducen transiciones de G..c a A-T y de A-'l' a a.c. Le Xantina que resulta de 

la desalllinación de la gwnina ea aparea con citosina y por tanto no prod_!! 



a).- Procluct'iÓn de tran5icionee 00- AT por acción de 5-BrU. 

ª----

--------º --G A -- DrU' - - ------ 'l 
- - - A o­

ª-----a e---
- ·nru, 

A 

-- - A --sru 

A. ----------'!' G 
__ - - - Brrr - _ ----- e 

A------ --- Q 
T----- BrU- __ 

A. ----.G 
'i' ----- BrU 

b).- Equilibrio taútorn&rico de la 5-BrU. 

"' (" '\ Jt-M "'"'""""O Sr 

.~ )-( ............... -.{i 
/~ .. ;) \ " 

ADENINA 

(amino-edo. normal) 

oi?-' ' 
s-moM> !RAGILO 

(ceto-!ldo. normal) 

( and.no-edo. normal) (enol- edo. raro) 

FUEm'E: Ro.t'oroncia 15. 
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ca cambio alguno. 

El efecto dal ácido nitroso sobre el ADN, además de ocncionar -

transiciones, produce también inactivación dol ADN al inducir entrecru:11a-­

:ni.entos en la dob.Le bÓlice (Fig. 4) ( 4 ). 

3.- Agentes Alquilantos. 

Entre loe agentes alqu:llantes so iri:leye a un gran nÚntaro de ~ 

léculas ql.11) liberan uno, dos o mas ionos carbonio y en consecuencia son -

lla!llados agentes alquilantoe mono, di o polifuncionales respectivamente. -

Probablemente todos los agentes al.quilante11 tienon un efecto mutagérd.co '1i 

pueden procluc:lr mutaciones puntuales (transiciones), ruptura y/o ontrecru-

iand.entos de la cadena del .ADN. 

Los agentes alqnilantes so iorrl.zan en solventes polares y origi­

nan la liberación de iones carboni.o, que reaccionan facil.menta con los gl'IP 

pos nucleof:ilicos del ADIT, com 11on los grllpoS tostato y los nitrógenoe 11 

oxígenos de las bases. 

Los compuestos alquilsulfatoo (ej. dimetilsul.fato) y alquio ulf.2, 

natos (ej. metll matanosulfonato) producen transición 0-C a A-T por atql11-

lación de la O en la posición 71 que a su vez desplaza el equilibrio taut2 

mérico, por lo que ahora la G se aparoa con T gonaraodo dicha trarisicióu. 

La al.quilación del N-7 de la o, pQ,3de también producir en l!Enor grado, la 

hid.r6J.ieie del enlace glucosÍdieo por inastabilizaoión de la base, resul-~ 

tondo de esta forma, la liberación da la purina alquilada y la formación -

de un sitio apur!nico. La generación de estos sitios aptn•!nicos produce 1"?!1 

pindento del onlace foo.todiestor s:1. son ataeedos por álcalis (OH-). Sato .. 

mecanismo ha sido sal'!alado co:no el responsable do la ruptur11 del esqu.eloto 

del ADN por a~Qntoa alqu:l.lantes, aunque ta:nbiÓn la alquUaeión de loa gru­

pos foaf'ato por i'orrnaci&n de triéetores, inducen esto tipo da daf'!o. 



~¡JtRA 4 

t>H Z. 

ltD 
HOy:j 

HM 
HSOj 

o 

· ~::é~r 
H~)./ N 

HO H 

HO H 

Je:-;a:rd.nación oxidativa de la citocina~ adenina y guanina 

¡ior a~ci:5n del áci:!o nitroso (in vitro e 1~ vivo). 

o};r+ 
"º):/ .. ~,¡~ H O OH 

, 
HO H HO H 

'.:iaroera:1.Ón de udones co•alentes entre O y G o G y A por 

acc!Ón ·:iol áeido nitros o, qua se :r.anifiostan corno entre-

cr'.lza::!.rJ?":T,oS en la doble hélice. 
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Los agentes alquilantea polituooionalos pueden gen1~rm1· <'.mtrecr:;! 

zard.entos en el ADN intor e intracadona, dobido a que posoon 2 grupoo ftm­

cionales cargados p<lSitivemente, qua inte.rsecionan con los eant1•03 nuclo.f'f 

licoa do ésto y pueden actuar en forma mono o biflll'ICional (oJ. dc.tofooi.'a-

mida, miioond.cina e, etc.) (f'ig. 5 ). 

Entre los agentes alquilantes monofuncioruües oe tienen también 

a los N-nitroso comp11estoa • .Estos son altaioonte carcinogénicos e irrlucen -

ronpind.entos, aborracionos cromosóm1caa, as{ como mutaciones puntualeo. Un 

ejemplo de N-nitroso compuesto lo conatitcye ol JD,'NJ (l-motil-J..nitro-1-n! 

trosoguanid.ina). Ed.sten referencia en oJ. sentido da q1~ el MN!n origina -

transiciones y tranaveraionas flCll.o en faso do síntesis do .ADN (faso de ora­

ciriil.ento logar{timico), poaiblemeinte por 111Stilar las base:i del ADN de cada . -
na sencilla de la reg:1Ón en duplicación, o al intortorlr con las erminias -

del sistema do replicación. otros autore!I ssf1alan, que el MNm produce t~ 

bién 111ltacionos en :tase estacionaria solaoonte en bacterias ll'IY..A+/rec.A+, • 

lo que hace pensar en la participación del sistema de reparación asoo• fU2 

la imucciÓn da mutsciones por onto agente alq uilant.t ( 24 ) • 

Las dialqu1.lnitrosam1nas eon OOl:lpl19atos oatablea • qll9 solo oon 

activas (genotÓXicas) despuás de la roll!OCiÓn matabÓlica do uno de loo dos 

grupos alquilo. Las acilnitrosanridas (MNNl} por su parte, a diferencia de 

las dialqlzinitroeaminas no requieren activaciÓ?J lll8t&bÓlica para oje:rcer am 

acciones sobre el ADN, por sor moléculas !mllOS oatabl.ea (1"ig 6). 

4.- Hidroxiland.nas. 

Las hidraxiland.nas (HA.s) son agentes r!lductores débiles, qoo -

generan e2o2 y radicales libres en presoncia de o2 y trazas de 1118talss. 

La HA y la N-matil hidroicµamina reaccionan ospoc:Ífica1DOnto con 
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<_il rCH ,CH S CH CH.OH 
HN"'-/N • 2 2 • 

l 1 \ 
~N~N'N, 

I 

Il 

a.- Productos de reacción .;ntre el ácido nucleico y mostazas de sulfuro. 

b,- ?.erres.;r.':.aciÓn diaeramática de la reacción de un agente alquila!'lte bi-

f::r.cional con el ADN. La cadena alquilante esta representada por la -

li":ea :iigzage~ante entre O y G. FUEl\'TE: Re!'erencia 4. 

rr::·.P.A 6 

DIA~lJILNil'RCEA~1IllAS m;r~lTOXIC.AS 

F:S~~I Referen::ia l~ 

Dietil-nitrosarrd.na 

(compuesto pregenotóxico) 

l-:netil-3-r.i tro-1-ni trosoguanidina 

(XN?G, co:::puesto genotóxicoJ 
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c:itoaina y produ::en derivados N-OH e:i las posiciones 4 y ~ de ~sto. Tal ., •. 

vento cond~e a un equilibrio tautol!Érico diferente por lo quo ahora la C 

BEi aparea con A y no con G {fig. 7 ). 

La HA prodooe mutaciones tanto on ausencia com> en presencia de 

OJÚ.gono. El efecto inactivante do la HA sobre el ADtl depa11de de la preseo­

cia de oxígeno y se requieren concentraciones m1JCho nnnor•1B que para la -­

prodiJ:ción de mutaciones. La permeabilid9d celular consti';uye una barrera 

para la hidroxilam::lna, lo q u.e coniiciona exi.ston bajas co1icentraci o nos de 

HA en el interior de la célula, teniÓndolle así altoracio:-:~ts 1nactivantes y 

rompimientos cromosóruicos como efecto principal. 

5.- Agentes Intercalantes. 

Ciertos compuestos collO las arlnoacridinas se .rxtercalan y/o a.. 

pilan con las bases del ADN do doble cadena (fig. 8) prod i.erxlo mutaclories 

puntuales por corrimiento de la lectl.U'a (tramashif't). Un ,19canis~ para la 

generación de este tipo de lesiones por agantos intercalartes, es e.L proplll!! 

to por Streisinger, quién sugiere la estabilización de asas (lceps) intra­

cadena for:nadas por al. mal apareamiento da una región del ADN q uo haya su­

. f'rido romp11111ento del enlace tosfodieater, tras lo cu:il, durante la s!nte·· 

sis reparativa deleciona o adiciona Wla o más bases ( 551 59 ). 

Qtnm::lcamente, las acridinaa y compuestos irrtorcal.nntes relacio­

nados, son más e.fectivos a pB neutro y contienen en a u mol k: ula uno o 1aás 

anillos aromáticos on su estrootura y por lo menos un grup> electrof!.lico. 

l.• Luz Ultravtoleta (U.V.}. 

La luz u. V. presenta efectos directos e irdirecton sobro ol ADN. 



FIGtRA 'l 

a) N .. HIDROXILAMINA Y COM?UliSTO.S RELACIONADClS 

H, 
N-OH 

H u .. c,. 
2 11 

o 

N-Hidror.llomin.~. 

N-Hidrox:l.carbamatos. 

FUENTi:: Her. 15 

b) Producción de rnutacionas C-G a T-A por acción da N-OH compueiatos. 

4·N-hidroxil- Adenins 

citosina 

FUENrE1 Rar. 57 
FIGT.RA 8 

F.STRU.::TURA QUIMICA DE LA 9-AMINO/CRIDINA. 

Ftrl?ITE: Reforancia 55 
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Su ~rimar efecto orieind :fotoproduct.os on oJ. .AD!I', como lon dímeros entre 

pirim:l.dinas adyaco·~tes (dímeros de T-1' y ~-T). Este tipo de lesiones oca-

!!.lona inactivación del ADN así como mutaciones puntuales. Estoo dÍmsros -

pueden ser revertidos a su i'or'll.1 original por medio de reparación enzimá-

tica (ver capítulo de reparación del ADN). 

El efecto indirecto se presenta, e uando la luz U. V. es absorvi 

da por cí.ort.os comr:uestoo del microamblanta 1 produci1.J1rdose de esta forma -

radic:iles libras y peróxidos org::Ínicos 1 que alteran ll! ADN. 

2.- Radiaciones Ionizantes. 

Las ra:liaciones ionizantes como los rayos alfa, beta, gam~ y X, 

í(Oll•Jran altarac iones un ol ADN, al in!;erac tuar directa mento con el material 

gemí tic o de cál ulas deshidratadas o de os roras. En céJ u1 as hidratadas, es-

tas ra'.!i.1chnos alte.,..an al ADN vía la forrruición de radicales libres ( 15 ). 

Las radiaciones ionizantes inciden sob!"e las moléculas presentre 

en el medio, origüiardo la formación da rudicalas libros por liberación do 

lll1 electr6n. Dicho electrón es atrap:,do ror el agua, quo de esta forma JC-

túa ahora como otro radical libre. i:;n }'res1mcia de oxígeno tirr!ldic'll (•O-

O•) oa t:l.ena li.a f'orrnación de radicales ¡:erÓx:ido (R .. 0-0•) qua son compues-­

tos químicos r:icy reactivos y qoo al interaccionar con ol ADN producen :romo-

pinó.ontos da la cadena, liberación de bases o hi.droxilaciÓn de las mismas. 

AOE~:TES BIOLOGICOS -------
l.- Enzi1n..~t1cos l ~rrores de loe sistemas e onst;it.utivos de replicación y /o 

reparación del ADN. 

::iaiitro de ost11 clr:sificación De encuantran :i ac¡llallos errores -



que aquellos sistemas enzi1l!át:icoe de reparación o replicación co1i3titlltiws11 

alterad.°" por al mlcroambiente (aistamae indu:ibleo propar.soo a 1n~roz· • ao! 

como por la acción de ago11tea qu!llli.coo o .rísicos) no entr11n en ósta clasif.:!. 

cación. Por tanto. enzimae comt> las lL.1.mad.ao mutadorliB son cormidaradao co­

mo agentes biolÓgj.coe gonotÓXicos, puasto quo 1ntrodooen errores en la sí~ 

tesiB de replll'ación del material genético en una proparelón varias vecea ma­

yor al rñvol basal ( l error cada io9 bases 1ooarparadns, an ol. caso de PolI). 

2.- lfo Enzimáticos¡ &l cu.al.quier eecw:mcia de ADN qU& se :introdusce al mate­

rial gonstico del hospedero y ger:ere algún camM.o genot!p:tc1>. 

a).- Bacteriófagos. 

La incorporación de genol!lU.8 virales en al !Jlfi del hoopedora~ tifl 

moobos caeos causa la inactivación funoional del crene a1'oc-tedo. Tnleo 1m:W~ 

culas viralesll pueden permanecer introd~idu e11 el riaterial g.Jnótico 1:.cil ~ 

hospedero sin expresar la gran mayoría da fJWJ golloila. Más aún, sst.o tipo de 

virus es replicado conjuntamnte con el ADN recipiente y en coooecU'3ncia ea 

tramferido a la descendencia <lo la célula hospedera. La aalida del genoq 

viral de su.cestado de ropras1.ó11, puada ocac:iollSr twubién que se pueda t?'at:!, 

portnr parte del ADN de la c!Sllil.a infectada,, Junt-o con el del 'VirWJ 1 a oira 

célula {tramducción), o en el m:>-l!Elr.rto de la fo:rlllD.ciÓ?:I de los vi:rus w.dmm• 

las prote!naa do la cápside pmdan erwolver a !'raglllentca del g$OOQ calula' 

(transtección). 

b).- Presencia de 'l'ransposonea. 

Estco el.oln!lntos son poquef!os f'ragl!ll>ntoe de ADN {pocos gcinos), -

limi tsdoa por regiol"leo de oec uonda.s de bases repatidas e 1.nve1•tid11s, que 

les perlll1.te insertarse en ror111a especíüca (también puad.e ser :1nospocíf'1ca) 

en 1.t11 genoma rec13ptor, ocacionanio al igual que los bacteriótaeos, la in~ 

tivación funcional del gellft afectado (daffo genotóxico). 
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B.- _!!pos da ilteraciones Genéticas. 

A <in e uando exista una amplia ga!llll de alteraciones de.L ADN y 1 11-

na variedad de :necani::mo:i qlilJ pUOden ocacionarla11. A conticuación ae hará 

énfasis únlcamerrte en las alteraciones de tipo génico, por a u relovancia -

en el estu:Ho do evaluación de la genotoxicidad de medicamantoa, tema de -

LIUI al teracionos génicos producidas por agentes físicos, q u!m­

cos o biol6gicos (originadas tanto en fase do división o en interfase)~ coE 

ducen fi nal:nente, no importando el organi.sino involucrado, a dos tipos da .! 

foctos: genotóldcos y/o no genotóxicos (diagrama 2) 

1.- Lesionas N'o OenotÓXicas. 

Se consideran lesioms no genotóxicas a las alteraciones sobre 

la '!lOlé<=ula del ADN, que no previeren la duplicación del material r,emti­

co (lesiones inactivantes), ni tampoco irnucen cam'ai.os heredables (muta::i2 

~s),ni letales en la secuencia del ntlsmo, Oenerallll9nte estas lesiones 1,!! 

volucran la 111:xllficación qUÍm1.ca o enzimática de las bases o de loa grupos 

fosfatos del AD?I, en sitios que no inter!'ioren con el apareamiento de las 

ba!es o con la confor!llaCiÓn helicoidal d9 esta nmcromolécula. Este es el • 

C&so de la llllltilación o hidraxilnción de piriraidir.as en la posición s. o • 

la r.:enaración de Xantina, cuya presencia en la doble hélice no produce e-­

f'ectoo ?enotóx:ico5 ( '2.6, 57 ) • 

2, .. Lesiona~ Oenotóxical!. 

Der.tro de asto tipo de lesiones se inclu¡;en a l!l8 premtltagéni­

C AB y a las pragenoletales, que afectan tanto el material genético cari,2 

tico así como al extracariótico en células germinales y somática. Este t,! 

po do los iones, a diferencia do las no genotóxicas, ae tratarán de remo-



Efecto 
Genotípico: 

Et'ecto 
Fonotipicot 

~ !?! .ALTERACIOM!:.S _!!! .@..!! ! ~ POOIBLE CON3El:tJErcIA OENO'l'IPICA !, FENOTIPICA 

Dai'lo Dai'lo genotóxico 

No 
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Flll!:N'fü1 Arlnpt.ac:I Ón do la rt1J'oru11oia 15 
M. T. f'bzlil y C • Arundr, 
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ver a través de los sistemas de reparación celular, do lo contrario se CO.!! 

~artirán con tcxla segur-idad, en lesiones mutagónicas o genoletales. Los al! 

te"!l8s de rF par ación no siempre pueden actuar en forma eficaz sobre todas -

Jas lesiones genotóxicas¡ en estos casos las qua sean mal reparadas, gene­

rarán a su ver; lesiones mutagénicas y/o genoletales (diagrama 2). 

e) •• Lesiones Fre:nutagénicae. 

EJ. dru1o premutagénico al igual qua el no genotóxico, taapoco -

pt!OOe prevenir la duplicación del ADN, pero sin embargo si origina el ºª!1 

b.io de ur:o o más pares de nix:leótidos en las células hijas del organismo 

qllB sufrió dicho daño. Se pwden distinguir en este caso, dos tipos de da_ 

fto biológico por alteración de la secuencia del ADN: la :uuarte celular (., 

':."-cr af'ecteción de genes vitales) y las mutacioms a nivel génico, las -

c-~es son viables (heredables). A su vez éotas Últimas se clasifican S,!! 

?':in su macanis!llo de prodt~ción en1 mutaciones por swtitución de base (s) 

o por corrillti.ento del patrón de lectura (rramashift) (fig 9). 

i) •• Mutaciones por S ustitu::ión de Base (s ). 

Se ha clas if:cado a estos tipos de al ter ación en la .forma si--

;;;ui.,ntet 

Transición¡ cuarxlo hay el cambio de un par A-T a G..C o a la inversa, 

es decir C\lando bey una sustitución de una purina por otra purina, o 

de una pirintldina por otra piri:itl.dina. 

l'ransversión; se denomi.na as! al ca:nbio de un par A•T a T-A o C-G o 

bien a la invorsa, T-A a A-T o C-G a A-T., es decir cuando hay un e~ 

bi.o da un:i pi.n•ina por una pirimidina y viceversa. 

Estos doo tipos de mutaciones corresporxlan al reemplazailll.ento 
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de un par de b¡.,¡ses por otro diferente. La aayoría de las s~;titucionos de 

base, cUJlndO ocurren en genes estructurales, provocan rnuta~_iones de aent.~ 

do equivocado (nrl.ssense) trayen::io como consecuencia el reemplano do un a­

minoácido por otro no igual. Bl fenotipo del orga rñsmo mutado va a depe.!! 

der del cambio de base ocacionado, así co1n1> del sitio en el cual ocurra. 

Sin embargo, debido a la degeneración del cÓdigo ·-genóticop una mutación en 

un codón no siempre producirá la inserción de un am1noácido di.rofonte al .'! 

riginal (mutación silenciosa). AtJÍ pUDs, si la mutación de sentido equivo­

cado ocurre en un gene involucrado en actividad enzimática, casi siempre -

se pro:ilk:en anzimaa poco eficientes u una cantidad disntlnUÍda de la do ti­

po normal ( a este tipo de mutantes se les denomina hipo~or.f.'oa). Cuardo la 

enzima mutante compite por el sustrato con la de tipo ailvestro, actúa co­

mo antimorfo, ea decir se prodooe un antagonismo entre las enzimas. 

Las sustituciones de bsae tambi&n pusden generar alguno de los tres • 

tripletea de tEll"minaci&n llamados codones sin sentido (nonsense) que no c,g 

difican para ningún aminoácido, estos son UAO (ambar), IDA (ópalo) y UAA -

(ocre). Cuardo se encuentran este tipo de triplstea en el ADN, no son tra-­

ducidos y entorices se origina la ternd.nación prematura de la cadena polill'!E 

tídica. 

Las mutaciones de sentido aquiv<-eado son manos drásticas que las de -

sin sentido, puesto qua eatan Últimas genaralmente deatruyen la función ~ 

zimática, rnfontras qua las de sentido equivocado pueden traer como conse­

cuencia, la pérdida o cambio de un aminoácido, que en determinados casoo -

pasa fenct!picsmante inadvertido. 

Se han propuesto los siguientes macanismos para explicar la a11Stitu­

ción de baae1 
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'Jn compuesto mntagénico puede 1·eaccionar qUÍl'llicamente con las bases del 

AD» modii'icárdolas • posteriormente durante la replicación, esta base al, 

terada puede irdooir un nuavo patrón de &pareallli.ento. 

- Si el compuesto 111utagénico es una base nitrogenada análoga (por ej. 5"" 

BrU) a las bases del JúlN, puado iooorporarse durante una prilll6ra repJ4 

c~ción produ::ian:lo en la siguiente, un apareamiento con una basa dife­

rente, al sufrir un camQl.o en su equilibrio tautoniárlco. 

- Se ha propuesto también que se presentan alteraciones por sustitución 

de base debido 1 a la interferencia de algún compuesto mutagénico con 

las onzimas de replicooión del AJ>N; el resultado de dicha alteración 

provoca una mala incorporación de basas en la región del .ADN en dupl,! 

cación (MNID}. 

i:x:~ter. siste:tias de re¡:araci6n que al intentar remover ciertas lesiome 

dal A.0fl, pUedan ocacionar la generación de mutaciones por smtitución -

de basa. Lo anterior ocurre dW'anta la intervención del sistema de rop.!! 

~ación propenso a error 11500" ( 24 ). 

ii '·- Mutaciones por Corrimiento del patrón de lectura (fraimshift). 

Este tipo de 111utaciones acarrea co!'lllecuencias mucho más drásti­

c<is q.ie las Pr<Xiooidas por sustituci6n de bases, debido a que la adición o 

del.ación do basos ocasiona qoo la secuo!'Cia da tripletos del ADN se modif! 

qne o:iorl'll!tm!lnto, Dicho mecanismo de mutación se descubrl.Ó durante las 1n-­

ve$tfracionas cor. pronavina y amarillo de acridina ( 59 ) (fig, 9 y 10). 

Las delaciones o inserciooos da un;:i base o baaes en el genoma, 

e ~ll!Jan t.tn corrimi.er1to en la lectura de los codones a partir del sitio don­

de se ir.~ertan o delatan bases, por tanto este tipo de leoionos son llama­

ias de cor.-i::-J.entu de la secuencia do bases (framesbift)~ Este ca:nbio go~ 

r¡¡l-Ar.to P:arera rro:iuctos or:zimáticos no funcionales. 
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CAMBIO DE SECUIUnIA G.é:?mRADA POR MO'l'~IONrS PRA1S5HIFT. 
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* Los aminoÍicidos subrayados son los únieoa que cambian. 

FUEm'E: Ref'erarcia .59 
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Se cotl()()e con este nombro a aquel (los) mecanismo (s) que resta_!! 

ra (n) total o parcialmente la actividad original de un gene mutado. ABÍ, 

existen reversiones (supresiones) verdaderas, cuya característica es la re.! 

tauración exacta, de la secusncia original de baee11. 

En el caso de las mutaciones f'ramshift 1 so requiere la adición 

o delación en el sitio original de la lesión, del ml.sroo nÚlllero de bases ~ 

B:Jntadas o disminuida·s. Al igual que la reversión verdadera, también .puada 

ocWTir una adición o dalooión cerca del lugar domo ha ocurrido otra con 

anterioridad, generándose así una mlrtante pseudosilvestro (reversión no VB.!: 

<ladera). Estos dos tipos de supresiones son intraoistrónicos por haberse .. 

llevado a cabo en el l'ldslllO gane. 

Por otra parte, las sustituoionss do base también pueden cÓrto• 

girao en forma verdadora o no, por una segunda mutación do óste tipo en el 

ndamo cistrón (reversión intracistrónica). 

En ambos casos (trameshitt y sustitución de bases), la supra ..... 

siÓn de una mutación tan1b:!.én os factible de generarse por mutaciones en -

diferenteu genes (revorsion extracistrónica). Los supresores pueden ori~ 

na:rse en ganes que controlan la s!ntasis del ARNt o de las enzimas que u.­

nen a los diferentes all!inoácidos con sus respectivos ARH¡¡. 

b.- Lesionen Pregonolet.ales. 

Este tipo de lesiones prov:l.one la dupl1caci6n dol .ADN en sl lu­

gar o región alterada, a manos de que esta sea elilliinada por los siseemas 

de rararación. El bloqueo do la replicación del material genético, ha sicb 

anplia:nente eotlrliado on bacterias expuestas a irradiación con luz u.v. -



( 66 ), aunque también se han utilisad.o otro ti.pos de agental:l ganot-::íx.lco.'l. 

Se ha Visto as:t'. mi.s1?10, que la mayor!a de las lesiones. inactivantel'i·.~ tintre 

loa que podamos contar as las alteracioma de baso (a) no eodifir.antos, -

remoción da baaOB, d!msroa do pirimidina, ontrocruzandentos por wd.Ón OOV.! 

te iatra e intercadona (erosa-lln!m) y ruptw-as del enlace tosfodieater, -

son f'aoti bles de ser eliml.na:Jae por siste!'l!BD de reparación endmáticos esP.! 

cíticos. 

a•- MacanislllOO de Protección del Material Genáti.eo {HacanillCl& de Repara­

ción Ensimáticos) 

Cuattlo las células son mpuostae a condicionea ambientales l!d­

vereas, .tatas tienen qua mantener entre otras coaas • la integridad de sa -

ADN con el f'in de sobroViVir y logrnr la continuidad genética. Lo antericr 

es realizado por los sistemas ensimáticos da reparación coMtitutivo o 1,!! 

ducible. 

C 11amo el .ADN da la célula es datiad1> 1 lm siatomas de i•oparaoi&'n 

pueden presentar dos comportamientos diferentes trente a la losión1 

I.- Ignorarla {1!>9tilación o otilación del C-S de la guanina, preeanc!a do 

J:antina). No hq reparepión. 

n.- Tratar de removerla. 

1.- A través de loa eistol!19B do reparación constitut:ivom. 

a) •• Por aacan1emos prerreplicativOBt 

- Sin síntesis reparaiivci (al reparar la lesión no se prodncia bidrÓliais 

n1 resíntesis enzimáticas, do loa enl.aces gl ucoatdico y /o to11.todia11ter) 

- Con e:!ntesis reparativa ( so presanta la hidrÓlia:fo y roñnteaia ensi­

maticas de loo enlaces gloooo:Ídico y/o f'ost'odisster}. 



b) •• Por aecanlamos paetrepllcatlToe 

- Con 11{nte111s reparativa. 

2.- A través do eistelllllll de reparac16n ln:lmiblea propemos a errw. 

- Con sínteaie roplll'ativa. 
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DebolllOO ontemer por roparacicSn, cualquier intento da la c&llllaL 

por tratar do remover lesiones del material gemtioo, no :1.nportando la ºº.!! 
secuencia fi.nal. Por tanto, el efecto rosul.tante da la reparación de un d,! 

fto puede condacir at 

a) •• Un aU1118nto en fl\1 porcentaje de células sobrevivientes, o que la 110~ 

viva permanezca igllal. 

b) •• U'na diomt.nución o alllll8nto en el número do célnl.all mtttadaa entre la P.!? 

bleción. eobrev1.viento. 3l segundo c•o traerá como oonsecueno~ una -

DllJ10l' variabllldad gen&Uca individual. 

1.- Siate11811 2 Reparaci6n Coll!ltitutivos. 

a).- Hs<ian1.alll03 Pr\'11"1"6plicativos llin Síntesis Reparativa. 

Bn oste tipo de l'll80anie111os están comprcux\idos loa procoao de re 
. . -

paración llevados a cabo pOI" las endmass !'otorraactivante, tranaalquila-• 

osa • :1mertaua, que se caracteriisan par rovertir lesiones del AllN Q.Ullt no 

procioen de ruptUl'a del enlace t'ostodiostar ni glucos!dico. · 

Fotorreactivación. 

La t"otorreactivacicSn tllé el primr proceso enzhittico de ropal'!. 

ción del ADR' identificado en las bacterias ( 69 ). Bate, pareco oer eepe­

oillco para dÍ1111!troe de tbdna, quo es el fotoproducto principal de irrad:.I!. 

ci~n con luz 0.'1. Clonguitw de orxta llliElnor a 300 nm), o inv~ucra la mnoll! 
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risaci6n do los d[11a3ros (ru¡>"tura del ciclobutano) por la ermiNa fotorre~ 

tivante (K.P'.) q11a utiliza enarg{a abeorbi.da de una irradiación posterior 

con lm de longitud de orda mayor a 300 mi. L4 msyoda da las end!lllla to­

torreactivantes estudiada.11, de dil'oreates eapeciea 1 raqu:leron do un cotas·· 

tor do bajo poso molecular para oa aotivi.dad, aunqtlf.t no es aioripre un ºr.2 

mflmoquién absorbe la 11111. La ermima !otorreactivante existe en todas lao 

células Vivas incl uyetxlo a los lll3rd.reros (f'ig. 11). 

'l'ransalq ullasaa. 

Las transalquiluas, eion enllimas que transfieran el grupo alq'!! 

lante de la base modificada a ttn grupo sultidrllo (-sH) de la eiste!.na da 

una proteína aceptora. Exlate en!• ~ e hÍgado de rata, la o6 .. motil y .. 

et:U guanina transalqu:ll.asa y 1 en Gotc Ú,"Ltilll() so han identi.t"icado adam5s -

i,tras 3 transalquilasas diterantes. 

La o6-alqa1.lguan:l.na transalqülasa 6>olo la iratil) aetrua taru:dén 

en la llamada róapaaata adaptativa en!• ~. caanio la bacteria ea some­

t.ida a bajas concantl'acionea do Mfml o de N"-nitroso-dimstil-amina. 41 mo­

mento de que estas mte1111:1 bacterias aon expwstaa ahora a concentraciones 

ll!Y01'8S del lllUtágeno irdootor, so observa una llll!lyor oobrevida y roaiaten­

cia a mutac.iones 1 que cuanlo no ae induce la respoosta adaptativa. D~ho .! 

teeto Gii tr.anSitorio y eolo elimina grupos iaetilos del mgono 6 de la g~ 

Dina. 

Son enaimas qm insertan purlnas en forms específica en sitios 

apUl'Ínicos en el ADli de cadena doblo, protegiéniolo as! de la acoi!Sn de {! 

calla. La imertasa de p1rinas en .f'ibi:oblaotos humanos!!!~. puede lit,! 

lizar colllO moléculas donadoras de purina1 a las bases guanina 7 lldenida ·­

preferentemente qua a los nt10leósidos o nu:iloótidoe trltoafatadoa. Aparen-
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tonante esta enzima no requiero de anergÍa para la forlll8ción del onlaca • 

glooos:Cdico ( 12 ). 

En!• ~ existe otra insertaaa de purinas, qi.J tambi.en rec°"' 

noca sitios apur!nicos an ADN do doble cadena. !ft;iliza ctimo donadores de 

la base solo a nucleÓtidos trif'osf'atodoa, dATP y dGTP. Esta amia, al 1-

;:;ual que la anterior inserta purinas en tor111a específica ( .31 }. 

a).- 1'bcanitJmo Prerreplicati.vo con S!ntoaiB Reparativa. 

El presento llllcan:ismo do reparación se caracteriza pat' la eli­

lldnación oxonucleotídica, de la región que poaoa e.L daf'io. ltste proceso se 

realiza en 4 pasos, el de :incisión (ruptura dol enlace glncoddico y/o fo! 

i'odieater) que es atoet uado por ADN-glucosilasaa y ondonui:ileasas, es seg"!!; 

do por los de escición (olintinación de la región dallad.a) res:Cntosis Y. li­

gación, llevados a cabo por oxonuc.Leasaa, ADrl polimarasas y J.igaaa reape,E_ 

t.ivamanto. 

-- ltK:ardsrao ,9! Incisión. 

ADN-Glucosilasas.- Estas enzimas bidrolizan el enlace glucoaídico (unión -- . 
21 -desoxirribosa y la basa), reconociendo espoc!fica100nto ciertas bases ~ 

toradas presentes en el ADN. Tal actividad enzimática corduco a la i'arrP.a-­

ciÓn de sitios apur:ítdcoo o apirintld!nicos, alll3tratos a su ve~ .de wia AP -

orxion11:leana. La presencia do sitios apur!nicos o apirimtd!rd.cos en el .ADM 

poodo ocasionar la ruptura del enlace fos.fodiester por sor aenaiblea a la 

acción de los álcalis J este efecto ta:nbién es observado 1D !!!.2• Los ai-­

tioo apur:Cni.cos son tactiblos de sor reparados por una insertasa do puri-

na. 
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Uraeil .ADN &l;ooosilasa 

Fuá la primora enzima de este tipo en ser reportada., y se sabe 

act6a sobra ADN de doble cadena, así como en ADN de cadena sencilla, li~ 

r:indo uracilos {generados por desalld.nación de la C) • al hidrolizar el en­

lace g].i.cos!dico. ?lo actúa sobre .ARN, ni requiere de Hg++ para su ectivi­

dad. Carece de actividad do endonu,1easa apurínica y su actividad de glu­

cosilasa no depanlo de una fuente energética. Reta enzima .fuá desculrl.erta 

en!•~ aun:¡ue también se ha aislado en Bacillus subtilis y en placen­

ta humana, As! mamo, 88 han aislado mutantes de!· !:2!! (ung-), carentes 

de dicha actividad anzitn!itica, Presenta un peso oolecular de 24,000 (26, 

29. ). 

)=M:itil Adenina ADN slucosilasa 

Partiendo de la existencia de una glucosilaea específica para 

ADN con res_iduos de uracilo, se investigó la posibilidad. de la presencia 

de otr88 gl1.:osilasa1.1 en !!• .!?.!?!!.• logránclose aislar una actividad de 3-

matil Ad.erd.na-ADll gl ucoailasa en eata misma bacteria, capaa de liberar r~ 

siduoa de 3-matil adenina de ADN de doble cadena alquilado con dirmtil -

sulfato, metil metano sulfoneto o MMG. Al igual que la glocoeUasa ante-

ricr, esta i:is una enzima específica y no reconoce otro tipo de lesioms1 -

no requiere de iones divalootes, cof'actoras u otra fU9nte da energia pSl'a 

su accionar, ni tiell9 tampoco actividad de erxionueloasa. Es una proteína 

de peso molecular bajo, ~ : 19,000! 2,000 y es codif"icada por ol gene • 

ill• esta enzima ha tñdo también aislada do placenta hwuana ( 26, 44 ). 

Ripoxar.tiria-ADR flltx:osilaoa 

Petar Karrat en 19?8, report6 la existooci:i do otra glucosilasa 

diferente a las 2 ya exi.stentos. La bipoxantina-ADJl glooosilasa, libera r!! 
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eiduos de hipoxantina do ADN contenien:io moléculas de deeaxiirioo1.na lllOno.f~ 

tato, originados por desaminación de la adoro.na., No requiere iones divul.11.!! 

tes, y actúa mucho más eficientemente en ADN de cobJ.e cadena que an el do 

una sola hebra. &a específica para este tipo de dafto y carece también do -

actividad de ondonooloasa. l'ampoco requl.ora de fu.ente eoorgÓtica para real! 

zar la hidrólisis enzimática n1 escirxle a la xanl".ina. Es codificada por un 

geoo dU'erente a 5 y !!!.g y tiene un peuo molecular m;zyor qua las dos an­

riores glucosilasas, f<\. :.: 301000 ( 23 ). 

Actualmente ae conocen por lo :oonos, 7 diferentes N-eJ.ucosila-

aas en!.~· 

BM.onucleasaa.- So caracterizan por t.Jner actiVidad ondmát.ica sobre el ~ 

lace f'os.fodiester del .ADN, no requieren de extremos libl'es y su acción Pl'2. 

du::e mellas en la cadena polinoaleot{dica, dejando extrelllOlS 3' y 5' libro!!. 

Se ban identific8do endonucleasas en,!. .t!Q!, coJ:IO la u.v. olldonuc,leesa y 
las AP endonucleasas, qua reconocen def'los especíticos en ol ADN. 

Erdonucleasaa ~ ~ apur:!nicos (AP endonuclea.saa} !t2!! actf.Vidad ~ 

,!!! !!! exomr.leasa. 

Escherichia .2fil posee dos .actividades er.zimátic¡¡¡:¡ de endonucle,!! 

sa sobre sitios apur:Ínicos. Una es una AP endonucleasa que ademáll tiero ac­

tividad de exonucleasa 31 -t 51 
1 oa la responsable de la act:l.?idad prirx:i­

pal de incisión en aitioo apur:Ínicos (90% de la aet1Vidad total.). &1 l~ -

restante de oc:.tiVidad do endonueloasa sobre sitios apur:Ínicos ea ll<tvada a 

cabo por otra endonucleasa qus no tiene nctividad asociada de m:onuclo&aa 

3' ~ 5•. 

La endonncleasa VI ha sido soflalada como reapomabler de la act! 

vidad err.&imátion ,,indonucleotídica principal sobre sitios apurínicos. T'J.ono 
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asociada una actividad 3' .., 51 ox:onuclaal.Ítica conocida como exouucl.easa 

III. La actiVidad de endo VI/exoIII durante algún tiel!lPO tná atribllide e 

la ondonucleasa II (errloII/exoIII) 1 pero ésta Última no es eape1c!f:S.oa, •• 

pues está formada por dos enzimas, una qua reconoce sitios apurink'.ls y 

otra a bases alq\11.ladas o ariladae, eatableci&niooe1 do ésta manora qU9 -

la ondonucloas VI {ando VI / mco m) ora la reapomable del ~ de la .. 

activad esPec:!rica sobre sitios apur!nioos. Esta onzima es deperxiiento -

de ~++ 1 tiene su. pH Óptimo a s.s • Es una proteína m.onom&rica de un P.! 

so molecular do 321 000 d., ea inbibi.da por EDTA, actúa sobro Al)N de do-­

ble cadena con sitios apur!nicos '1 gener& un corte que presenta extremoa 

librea 31 ..QH ., s• -loafato.. al extnmo 51 dol sitio apur.!n!co. ta aotivi­

dad exon1131Ei0l!tica , ..... s• no escinde al sitio ap'Ur'!nico,, por degradar 

en dirección opmata a éste. Sin abargo, la brecha prodooida por degra­

dación prev:lane la acción de l.igasa y permite asi la intervención de la 

JDif pol1111eraaa I, que rosintetillla '1 eaoimo en dirocci6n 51 ..+ 31 claJ!!! 

do una .Ua con utrBlll08 librea 3r-<m/s•-rosfato. liberarv.lo a su vea un 

fragmjnto da dos a trctS nucloótidos, contenieldo el sitio apuñnico. A -

esta acción la oigm la 111Ctividad de .IDlf ligua. Ba codificada por el &! 

ne !!!!!• y mutantes ~- no poseen la •ti'vidad de endon10leaaa n (t'ig. 

12) ( 17• 23 1 6S). 

11donmloa11as !!!. !!!!2!!. !J>!!'i(rd.coe ,!!!? actbidad asociada.! exon~leasa. 

La endonQISleua lV ne emuantra presente en dllll.as !.!':!!!; el~ 

. de la endon110leaea n se encuentra aooente. La ontonllf.lloasa lV ba aido ª.! 

ftalad.a como la roriponaable del l<* de actividad re111anent•• sobre aiUoo .! 

pur.ÍnloOll en mutantes detioientu de la endonucle111a VI. Fu& aislada de • 

!• ~ y 118 emontr.S qUB 81'a Ma resistente al calor que la endonwlada 
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VI, además no reqaiere de Mg ++, es activa en presencia de EDl'A y no ti o ne 

actiVidad asociada da exonucleasa. Mirtantes ~-, carant;es da la activi­

dad principal de AP endonucleasa (sin el 9o% do actividad) eolo son llgo­

raroento más sensibles a la acción do MM> (agente alqul.lante productor de 

sitios apm:"Ínicos), en comparación con las s1.lvestres debido a la eticie.!! 

cia de la erconucleasa IV en la reparación do sitioo apl.U'!n:ic.os ( 26 ). 

U.V. en:ionucleasa o Correrdonueloasa II. - - -
Es ospec:!fica pera reconocer lesiones abultantes 1 qWt di.storci,!! 

nan la molécula de ADN • Es codi!icada por loa genes .!!!!'! y .5!.t!. y ol pro­

ducto génico conjunto es llamado U.V. endonuo1easa. El gene ,.!!:!2 no está -

directamente relacionado con la incisión prop:iQll!8nto dicha, pero sa requl.,! 

ro de su actiVidad para la 6Scisión de la los:ión, aunque gemr&l.1111nto se -

refieren a la U.V. endonucloasa como prodl.Xlto gÓniao conjrintamnto contro­

lado por estos tres genas., La u.v. erdonucleasa reconoce dÍJ:aaroB do piri~ 

dinas, adll.ltos grames y entrecrusanx!.entos de cadena. Carece d.s actividad 

de exonucleasa y 11 u activ!dad endonucleolitica genera extremes libres 31-

0H/5' ·fosfato al extremo 51 de la lesión. Se reqlliero de A'fi> p-ara s11 act,! 

Vidad. Mutantes en alguno do loe 3 genes ,!!!i presentan un porcentaje llQ• 

nor de sobrevida qua las cepas silvestres, al ser irradiadas con luz U.V. 

o al exponerlas a compuestos prodictores de aduotos. La reparación de los 

entrecruzamientos de cadena (crose-links) roqui.ere de la aoti.ndad iivr+ •• 

La re:noción do esta lesión trae como consecuencia, en cepas mr• un auma.!! 

to on el porcentaje do mutaciones. Sin embargo, 119r·, no son Jlllrt;adas por 

compuestos qua generen entroerlll5ant1.entos, pero su por ciento de suporvi-­

vori:ia es m1V bajo on comparación con las llVr+ explll!!Stlll! a una dosis jgual 

de compuesto. Debe racorderao que loa ontrocrU3anúentos de cadena oi no -



son rorrovidos, son lGtales ( 241 2:6 ;. 

La U.V. endon1:1:loaaa ( o enzimas con actividad eq utvolont.o) h4 

sido encontrada en todos los organismos estlñiad.oa a la íaeh.;.t;, El Xerod<1,! 

ma pignll!lntosum, es una entermadad qua se pr0santa en pacicmt~s qUIJ car;i1-

cen do la 4Ctiv1.dad de u.v. endonuoleasa, y son por consigmento ms son­

eibl6S a la exposición a la lw: U.V. (ej. exposición radiación solar) ( • 

fig. 13) ( 28 ). 

So ha reportedo la oxiatoncia de un modelo 111 ter11aUvo para la 

oscición de d!11111ros de timl.na. Eh esto rood9lo no se invol\Dra la acci6n • 

de le u.v. an:iona::lomea, en su lugar una enzima con sctividnd do R-gluco­

silasa y de Al' endonucleesa, reconoce a los d!n:aros e bid.roliza a l.as ba-­

a~ del extremo S' del dímero,. dan:lo origen a lll producción do un aUiq Q 

apur!nico qm parJ!lite chora la gemraaión de una incisión (fig. 14) ( 13 ). 

Además do las ondonuoleasllfl ~neionadas, liCdsten otran con di­

ferentes ospeciticidades ( o carencia de ellas) de sustratop entro las q'tlil 

so oncuentran, la enionucleasa I. la en:lontielea.sa m. endouucleasa V. G,!! 

donmleasa m (actúa en AI>N de cadena sencilla), del!loxirribonuclttas!UI I 

7 II, etc . ( 24 ). 

En estos proceso 80 involucra l.\ llll conjunto do IJl'lBilltlG <¡lle ac­

túan una vez que se ~ realizado la incisi6n en ol snl.ace tosfodtest.er. -

ADN Polbwrasa I 

Ea la emtil!l!I soi'!altda como la responsabh prl.ncipal de la ros~ 

tesis de la cadena y escisi6n del daffo al AD?l. Poseo tres actiVidadGs on!:l 

máticasa oxonooleua 31-+ 51 (pr!U9ba de la lectura) qua reconoce bllL!os ~ 

corporadas 111."roMamantca al momento de la reparación; exon~leasa S' ~ 31_, 
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:DJELO CO!.VS~CIONAL DE E3CISION DE DI V.:'.:RCB bE PIR .-PIR, EN EL ADN • 
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REF. 20 
l.- Reconoci:nianto de 1 a· lesión por las proteínas 

uvrA. y uvrB. 

2 .- Irx:isión de lintadena al extrel1l0 5' da la lesión 

por acción conjunta de las proteíñas wrAIDo 

3.- Rosíntosis de la rcgiSn daria1a y escición del • 

f'ra&:r.ento con la lesión por la AD!f Pol I. 

t..- Unión del enlace fosf'o:i:I ester por la ADN ligasa. 

?6.-
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VIA ALTBRNAPA.'ltA LA ESCISION D8 DIMER!B EN ADfi IRRADIADO con LUZ u.v~ 

(Fago T4 y J!. ~~) 

3' 
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s• 
e A A a T 

II 11 111 11/ ~ ?' 11 11 

5JJJ~~~3' l A:P ENlON\CLEJiSA. 

III 

¡..- Reconocimiento de la losióti y acción d1t la actividad d© N-<;1 ooooil8.81.11 

•n la tirrd.na dol extremo 51 dl'll d:ÍmtJro. 

II.- Acción de la actividad do AP •imdontlCl1111sa, qua hi.droliu el enlaoo fo! 

fodicster en la poaición l o 2 (III). Ambas uctividsdcs {I y IX) non~ 

realizadas por el producto génico dol g&tlct '!Ji!. dol fago TI •• 

IV ... Proceso do asciGión, res!ntosis y Hgación del ADN. 
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responsable do la esoisión de la lesión del AI>Nt y polilllSrasa 51 __., J' -

(reql.dero oxtre?'los libres J' ..OH para aet11ar) que resintetiza la brecha fo! 

ni&da, cerrándola y dejaDio una 111tlla con un extremo 3' ..on. 
En las figuras anteriores, so ha so~alado la acción de la pol,! 

merasa I para la reparación de sitioe apudnieos, y f'otoproductOB. Tam-• 

bién es importante en la reparación do si.tioe con lesiones distoreionan-­

t.os do la hÓlice, como en el caso de los adootoa grardes, entrecruzand.on-

tos, etc. 

La carencia de la actividad da polillll!lrasa I en células mutadas, 

con y sin aetivi.dad de exo 31 __., 51 produee que dichas células mutantes -

!'lean mucho mas sensibles a la acción de agentes Cl\18 reparación roqui9l'a -

de la poli11YJrasa I (U.V., ID!ltil 111.'ltano sul.J:'onato, MNm, mitond.cina C, ate.). 

Además de sobrevivir !ll'lnoo son más facilrranto mutadas. Bn la goll6raoión de 

mutaciones, sa requiero de la i"Ul'JliÓn de loa genes !!!!!+ y~. para la 

actividad do un sistema de reparación inducible propemo a error llamado -

11800". 

l.a actividad enzilll!Ítica de la polirnerasa I puedo ser suplida p:r 

la presencia da otras exonucleasas 3' ~ 51 y/o 51 -->, 31 , y do las poli­

msrasas II y III ( ésta Última tieno una actividad más dsbil de o.xo 5' -+ 
~r que la Pol I) sin embargo, la sobrevida es monm• y ol porcentaje de de­

gr-~aaión y res!ntisia aon mayores. 

En la figura 15 so puode observar q'll!ll la acción de Pol I (poli­

qiorasa 5' -..r, 31 y exonucleasa 51 -;> 3' ) al actuar genera brochas do re­

paración cortas, 'f ol tiempo de oettado es tmnbién pequal'lo (fig. a) al co_! 

parárselo con otros caminos al.ternos. 

La carel'lCia de la actividad do exo 51 _.,. J' de la Pol I, poro 

1ue aún contenga su actividad do polillllJraaa (fig. b) genera la farlllaCiÓn .. 
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-A- a lesión que requiera de una en1on1.1Cleasa.. 

* - Fraglll!lnto qua contiene la lesi6n; 20 nucleótidos/dÍmaro 
- o 3-4 n1.1Cl0Ótidoo/ sitio apur!nico. 

l.-· Camino seguido por una lesión distorsionato d13 la hélice del 
ADN en bacterias polA+. 

2.- Camino seguido porüñ°alesión distorsionato de la hélice del 
ADN en bacterias deficientes en la activ. s•~ 31 exonix:l. pol I. 

J.- Camino seg'J.ido por un sitio aptn"Ínico, reparado par una endonu-­
cleasa con o sin act. de meo Ill. Esta torab:l.én es la vía de um 
lesi6n distorsionate en bacterias polAJ-· 

4·- Candno oeguido por un sitio aptn•:!nico, ropar~o por la endonuclo_!! 
sa VI ( ando ·r.v/ exo III ) en bacterias 1101 A.\ 

$.- Lesión no reparada por los sistemas constitutivos; p~sa a replica­
ción e irrluca la reparación propensa a error ( "SCS" ) en bacterias 
laxl..+/rec:.+, y pueden o no sor EºlA+ y/o uvrll-. ) 
- - - R6.F { 13, l? y 20 
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de !:':-!!cha!! mayore• hacia el extre:no 3', a causa de la acci6n no coordina­

da c~n otras exon1.1:leasas 51 __.,. 31 ( 13 ) • 

e uarrlo no erlste la acción de polimarasa de Pol I (con o sin su 

activi::i.ad de oxonu:leasa 51 - 3' ), se tiena la acc16n de la Pol II o Pol. 

III, &stas enzi :nas precisan para su actividad, de le formación de una bre­

~ha !'.'.ayor hacia el extremo 51 , por lo quo se presenta la acción de una ª'!?. 

nxlea.sa 31 -i. 51 (Sxo V o VII) antas de la act:tvidad de res!ntesis do -

dicha:? pcli!'lGrasas, Al igual que con la Pol I, la careroia de coordinación 

con la actiVidad 51 -+ 3' exonucleolítica qm e.ctúe con la Pol II o ÍII • 

hace q_~ la brecha crezca también hacia el extrol!IO '.3' 1 teni~niose así wia 

mayor y nuís tardada rosíntesis que las 2 anteriores (fig. e) ( 5, 28 ). 

Una vea que el prooeso de reaíntasis y eaciciÓn ha concluido, -

la polir,-.arasa deja un .IDN discontinuo por mellas con extremos libres 3•-oo/ 

5'~fosfato. la ADN ligasa de!• ~ además de la presencia de estos extr_! 

nio.'l librees adyacen~es, requi.ere de ADN d.e dobJ..e cadena., da NAI> (ATP para .. 

la ligaz.a do 14), para la restauración del enlace !osf'odiester. La forma­

ción de dicho enlace, se realiza a través de la formación de un intermedi.! 

rio Em.itt;a-(li!I )-A.MN. La reacción de ligación es reversible. Lo .ADN ligas a 

puede act·ui':' co'!JO endonueleasa dependienta de AMP, relajando as! al ADN s~ 

par helieoidal. En!• .!:.ill la ADN ligosa 011 \lila sola lllOlÓoula polipept:ídi­

ca codificada por al gene li,¡> 1 tiene un poso molecular entre 741 000 a -

'TI ,000 daltones. La lirnBa de !• ~ no pueda ligar a ADN con malla en ~ 

bas cadenas, en cambio la T4 ADN ligasa si es capaz de unir esto ADN. 

Mutantes en la acti. Vidad de Jd>N ligas a son sensibles tl 11) acción 

de U,'i!. y »6 on comparación con las cólW.as silvestres. Esta enzima, al -
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igutJ. que la actiVidad de Pol I, se encuentra en tejidos et.r.:ariotes (fig -

16) ( 27). 

b).- !i!canis!llOS Postreplicativos (Procesos asociados a la recombinaci6n). 

Las alteraciones producidas el material genético qua no hayan -

sido removidas por los sistemas prerreplicativc:.e, bloqu.ean el proceso con­

tinuo de la replicación del ADN (lesiones no cod.1.fieantoa, también llalll.ll­

das lesionas inactivantes) 11 originan errores en la leetura (losionas cod! 

ticantea). 

Cuando la hetl'qullla da replicooi6n (replieón), al.cansa a una -

lesión inactivante no oscirdida, el apareamiento correcto da base an la -

cadena dal'lada so vuslve imposible. Se postula que la actividad 3'--+ 51 -

exonucleol.Ítica (prueba de la lectura) varU'ica el correcto aparoalliiento 

entre la 1110lécnla moldo y la base incorporada y puada detemr el proceso 

de la duplicación o síntesis reparativa en la rogi.Ón con una lesióu inac­

tivante. La s:!ntesis da la noova cadena se interrwqie para ser reiniciada 

en algún punto do la molécula del ADN, más allá de la lesión no codifican­

te. Como consecuencia se tendrán brechas en la cadena hija. Dichos huacos 

no pueden corregirse por medio de la reparación por osc:i.ción qoo requiore 

de una cadena complol!llntaria intacto y deban sor roparlldos l'lediante otro 

proceso. En este tipo do daf'!os 1 una cadena recién sintetizada tiona una -

brecha {ADN con poso molecular bajo) y la parental la las:f.Ón insctivanto. 

Si la brecha ha do ropararso eorractamsnte, deba recobrarse ls información 

faltante. Las brechas que provocan loo lesiones no codií"icantes on las ca• 

denas hijas son traMladadat.1, por 11l9dio de recoldbinnción a la cadona pro­

genitora intaeta1 toniémose ahora una cadena con la lesión, apareada con 

una cadon.a no dai'lada y otra doble hfilico con Ullil cedelltl no dai'Iada aparead.a 
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H:UANIS!-D DE AGCION DE LA .ADN LIG/SA 
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con una cadena con breeba. La priawz•a doblo cadena puede sor roparaóa por 

esciciÓn 1 la segunda por resíntesis de la brecha, generárdoae do esta -

t'or11111 moléculas con peso molecular norllllll. Las lesiones no codii'icantea -

se pueden presentar en cadenas oouastas :nqy r:erco una da la otra. Talas -

lesiones al replic arso orig:t.0011 brecha.a q uo se translllpan. S 11 ropareci.611 

no pll&de ser realizada por los sit.omas col'lBtitu:t:l:voo oelulsres, por tanto 

deben indueil'Se sistemas de reparación co!llO el nscs11 para restaurarlas. -

Alteracioms en los eistollllll.l enzi~ticos replicativoa y/o en prosoneia d11 

anilogos do baso, originan nnla :incorporación de bases (Mmin) qoo dará • 

por resultado errores on la región de replicación ( 24 ). 

Ls proteÍ!IQ RecA (prod.u:to e;ánico de ~) t!.om dos mv dife­

rentes tuncionssr es una enzima q1211 promueve la recombinación entl"(ll cedau 

naa de ADN, y es una proteasa qua regula las fancioms trSa:ivr. Bn la HCOJ! 

binación tal colUO OCUl'To en la reparación poctreplic&tiva, su prilllM'a f~ 

oión es promover el aparoamionta homólogo e~e dos mol.óculas da AD!J, es 

decir, juntar regi.ones con una secuo11Cia de bases cogplemntariao y ul~ 

laa de manera pr«:isa para un intercambio do cadonaa u RocA puede prOJ11a'ln' 

el apareamiento holllÓlogo, entre una cadona sencilla d1J ADN (o su eqtd.vala,E 

te; cadena doblo con brcoh&) y un dÚplox. Eote apaNard.ento tai•bión os 11;! 

vado a cabo con .AD?l circular tanto como linsn.11 pero no SBÍ con ADM dá,Plax 

intacto. 

No esta claro aún el l!l8Cani.01110 oxacto do apareallliento, poro ea 

probable que ol dúplex con una Hparaeión do cadena sencilla, y el ADff 1!! 

tacto, prinmro entren en contacto no 1t8pec!.rico mediante RGC A, y l1.1ego • 
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se muevan on relación con el otro, hasta que se alineen las bases 00111ple­

D1Sntarias. El present.e proceso requiere de energía, que aparentemente es 

suplida Por hi.drólisis de ATP efectuada por RscA, que adopta una coni'i~ 

ración activa al W'lirae a las brechas en loo dGplex. 

Son neeosaria.s grames cantidade; de proteína RecA (una ll'IOléc_!!. 

la por 5 parea de tnses) para el apareamiento homlogo. Una voz alineadas 

las moléculas, Roe.A promueve el i~ambio recíproco de cadena.a. qua se -

lleva a cabo mediante el crll3amf.ento de una cadena sencilla • 

.En presencia de ATP /1 RooA realiza el intar.aambio do o adunas al 

nrNerse sobro las reoléculas do ADN (núgraoión de rama). En forma complo~ 

taria, so requiere de la acción de alguna nucleaea para cortar las cadenas . . 

intarcambiodns 1 AI>N pollllll!lrasa para •rellenar• las bre4has, y una ADN li~ 

sa para restaurar la continuidad del dÚplex. En la reparación por racombi.• 

r~ión1 so h~an también eoll.¡lI'omatidos lOB productos gétd..cos de ~' ~. 

E!E! y otros, pero su papel no ha sido elooidado aún (fig. 17) ( 20 ). 

2.- Sistemas de Reparaci6n Indueibles Propomos a Error. 

Como ya manoionamos Recl.. tiene lunc:ionas de proteasa, como ... 

parta de un sistema regulatorio, que ha sido sofialado coltlO respol'l2Jable de 

la generación de errores al ll!Omanto de reparar lesion1»a que no pudieron -

ser rem<1V'idas por lO:S sistomns constitutivos de reparación. 

Rndman en 1974 llamó a este aieteJ!J.11 de roparación, llS<Blll par­

tiendo do la idea de que era indooido como respuesta de dal1o al .AD1J• para 

rescatar a la célula de una emrgencia; de hecho la reparación llS<B" es 

la lÍltima opO'l'tunidad de la célula para oobrevivir,, mey probableioonte con 

al!;'una (s) mutación (os), aunque en úl.tinsa instamia el resultado mutaci.2 

nal paoa a segundo término (toniénlose una gran veriabilidad genética en-
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MlCANISMl DE füCOMBIW.CION 
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tre la población). 

Evelyn M. Wittin en 1976, detini6 a la reparación 11 SO) 11 C!! 

llkl una actividad de roparación dal .ADtJ propensa a orrOl" , depend.ianto da 

!.!!:l.+ y ~+, imucida por agentes con la habilidad on común do da!'lar al 

Al>N, interr~ir su síntesis o hacerla J!És lenta ( 66 ) • 

Lu reparación llSCB• .forlll!l parto de un conjunto de .f'uncionas i_!! 

dooibles, regl!ladas por ·~2E.!t/l.exA+- y que en forma colectiva son conocidoa 

como rumionas nscs•. 
Las bacterias aon WI genotipo,!!!- y/o~- carec1m da mucbas 

f'UMiones :presentes en la cepa silvestre, en adición a la ausencia de l'e­

combi.naci6n, por lo que se dice que.!!,!!+ y'!'::::.!+ son gon110 altamnt.e p~ 

tr6piooa (tabla 5) º 

La inlucción de las !WlCiooos -SOS• os il'liciada pcr la activa .. 

ciÓn de Ree.A nl unirse a ADN dÚplex con brecha, quien abara fwiciona como 

proteaBa y rompa a la prote!nn LexA., qua ea el roprasor da todos loo gen9B 

conocidos como las funciones tlSCS• inclqyÓndose así lllialllO. DEI esta .t"orma -

las células pasan do un estado no illducido (con baja transcripción d6 loo 

genes reprimidos) a uno inducido. donde la síntesis de prote!nrui se elav.! 

granle!llDnta. Bste paso experilmntalmsnte puada sor bloqueooo en presencia 

de cloranf'enicol,, al iJliledir la síntesis protáica. Guamo se colqll&ta la 

rep.aración y todo el .AON ostá en !arma de doble cadena, RecA oo se activ.a 

l'láe como proteasa da LexA. La proteína LOJtA recién sintetizada ye. no es .:!: 
nactivada y puado rapt'illdr nuovalll8nte a loo genes de las 1'unéionas llSaltt,; 

la c~lula retorna as! al estado no inducido. 

Entre los genos roprimidoo por la proteína LoxA se han identif.! 

cado a~, ~" .!!!,!!1 uvrB,~, al geoo qoo codilice. para una prote!na 

i.nhibidora de la exonacleasa V, a.'l! como también la liberación del profago 



TADLA 5 I::fl!l:Tts I~lO'!nOPIC:OO ¡¡¡.; recA-/loxA- nn ll:ocherichia ~ , 

Fll:IDTIPO 

Sanisitdlidad al U,V, y a los r~os X. 

Ind1.1Cibil1ded del profa¡:o?.. por irradiación con U.V, 

Dogradac:l.Ón dal AJ)!l dospwls de irradiar oon U.V, 

Rcrtctivoción mut.agÓnica WeiirJ.a d<tl tago laml:da, 

Mutación Bacteriana (U,V.) 

lliV'iBiQn coltünr rotordnda doepuíe de irradiación 

con U.V, ( crocimionto f':l.lamentoeo ). 

S!ntesia awnentoda do RocAt oogu:l.da al tratamiento 

con U.V. t ácido nalidÍxioo. otc. 

Reparación por oxcioiÓn do "parchado 111~ gramo"• 

!rducibilidad do lan funcionas nscs• on mutantes 

.!:!!:.!· 
Rep~rn<:i6n posroplicati''ª aoMiblo a elaraaü"oniool. 

Habilidad de recombinación. 

Per1111nbilidad normal. 

FOBNTE1 Referencia 66 
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Rapara, "5CfP1 t :!.nh, 
da la exonuclo11aa ·¡ t 
rop, cadel'lB seno11la, 

Faso fágica lítica 

lnhlbidar de la oxo V 

Reparación "309 "• 

Reparación "3C6" • 

Inhib1dor del eepto. 

S!nteeie de RecA, 

Reparación llSC6 "• 

Funciones llSC6 n • 

Reparación "5CS", 

Ninguna. 
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lambda { A ) {fig. 18). 

Además se han identit'icado m~antas da !!!2!+ qua "encienden• 

las funciones "~HB" al elovar la tenporatura a 42"'0, ein requerir daiio .. 

previo al .ADN, dichas mutantes so conocen como~· ABÍ mismo existen -

'llutantos de ~ (zab· y~) quo son imapaces do ibt.ucir las funcio-­

nos l\SCB 11 , pero realizan on :forma normal los proceso do recombinación. !re 

as:Í como se ha propuesto qua RecA tiene dos sitios o regiones con .función 

distinta; una involucrada en la recombinación 7 la otra on funciones· de -

proteasa do LaxA. (fig. 18). 

El gen<1 ~ puede ser también mutado y obtenerse en esta for-

1'a,, bacterias que no 1rxluzcan bajo ninguna circunstancia flDlOiones llSCB•. 

como en el caso de laB lllutantes laxA- en las qw es producido un superro­

presor resistente a la acción de ReoA, ocacionárxiose un estado no irxluci­

do permanonto. Por otra parte, mutantes !E'" sintetizan una proteína LexA. 

no funcional 7 en esto caso, las .fuooiones l\S<Blt se expresan constitutiv.! 

:nanto on la cálula. otras mutantes como !!!!!?:• .!!!!'" ~ lex-ll3, expresan en -

forma constitutiva o nunca expresan una o variaB famcionea nscs•. Por eje.!! 

plo bacterias .!'.!!?- no presentan mutabilidad daspoos do ser irJladiadas por 

11,V. ; cepaB ~ expresan en forma constitutiva a cualqllier temperatura -

al inhibidor del septo, observátxioso por tanto un crecimiento filarasnto8o 

y, a la proteína RocA al elevar la temperatura a 42"C, teniéndose a las -

!u!'1lionetJ restantee no irxiucidae on forma normal. 

El gano ~ os importante en la itxiucción de mutaciones con:o -

respuesta a un dafio '81 .AD?l J m11C codifica dos péptidoe, uno m:iyor y otro 
·~ .. -

menor que nogún ae ha eugarido de alguna form interfieren con la repara• 

ción libro de arror 11 ocasionándose de esta tor111a la aparición de mutacio-



FIOUU lB 

.::.Stado no irrl~cido 

Esta:!o Irxiucido 

89.-

controlados par LexA 
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lPU!ml'Et Ref'erencia 20 



noa al mo111Bnto de reparar el daño. Atm cuando éste mecardsmo no •lSt.~ c.lan .. 

ea ha propuesto, q~ los productos gÓnicoo do ~ puedan !u;icor 'i11i":l.ele1.1" 

8 las pOlill\3réJB80 GJdstantes, altornndo Sil actividad de la prUDba de lec{;~ 

ra 31 ~ 51 axonuclaolÍtica, aunqUB no se ha podido descartar la pe.sibil,! 

dad de la síntesis de pollmrasas •1nneles", ausentms on estt.ldos no inlu­

cidos ( 20, 24 y 66 ). 
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CARAC'r'ffiIS TlCA.5 QE;NERA.I.&I DE LAS CEPA.5 pol A+ y poJ. Al - DE &cheriohia ~· 

La copa WJllO auxótrofa a tiht:l.na ( thr ) depen:le de ésta y 

de tiar.dna para su creciht:l.onto y, es normal on su actividad de Pol I, 

La cepa p34?8 th¡- también depen:le de tianrl.na 7 tintina para 

crecer, pero tieno activ:ldad de polimeraea red~ida ( 0.5-1.0% de la 8.2. 

ti Vi.dad normal de pollmoraea I ) • Fuá .aislada de la cepa WJllO thy- -

con el i'in de probar si la Enzima de Kornb.arg, era la responsable de 

la duplicación del 1118ter1al genético o ei sólo participaba en el meva­

nis1110 de reparación de dal'lo al ADN ( 10 } • 

.Aislamiento.!!!,!! cepa matante p'.3478. 

Para tal fin Da Lucia 7 Cai.rns, utilizaron a la cepa W,3ll0 -

thy- pol A+ a la qua sonatieron a la acción del potente 111utágano Dill • 

(H-llleti1-Nt-nf.tro.&nitr09oguanW.na). en mdio l.!qltido durante 20 mi.no Pa­

sado 6ste tiempo una alicuota da este cultivo rué sembrada en cajas de 

agar para aislar coloni.as mutantes. Dichas colonias se dejaron crecer y 

cada una fuá probada (miles) hasta encontrar a aquella que presesentó • 

actividad de .ADN pollmB?'asa reducida ( pol A¡• ). 

Para comprobar qua la cl~na p'.3478 tenía actiVidad de pollme­

rasa deficiente, éstas células fueron sonl.cadas y los extractoo enfren­

tados con ADN de tilllO da carnero también son1.cado en presencia da dATP, 

dOn>, d:Tfy 3ai'l'TP. Be as! que por roodio de la imorporación de la marca 

radioactiva ( contallaca/1111.nuto ) se demoetró que poae!a una actividad 

de o.s-1.~ da la actividad normal de' pol1111Jrasa. 
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Algunas propiedades ~,!:~silvestre ( ~~ ) z_ _!! .!!':~ ( .~ ). 

La cepa mutante al igual que la cepa original ao multiplica 

a la misma VeJ.OCidad, plXlen ambas crecer en agar il!Ínimo y en completo 

en un intervalo de tomporatura de 25"C hasta 42"1'.! ¡ Ju difaronc',<- d¡¡ -

la cer-ia original y la matanto en cuanto a crec:inztonto, aD qus ésta 61-

tima creco en un tamal'lo do colonia ligeramant.o más pequaf!o qus la cepa 

original, además do qua en ocasiones se ha reportado qua la capa mutada 

parece t<Jnor dificul:tad. en salir do la f'aso estacionaria ( aunque dicho 

1'enÓlll!lno no se ha estlXliado lo suficiente ),. Arnbas cep<io l'esultaron i­

gual~nte sensibles a la acción do los bacteriótagos T4 , T5, T7, lambda 

y áJ. J1174 .ADN. 

La cepa ailvesttre pol A+ es resistente a la presencia do • 

matil 111Btano sulfonato ( ioo;g de so·bravida ) , a co:icen-c.raciones que en 

el caso de lá cepa mlltada pol A1- solo se obtiene una colonia resiste!! 

te por cada io7 células, en presencia del mismo mutágeno, 

Orces ;r-Gross en 1969, reportaron que la cepa aislada por De 

Lucia y Cairm ( p)47S ), además de termr una actividad reducida de P.2 

liDm"asa, presentaba una gran sensibilidad a compuestos que daf'ian al -­

Al>ll como es el caso de la 1113 tr. V. 7 del metil mtanosul!'onato ya men­

cionado, seftalarxlo también qus este tipo de características depondia!l 

da lUUI sola mutación ( paso mutacional ) 1 pws cuarno se revierte di­

cha 111utació11, las cepas adqllieren poca sensi tülidad a la U.V• al JOS 7 

la actividad de poliia&raaa es Bimllar a la de la cepa original. 

Rn ese mlsmo reporte, esta pareja de investigadores identi• 
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ficÓ que la mutación qWI afectaba la actiVidad de polimarasa1 'se ellCIJ!!I 

tra localizada entre el gana imtE y rha1 aproximadanente al minuto 75 

del cromoso11a de ~scher:l.chia .E.2!!• La mutación ea recesiva con respecto 

al gene silvestre pues en una bacteria qua contenga a ambos genes (pol A+ 

y ~-) se ten1rá una actividad norllllll de ADtl poliimrasa. La mutac:fDÍl 

de la cepa p347S es de tipo ambar ( UAG ) 7a qua respon:le a los supi·ea_2 

res Su n+ y Su III+ ( supriioon dic~a mutación ) • Tanto la cepa silves­

tre como la mutada llevan a cabo la recombinación genética en forma no_! 

mal ( 10, 18 ). 

CARACTERIST.ICAS G.EmRAL&S DE LAS CEP~ reo+ Y reo· DE Bacillm subtilis. 

Aislamiento!!,! l! cepa ff-17. 

Esta cepa roo aislada de bacterias Karbur 15 argA.•15 trp..31 

a través del método de aislanrl.anto de uha colonia1 de quienes se obtllvo 

co:no una cepa receptora estable con propiedades transformantos, que se 

denon'!l.nó H-17 ( NIG 17 ) argA-15 trP-3 rec+. 

A.isla:n!..ento !!.!?. l! cepa l>S-45. 

e uando se sorotió a la cepa H-17 rae+ a la acción de MNm • 

( 500 ug/ml a pH de 6.0 ) se obttiVioron muchas colonias mutantes quo -

fueron sensibles a varios tipoo de radiaciones; estro óataa so aisló a 

una ce~a con gran aa:isibilidad a rayos _gamma y luz u.v. Dicha cepa se 

deno111inÓ M-45 ( ?/IG 45 ) argA-15 trP-3 rec-45, quo ora deticiente en el 

:r.ecanis:no do roco:nbinaciÓn dol ADtJ, al presentar baja capacidad de trm! 

torm.ar.ión ( on prosancia do J\DN transformante ) ,, trana.recoión ( con el 



t'ago Pffi I ) y, alta sensibilidad a la luz: U.i., rsyos gam:na, :irl.toroici-

D.11 C ~ rrnti1 metanos ulronato. Por otra part" presonta un mecaniamo de -

escic16n d" lesiones del AlH:' normal (Her+), al ieual. qoo la cepa H-17 

por lo que se puede decir que ambas cepas son pol J.+ ( 54 ) • 

.. 
\ 

.~ .. 



MA.'l'&RIAL y ME'l'ODOS 

La preparación de todos los f!IE!dios y soluoiones enpleOOc:a en 

las diferentes técnicas a realizar, estarán descritas en el apéndice. 

l.- Y~terial Biológico. 

a) Origen de las cepas de !· -s.2!!•. 

Las cepas do !• ~ pol Al- y- pol A.+ .fueron generosanente -

donadas por el Doctor Herbart S. Rosenlcranz; del Departament <>f Mtcro­

biology, Nw York lildJ.oal Collage, Valhalla, New Yorlc 10595. 

b) Preservación de las cepas. 

Las cepas estaban contenidas originalmente en pequsf'i.oe 'li:la­

les con m;idio semi.sólido ( al o.6% de agar ), sembradas por picadura. 

De los viales se toma una asada de bacterias, qua es disuelta en l!ISdio 

lÍqu:iclo HA+T y so realiza el aislami.ento por estriaa en cajas de agar 

HA+T ( agar al 1.5% ), se incuban a 37-C en la obscuridad. Una vez qne 

las color>ias asten bien crecidas 1 se pooon una por una en 10 ml. de llla• 

dio lÍquido HA+T y se incuban por agitación a 37"C en la obscuri.dad, -

hasta qua los 2 cultivoa alcancen la fase estacionaria, pol A+ a las -

le hr y pol A1- a lao 19 hr. A arilbos cultivos se lea verifica la actiV!, 

dad de polirooraaa I en forma irxlireeta, .al enfrentarlas a cornp1.19atos ~ 

r.ot~cos ( metil natEnosuli'onato, etil etanosuJ.fonato, cristal 'Violeta, 

etc. ) y no genotórleos ( cloranú'anicol ). As! mismo, do estos llrlsmos -

cultivos bacterianon so obtiooon reservas de cultivo primario y suboul-
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tivos ( rEJservas securxlarias ). 

Reservas ~,Cultivos l'rimarios. 

A porcionas do l ml de cultivo de pcl A1- o pol A+ de tue -

estacionaria, so les adiciona glicerol a u.na cor.:ontración final del iqg . 

y son almaconadaa a -:20"C. 

Ruervas .!!! Cul.tivos Sectm:iarios. 

Se hace crecer un cultivo primario tom.ardo una asad.a de la -

bacteria e inocular.do en 10 ml de medio l:Íqtli.do RA. + T, so ire uba 11. 37"C 

y se deja qm al.canco la faso estacionaria, tma vez crecidas loo copas 

"º ponen por lllllldi.o do estriado sobre tubos qua contengan agar inclillllcb 

o en cajaa con agar HA + '.!' ( lllÓtodo de BStriss on paralelo ) 1 se incu­

ban toda la noche a 37"C y se transfieren al refrigerador ( t. 't ) hasta 

su uso. 

Es 111qy importante qu.e a las ros6rvas socwxiariaa antes d& ,g 

sarse, se ver1fiqua la respuesta al cloranfenicol ( control negativo ) 

1 Jol!6; .< cont.rol positivo } por madio del eiwa,ro estarrlar. Si alguna e_! 

pe no responde a estos compuestos, se deba desechar y realizar otro • 

cultivo eeclll'IClario a partir. do los cultivos pr:11?1arioo. 

Para evitar qne la copa pol A1- reVi.erta a su fenotipo poU~ 

debe tenerse cu!.dado de taparla o incubarla en la obscuridad, wí co!QO 

no hacet'la crecen en medio completo, por ser m llllldio qoo f&voroclll.':Ía -

el desarrollo do la cepa pol A+ surgidas llXJlO~ÍDllo.lrl!lnto entn la pobl.,!! 

<11Ón de pol A¡-· 
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Los tubos o o ajas qua contengan e ul.tivos securxlarios, deben 

ser desechados al mes o lllflB '1 mdio, debiéndose obtener nuevas reservas 

para asegurar de asta forma que cada cepa mantenga sus características 

originales ( 53 ). 

e) Origen de las Cepas de Bae1.llus subtilia. 

Las ceplll' de B, subt.ilis reo+ y rec- fueron generosamanta -- . 
donadas por el Doctor Tsllll8o Kada,; :Institut• of Oanatics. Hisima., SizlJ2 

ka-Kan 411, Japan. 

ReGervas S!, Bacterias. 

s., toms una asada do las cepas y se siembra por separado on 

1:> ml de caldo nutritivo ( M¡,d.1,o completo Oxoid B-2 ) y IJ& dejan crecer 

toda la noche, para posteriormente tomar .3 ml de cultivo y adicionarles 

l ru. de glicerol al 5~. Se mzclan perteotamante y se congelan rápida­

~nte on hiel.o soco y so almacenan a -ao"C. 

Cuando las cepas son utilizadas para pruaba de genoletalidad, 

se descongelan y se siembran en lO ml de caldo nut.ritivo incubó.tdoso d~ 

rante lS hrs. e 37"C. Debon de someterse eri forma rutinaria a los con-

troles ( + ) 4-Ditroquinolina-l-óxido ( 4-l'QO ) y Jlli.tom:l.cina C { nd.t.C) 

para ascgurarao de que BU respuesta 13GQ la correcta. 

A partir de ostos cultivos bacterianos se obtuvieron le 1'0_! 

lllM usporu.1.sdas de las copas do !• subtilis. 



Obterx:ión ~ .Espor88 

A cajas con agar Sbaf'!w modificado se le agregBron 0.5 Dll. de 

cultivo dG toda la noche do la cepa M-45 o H-17 ( creci.do.e en caldo nu­

tritivo ). Se esparcen bien con un triángulo de v-ld.rio cm la superficie 

da la caja, sei dejan secar y se incuban a 3? "C darant~ 9 d:Ía.s. Pasado 

éste tiempo las asperas son raspadas con Wlll espátula 11stéril y coloca• 

das en 20 ml de medio ánimo de Davis 1"J.ngioli (M.M.I>.!{.), ee r1rnwpen­

den y se trans.i'ieren a tubos de contrítnga en porciones de S ro.1. 1 adicj,.!? 

nándolea entoncea lisozima a una concontracion final do 2 D!g/nil. y ce i.!! 

cuban a 37"C / 30 min. Peaado este tie:ripo se lMi agroga dodocl.l s ul!ato 

de sodio ( SJB J concentraei.ón final do U: >. se agi"ba y so deja ;i.ncubar 

a .37'0 durante otros 30 mln. A continuación, su ccmtrl.fü.gan los t1100a ¡¡¡ 

31200 rpm dutante 6 ml.n; se retira 01 uobz01Hu1dante y so lava 6 o tnás V.! 

ces con água destilada estéril hasta hacer desapm""Gcer üt espuma del d_! 

tcrrgente. Así. la pastilla resu1tanto so rosuspend& en 2.5 ml de agua des­

tilada/ tubo, se juntan todas las porciooos on un sólo y se ajusta el -

númaro de &SP.oraB a 3 lt io7 asparas/ Zlll de agua destilada estór.11, con 

ayuda de una cámara do Neubauor. 

Reaorva !!,! Esporas. 

Las esporas so mi:ultienen en susponsión con agua dflstilnda • 

estéril a tenn:>erntura ambienta, o a 4-t. Se ha visto qoo ésta Última • 

permito la Viabilidad de las oeporas durante 1 o 2 af'los ydepiña do ós­

to tiempo, so deben doeochar y obtener nuevas renorvas de esporao, -

para no correr el rioogo de qua las cepas esporuladas pierdan su.s mar-
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cadores genéticos ( 22 ). 

A partir de las esporas trunb1.én se puede obtenBr bacterias -

al sembrarlas en caldo nutr.itivo B-2 y,, dejárxlolas crecer toda la noche. 

o) HolllOgenado Hepático. 

~ .2.2 Itducción ,2! &nz:lmas Ml.crosomales !!2. Hígado ,2! !.!.!!!! .: 

Se utilizaron ratas macho de 200 a 250 gr de peso, de la cepa 

Wistar-80 a las qllB se les administró por vía intraperitoneal, 500 mg/ 

kg de paso, de aroclor 1254 diluído en aceite de ma!z a una concentra­

ción de 200 mg/ nil. Durante wi período de 5 d!as deapuás de la inocul,! 

ción, se mant11vo a los animales inoculados con alimento espacial para 

ratas y se lea permitió tomar agua ad libitUm. Veinticuatro hrs ª..!? 

tes de sacrif'icarlas ( cuarto dÍa ), se les retira ol alimento paro no 

el agua, esto es con el f'.in de que ol animal pierda grasa del hígado '1 

el howgenado no qoode grasoso ( S ). 

f) Preparación de la Fracción S-9. 

l'odo el material oc upado para la disección, as! co11JO las 8,2 

lQ:iiones qua so utilizan deben de osterilizarae previamente. 

Al quinto dÍa de trataml.ento las ratas macho son sacrifica­

das par descerebración. Se coloca al aninial en zona estéril que ss lo­

gra por ejemplo, con dos mach<lros Bunsen, uno a cada lado del animal -

Q\li3 ter.eirá la p!lI'tG abdominal hacia arriba. ~ta ~g:l.Ón se limpia perM 

fecta:ixinte con alcohol¡ con la eyu.la do pinzas y tijeraa aa quita toda 
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la piel de esta región, con otras tijeras f pinaas se quita el músculo 

del abdoman y se dejan al descubierto lae víscar4s. Con un joogo de -

tijeras y pinzas más pequeflos se retira el b!gado. De aquí en adelante 

todo el proceso se realiza a 4 't: con el fin de avitar la inactivación 

de las enzimas hepáticas¡ se coloca el IÚgado en un vaso de precipita­

dos tarado que contenga 15 ml. de una solix:ión i'r!a de cloruro de pota­

eio ( ECÍ ) 0.15 M y se determina el poso del lÚgado, aproxlmadamnte 

lS gr, se lava con la misma solución cuantw voces s'la necesai·io paJ"a 

quitar toda la sangre. En otro vaso do procipitndos se agregan ) ml de 

JIDl 0.15 M por cada gramo de h:Ígado. Se corta en pedazos pequol'!os con 

~rda de unas tijeras largas y se homoganiza por madio de un holllO~ 

n:l.zador Potter-El.vehjem. El homoganizado así obtenido ae pasa a Wl vaso 

de precipitados de 250 :nl. 1 de aquí oo transfiere a tubos de centrífuga 

se equilibran y se centrifugan a 9;000 xg a 4 "e durante 10 mi.natos. A 

continuación, el sobrenadanta ( fracción danorrdnada s .. 9 ) se enva1.1a en 

frascoe o Viales en diversas cantidades según se reqIDa-a, sa congelan 

en hielo seco ( apraxillllldamsnte 5 cd.n ) y se almacenan en un W.tracon-. 

gsladar a -sott: . 

La cantidad de Sa9 que se agraga en cada experimento ea su-

11amente illlPortante para obtaner LLna respuasta, poi• lo qua deb& tenorse 

precaución de avoriguar cual es la cimtidad Óptima antl!le de realizar -

cualqu:Lor prueba de geno·toxicidado Para lograr ésta objetivo, deba do 

llevarse a cabo una curva dosis·-ror.puast.a con una coooontración corotlí!l 

te de un compuesto con acción mutagéniea conocida y, que reqlll.era da El!:, 

tivaCiÓn nitabóllca con diferentes cantidadee de S-9. Los mutágenoa u.-
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tilizados para este e11Bayo fueron benzo (a) pireno y 2-aminoantraceno a 

una concentración dó 10 ncg y 0.5 roog por caja respectiva111ente. 

g} filzclas de Activación M3tabólica. 

l.- Preparación de la 1'8zcla S-9 / m.1 Ames y col. ) 

RADP ••••••••••••••••••~•••••••••••• 0.0030 gr. 

G-6-P ••••••••••••••••••••••··~··••• 0.0013 gr. 

Sol. de ~l 0.4,1ícl 1.65 H •••••••• 0.02 ml. 

Amortiguador do fOBfatos da sodio 

0.2 MpH: ?.4 •••••••••••••••••••••• 0.9 ml. 

Fracción S-9 .•..............••.••.• 0.1 m1 o seglÚl se determine * 

A•- La cantidad 6pt1ma de la tracción S-9 / ml. de M3zcla de activación, 

rué deternx1.nada por ensayo de diversas cantidades de tracción S-9 ( 20 

a 400 n-r.l/ m.1 de M3z.cla de activación ) según el mtc:do de A.mas y col. 

con 2 cepas de Salmoriella typhimuriwn TA 98 y- TA 100 con 2 compuestos -

pragenotÓXicoa control1 un hidrocarburo polic.!clico aromático { benzo -

( s ) rireno ) y una amina aromática { 2-aminoantraceno } ( l. ) 0 

2 ... PJ.•opare.eión de la K;izcla S-9/ml de .§.• ~ ( Byma.n y col. 19 } 

NADP ••••••••••••••••••••••••••••o•• 000023 gr. 

G-6-P • •• •••. ••. ••••••. •• ••• · •• ••. ••• 0.0017 gr, 

~l Oel M ·••••o••o•••••••••• ••o••• O.o6 ml.. 

!el O.l M ••••••o•o••••••••••••••••• 0.25 ml.. 

Amortiguador de fosfatos de sodio 

1.0 M pt: ?.4 •••••••••••••••••••••• 0.39 ml. 

Fracción S-9 ••••••••••••••••••••••• 0.30tn:'l.o 
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3.- Sol1.eiÓn de cofaotores para~· su.btilis ( Tsunoo Kada y •.::ol, ,1l ) 

Solución Amortiguadora de fosfatos de sodio •• , ••••••• 10 mH 

ffg:l ••••·•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• B f M 

!lll •••••• •• •••• o•••• •.••• •••••••••••••••.,.i;>••••·• •••••• .33 1 M 

PI= ?.2 

i 
4 •• Preparación de la li>zcla S-9/ ml ~ para!• !fil ( it: Clll'rol y Pipw ) 

NADP ••••••••••••••••••••••••••••••• Q.0015 gr. 

G-6-P ••••••••••••e••••••••••••••••• 0.00065 gr~ 

Sol. J.V:l2 0.4 M/ KCl lo65 M ••..... O.Ol m1 

·Amortiguador de fosfatos de sodio 

0.()52 MpHm 7.4 •••••••••••••••••••• 0.965 llll 

Pracci6n S-9 •••• •••• ••• ••. •• ........ 0.035 ml. 

2.- &tarial gu!mco. 

a) S1etanc1as da PrUllba. 

( 37 ) 

Loo compuestoa qu!m!.oos antipal'asi tarioo f'u.eron obtomdcis da 

diferentes industrias farmacóuticas, 

Com,pues tos Anti ami bianoo. 

La dehidroemstina, al difosfato de cloroqul.na do 1aboratori.oa 

iiíntrop; diyodohidroxiqu1nolina y yoooolorohidroxiquinollna da laborato-

ríos Caroot. 
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Comp119stos Antihelmínticos. 

El hex:l..lresorcinol, hidroxinaftoato de befenio y mebendazol 

de laboratorios Columbia; n1.closamida de laboratorios Bayer¡ pamoato -

de pirantel de ICN Far-macéuticaJ palllOato de pirvinio de laboratorios -

Columbia. 

Compuestos Comrol. 

Como controlea negativos so 186 al clorantenicol levógiro -

de laboratorios z.bgararma S.A.y 8111Picillna de laboratorios Carnot. Los 

controles pooitivofl fooron1 Ciclof'oafan:d.da de Scbering li!x:icana S:.A. J 

furazolidona de lab. ColwnbiaJ diclorhidrato de quinacrina, 4-nitroqtJ! 

nollna-1-ÓX:ldo, banzo (a) pireno, 2-aminoant;aoeno, etil matanootüfofl,! 

to, l!latil ntetanosul.fonato, n:d.tontl.c:l~ e, 2-antl.no .f'luoreno y cristal -

Violeta de Sigma Chend.oale J N-mati1-N'-nitro-N-nitrosoguan1dina de Al-

drich. 

El solvente utilizsdo fw el DM>O (dimatil aulfÓ:rldo), a -

excepción del difos.fato de cloroqu1na, dehidroelllStina y clorhidrato de 

qu:inacrina que fueron disueltos en agua destilada estéril. Se sabe que 

un compuesto que ha sido preparado en un solvente y se congela, pierde 

su acti Vidad química, Para ovit.ar tal efecto todas la solooiones se I1'.! 

pararon el d.Ía do la elaboración de cada exporimanto. 

b) React1.vos. 

Fosfato dibáoico de potasio ( K~P04 ) 1 fosfato monobásico 



1.':1 •• "' 

de potasio ( KH2P04 ), fosfato dibásico do sod,j.o ( ria
2

Hl't1
4

,:'.21-:;;{J ;, fo2 

fato monobásico da sodio ( NaIT2P04.H2o ). citrato de Bod:io dilú.d~·at.;do 

( Na~6H5o7 • 2H2o ) ~ sulf'ato do am.onio ( MI¡. (so4)2 ), sulf,lto d•:1 l!\l\gns·.,io 

heptabidratado ( 1~04 .?H2o ), sulfato ferroso ooptcllidratad,1 { Fü.'304•• 

?H2o ), clorlII'o manganoso tetrahidratado ( tt!Cl:?o4H
2
0 ), nitrato do ca!:, 

cio tetrahidratado ( Ca(N03)2.4H20 ) 1 cloruro de potasio ( KCl ) , dex­

trosa anhidra ( C(¡Hl.206 ) , cloruro de :n11gms:l.o ( Mt,Cl2 ) , dicromato de 

aoiio ( t1a~r2o7.n2o ) , cloroformo ( CHf l ) fueron obtenidos de Baker 

Analyzed Reactivo. 

La tintl.na, clorhidrato de tianñna, lizooi11Ja, D-gl u:oaa-6-fo,! 

tato, bata-n:iacin-adenin-dinucleótido i'osfato, dimetil au.Uóxi.do, se o_!? 

tuvieron do Sigma Cham:loalo, hidrollzado ácido do oasa:l'.na, púrpura de -

bro!llOOrosol (in::licador de pH 5.2-6.B), dimstil slll.fÓXido do Mu::·k) dode·· 

cil sulfato de sodio de Bio.Rad Laboratories J ácido sulfúrico :l.rr:hmtrial 

de reactivos Anal:!ticos Rensol; Aroclor 1254 do Anal9.bs IlC. 

e) Equipo. 

Plaooha de calentalll!ento para 60 tubos Multiblok Hontex• o.a M 

temperatura regulable y un uw11elador para tubos S upcr-ndxor de Lab-Li­

M Instrumento I!C.; plancha de agitación magootica do Laboratory Stir­

rer1 potenciÓl!t3tro Zeromatic II y centrífuga cl:!nica dv B<Xlk:nan; bafio -

da agua con agitación y temperatura controlada y un 5l.lcroacop1o Óptico 

da AID3riean Optical; alltoc.lave Cycloll!3ticontrol de 1'1".arsh Irstrwmnt Co!l 

paey; un c11enta colonias New Brll.llStt"lck Scientific; refrigerador y cona 

€Olador de '• "C y 2.0"C respectivamnte de IEM do Mfud.co; ultracone;ela:lor 
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de O a ·100-C do KelVinator Comercial Products I?C.; balanza analítica 

de !16tler; centrífuga Survall RC-5 Suporspeed refrigeratad. centrifuga; 

incJbadora ajootable y horno para $ecado de material. 



Escherichi.a ~ 

1 0 • El'SAYO DS JH'i.BION E:N AGA.'i SIN S-9 ( EN3AYO .&STA~DAR ) • 

A partir do las reservas sac urrlarias,. so preparó un cultivo 

de toda .La noche ( aproximadamsn~e 2 X 109 col../ull ) sembrando una ªª.! 

da de bacte!""las en 10 lll1 de :nodio HA+T líquido G inctfüán:lolo a 37"1:: 

con agitación durmrte lS hrs paru la WJllO pol 1.+ y 19 hrs para la º! 

pa p3478 pol !.1-. Ambas cepas se incuban en la obscuridad. 

Del cultivo do toda la noche se toma 0.1 m1 en un tulx> con 

tapón da rosca estéril y se adicionan 2 nü. de .agar r.er.tiaÓUdo HA+T :na.!! 

tenido a una temperatura entre 42-47"C. Se ll1!3ZClan y so vü.Tten en una 

caja de :mdio sólido HA+T, esparciendo perfoctaruanto con '1.11 mortm!.ento 

rotatorio, se coloca en una suparficiei plana y oe deja solidificar ( .l! 

prOXimada:nente 5 minutos ) • Cuando la suparficie del ager ha solid.i.N.· 

cndoB se coloca on el centro de la c~jo un disco de papal filtro de a­

prox:illl.!!damanto 6 l!E'll de di.Úmatro (tipo antibiÓtí..co) estÓril, SG le lldi~ 

ciona a éste 10 o 20 11J:l del corapuostoo Despuá3 de la incubación en ·• 

la obscuridad a 3?"C d.urnnte lfluí'1..4 hrs, se :u:i.den loa d:!.á!!lJtros do irih! 

bición do crecilllionto~ 

Sa puede también ut.ilizar O.l nü deJ. cultivo dUuido 1110000 

en lURar de las bacterias no diluidas, ésta mod:1f.icaci6n dá m.1s sensilJ! 

lidad al ensayo y ov:l.ta la presoncia do halos d.oblos de cracimionto, -

qoo so llagan a obtens?' con el u1-io del e ultivo cúncentrado. 
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&l disco da papol filtro puede ser sustituid.o si se practica 

la horadaci6n de un pozo on ol centro de la caja de aproximadamente -

12 = de diámatro ( una vez seco el agar semi.sólido con las bacterias ) 

A continuación sa sella con 0.1 ml de agar semi.sólido, de tal manera -

que el pozo quede con una capacidad final de 100 '111• &ta seguma rnodl 

ficación al método permi.te la aplicnción de una 111Byor cantidad de com­

puesto de ¡:ruaba ( 100 '111/caja ) • . 

Interpretación~ Resultados. 

Un diállletro de inhibición de crecimiento r:e.nor para la polA.f 

en relación con el de la pol A{, se considera corno respuesta genolatal. 

positiva ( + )J cuarrlo loo halos de inhibición son igualesJI el compuo! 

to no es genoletal ( - ). El presente criterio da interpretación no e_! 

tabJ..ece un niinnro nxínimo de mm de diferencia entre pol A+ - pol A¡•, -

p3ra comiderar a un compuesto negativo o positivo ( 6? ). 

2.· E?B.A.YO JE SIBFEN>ION LI~llIDA lmIFICADO SIN S-9. 

En aste ensayo tarubión se utiliza un ctütivo de toda la no­

che ( con los tiempos do incubación arriba 11)3ncionsios ). ll número • 

de bacterias se ajusta en lo posible a una conc~ntración final de 2,000 

a J,000 unidados formadoraa do colonias/ ml de madio líquldo HA+T. En 

un t11bo do tapón de rosca se colocan O.l ml de esta di1ución ( 200 a -

,3')0 u.r.c./tubo ) y se les adiciona 20 µl. del compuesto do prueba o sq! 

vanto. So mezclan perfectamente con ayudl'l do un vórte.x y se incuban d,.!!­

rante 2 hrs a J?• e con agitación baja. Al térml.no de la incubación, -



ratura de 42-47•c, So 11D1.clan rápidarmmte y ae V16rten an cajafi do ~-

gar sólido HA+T; so dejan solidificar y se incuban a 37"C dur1nntt3 24 •i 
36 hrs. Cumplido ol tiempo de la incubaci.ón, Sfi cuenta el núiooro de -

colonias sobrevivientes y se calcula el % e :fo:lico de supin"Vivencia P.! 

ra cada co:npuesto. 

Intarprotación ,!!! Resaltados. 

El % de supervivencia so calcula al div!dir el número de C,2 

lonias sobroviviontos con el compuasto de pruabaJ e11tre el número dlil -

colonias sobrevivientes con el solvontc correspond..i.ento. 

El :Índice do supervivencia (I.S.) se obtio1» al div:l.di.r el 

% de su:PorVivencia de la pol A1- entro el de la pol. A+. I.S, ~ 0.95 -

se imorprata cont0 compuesto no genoletal; I.S. entre o.S.5-0.9.5, so -

considera co:no compuesto do actividad gonolotal du:losa; I.S.< o.as ee 

toma colllO un co111pU8sto genolotal { 58 ) • 

. 3.- 8'18AYO DE DIF!5ION EN AGAR CON S-9. 

Para este OT13<1)'0 se utilizaron las mismas e :m:licionas mn­

cionsdas para el mátoclo sin S-9. So deben tenor bacterias concentrllld.as 

o diluidas ltl0,000 ( 0.1 ml ) junto con los 2 m1 do agnr de 81Ip0rficie 

y so agregan 0.5 ml. do M!zola S-9, pi:Qparada según Aims 1 col..aboredores 

( 100 pl de homogenado/ m.1 de mezcla do activación. }. Una voz seca la • 

s uperfioio de la caja se coloca un d.ioco de papel filtro 1 al que se le 

aflad1.t 20 pl del compwsto de prueba. Se incuba a .3?"C en la obscuridad 



durn.nto 24 bra. La interpretación de resultados ea la 1111.ema qua para al 

ensayo de difusión en agar sin S-9. 

4.• E?SAYO ll& SU>P.rl?SICJN LIQIIIDA.CONS-9. 

En éste ensayo se utiliza a las bacterias diluidas ( 21000 

a J,000 u..f.c./ ml de raadio HA+T ) y se toma una al:Ccuota da l o O.l ml 

'Jn un tubo con tapón da rosca, al q·ua so le adiciona el compuaoto de --

prueba o solvente (10 o 20 -pl), a ésta nazcla se le agrega diferentes -

canU.dadea de 11)3:i;cla de activación 5~9 y ea incuba durante 60 a 90 min 

a ,37"'0 con agitación lerrta ( ver tabla 15 ). Al término del tieqio de 

inc11bac1ón, on los ensa;yoa l el 4 se toman 110 pl de la mzcla incuba­

da 7 se adicionan a un tubo con 2 ml do ager semi.sólido HA+T. En los º.!! 

sayos 5 el 10 ss agregan d.i.rsctamante los 2 ml do agar semiaÓlido. En -

aJUbos casos so l'i!Bzclan los tuboo y se vierten en cajas dtJ agar oÓlido, 

se dejan solidificar y se :incuban on la obscurldad a 37"C duranto 24-.36 

hrs. 

Jll cálculo del % o I.S. , se roliza como ya se ind.1.có ant0-

riormsnta. 

5.- EltMYO DS Mr:cROSlBPEIBJ:ON { M.S.A. ). 

De un cultivo de toda la nochB en 10 ml do lllSdio líquido -

ru.+ T ( pol 11¡- y pcl A+ ) a J?"C con agitación, se ajusta una BUSP'J.!! 

sión bacti>rillna a aprorlrnadamonte 20,000 u.f.c./ ml do lll!ldio l:!qtdd.o. 



lºr Paso.- Sa egregan 50 )ll de !:J?:id.to líquido del poao l ~'ll l.:i:., 1\;'I '~11;:, 

m!.croplaca de plástico desechable oatéri.1. 

2• Paso.- So añadon 50 µl. del cornplll.lsto 111 pono nÚJMro l. y 81} hae&n .. 

diluciooos dobles dol pozo l a'J. 12. 
1 

3° Paeo .. - Se adicionan 50 pl do mozcln do activación s-9 o soluciÓJJ -

de cof'nctorea (preparlda sagún ?<b Carrol, Piper y Xeech) BJ! 

gún san ol caso., dol pozo l al l2 ( * ). 
4• Paso.- A. todos los pozoe de prueba, so lea afiado 50 pl de la aus~n 

sión bacteriana 20,000 u.f .c .. /ril con lo c11ol, ahora c11da -

pozo contiell9 11 000 u.f.co 

Sº Paso.- Se mezclan perfectamente todos loo pozoae 

6° Paso.- So Cierra la mioroplaca y se sella, pcn-a IWitu• una excosi­

va waporecióno 

7• Paso.- So 1oouban a 3?"0/ 24 bra sin agi t&oión en la ob3cl!ride.da 

e• Paso.- Se determina la concentración mrdma inhil».torla ( CoM.I. )o 

C.MaI·o ·ee la concentración mínima do un compuasto, capas de i.nhi.bir ei 

creci.lllf.onto bacteriano. 

So determina ol Últi~ pozo sin credmlento bacteriano apa­

rento. Loa pozos con creeirdnnbo :p'l."'eBontan tUl•tcl.di:a y las claroa inb.i~ 

( * ).- La solución de cofactOJ:'ea so p¡.•ap;n"a igual qua la mzcla do ~ 

tivaeión, psro no lleva S-9 ( O p.1 do fio¡;;cc:tó11 ."J-9/ m.1 do sol_!. 

c1ón ), ésto so sustiteyo por aolooión nmrtiguadOl'a~ 



lll.-

Do:i o más pozos de crecimtento a favor de la poJA+ oon res­

pecto a 1a poll.1- 1 se interpreta como actiVidad genoletal positiva (37). 

Para .facilitar la detwmtnao1Ón del crecimiento bacteriano, 

se pU:!da utilizar un iniic&dor da ).i!, púrpura de bromocreaol; a cada -

pozo so lo afiado 10 pl (do una aolui;ión 2mg/ml de Bgua dostilada) y se 

obs\n"V'a ol color producido. Un color azul obscuro indica ausencia de -

crecindsnto¡ ID1 color varde-amarilltmto indica la presezx:ia dG íste. 

Bacillus subtills. 

1,- mTODO RAPJDO D& J!S:'IRI/a SIN S-9. 

Las cepas H-17 rec+ y M-45 rec- se hacen crecer en 10 ml do 

caldo nutrivo E-2 Oxoid o Nutrient Broth Ditco, con agitación a una te.!! 

poratura de 37"C, durante toda la noche. 

Cada cultivo se estría en la sllp6rficie seca de una caja de 

medio conrploto y se doja secar. Las estrías se hacen do tal .forma q\IJ -

tangan un ángulo t\e aeparación de aproximadal!J'nte 45 grados una con~ 

ptJcto do la otra. So debe evitar que so junten ambas ostr!as, so coloca 

un disco de papel filtro estéril· conteniwndo los 20 pl del compuosto de 

prumba o eolv1tSme. fil disco se poM on el oxtremo dol'rl.111 ambas estrías -

están f'ormarxl.o sl ángulo ( nr figura 24 y 25 ). Se ireuban a 37-C/ 24 

horas y ae det6rm1.nan las zonas de inhibición de crocimtonto. 

A &"te niótodo s• le pl.t9don hacer dos modificucionast la pri-



ll'lOra es utiliz~l" bai.!tt'l'ias congoladw; a -80\1" un lugar 1111 J.aa d.,, .;ultl_ 

vo da teda la nochf/J; '1 la sagu.nd& es realizar una incubación tria ( '• "C) 

durante 24 brs,, pr!iVia a la ireubación de Y,"C { 22 ). 

Interpretación~ Resultad.oo. 

So considera como CO!!!pWllto genolet.al, a aquel qti.9 genera re 
nas de inhibición de crecimiento meyoros en M-45 que en la H-17. La di­

.fororw:ia de inhibición dobo ser mayar o :l.gual a 4 l!ll1I para considorarseJ> 

como ras puesta genoletal pos! tiva ( ·~ ) ( 62). 

2.- R?S.AYO n lUl& 11 COlT ~ SIN S-9. 

En 11na caja de fJllltri vacía ea porran, 1:00 }11 de una a1>:1psn­

sión do esporas con una coooentril!CiÓn do 3 X io? 11JSPf!t'SS/ llll do aBW! " 

destilada osteÍril. Se adiciona a continusción lO nü. de· agar completo 

samisÓlido al 0.13% con una temperatura do 1.2-45 "C. Sa mazclan perteo­

ta11l9ntG ol agar y las esporas, con un moviml.onto rotata:rlo 1 s~ do jan -

solidif'icar en una superficie plann durante aprorlmadamant#i 10 mnutos. 

So coloca en el centro de la caja Wl disco d0 papel filtro est&rU, al 

que eo le agiegan 20 pl. dttl compuesto de prueba o solvento. Se incuban 

a )'7"C durante 18-24 hro y, se ndd« el diámetro de inhibición der or.! 

oimi.onto., 

En ésto enal6"o talllbi.én, se puad.en i~ ubar las oajrui a 4 «e / 

21+ bra antes de pasarlas a 37"'C y, utilizar bacterillfl en sustitución ·• 

de esporas ( 22 ) • 
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J.- .E~SAYO • ruJ: " CON ESPORAS Y S-9 

El mtodo es el mismo q11a para el ensayo llJUI:" sin S-9, la -

única modificación es la dtt ai'ladir O.) id de la mzcla de activación -

S-9 preparada ssgún ~s y col. junto con el O.l m1 de las esporas ( 22). 

Todos los ensayos con s .. 9 llevaron su control con la solución de cofac­

tores correspondiente. Sl volÚ!llen de la .fracción 5-9/ ml de mazcla de -

activación es sustituido ( como en él caao de !• ,.!:.2!!. ) por el am:orti.gu.! 

dor de fosfatos empleado on cada mizela de activación. 

4.- omcs &la.AYOS CON .ESPCRAS y S-9 • 

.&.).- A un tubo con 2 ml de agar con¡üeto sellll.sÓlido al 0.8$ se le adicf,e 

na O.l m1 de esporas 11-17 o M-45 { 3 X 107 esporas/ ml de agua de.!!, 

tilada csté1'il ) y 0.5 llll de la lll9zcla do activación mstabólica • 

preparada como itxlica Amaa y col. ( ver sección 111aterial biológ1-

co }. Se :'llOZcla con ayuda de un vórtax y sa agrega. en cajas coo 

agar comploto sólido. Se dejan solidificar y posteriormante as los 

coloca en el centro, un disco do paJ;lOl filtro q1111 contieno 20 pl -

dal compuesto da prooba o solvento. Las cajas se inc11ban a J?"C '!!! 

rante 24 horas on la obscuridad, 

:a}.- A cajas dG K.M.V .B. sólido complennntadas con 10 'Jl& do trp y 10 1lg 

do arg/ ml do agar, Bl'J los adiciol'l!l O.l ml de esporas H-17 o M-45 

y se asparcon con ¡zylXia de un triángulo do vidrio fla?Mado oon al­

cohol. s~ dejan sec8.t' y aa hor2dan :.? f>!>ZOS por caja, so sellan con 

5 go•as ds aglill" sólido del mtarno medio. A astoo rozos se los alfadai 



100 1Ü de una lll!lzcla que contien~50 \l1 dirl compuostc) da pr.~'h:., e,¡ 

un pozo y solventa en el segundOJ a ambBll se les adicioM 50 1u dei 

la mezcla de activación preparado como i!dica Amss y col. Las ca."'¡1¡3 

se incuban 24 hrs a 37"C. 

Q),... Para éste ensayo se utilizan cajas de ti.gar sÓlldo de M .. K.V.B. CO,! 

plelllDntadai:i con Zf, d~ caldo nutrl tivo Oxold ( v fa). A ésta.a so las 

esparce 0.3 ml o 0.5 ml de la ~zela de activación mtab6lica pro·· 

parada conf'or1ru1 a Amas y col. con cywa do un td.éneul.o do vidrio 

fia?MladO en alcohol. Las cajau se dejan oec!ll' y poaterl.or:rante: se 

estrían asmlaa do las esporas 14--45 y H-17, aagún el mátodo rápido 

do eatr!as ya descrito. La mitad de las ea.jas 21e ircub~m a 1, "e 2!1 
rante 24 bra antes de pasarlaa a 3?"'C. Las restantos S<D ineuharon 

directamente a 3?'t: doranttJ 24 horaso 

D).- Preillcubación S-9 + compuaato. 

Al igual. que en el einsu;yo anterior,, ee utilizan cajas da agar eóJ! 

do de M.M.V .D. + 2% do caldo nu.tritivo ( vol./vol ) • A estas cajas 

se les practica le horadación de 2 pozos. Se s~llan y se estrían m 

las esporas a partir dG cada pozo { \Ulll estr!ll. H-1,5 o R-17 por po­

zo ) , después a cada pozo se le adiciona 100 )ll de uns m1!'2Jcln: coj!. 

p!Je8to-mazcla d3 activación o solven·l;e-rnezola dt1 acM.v.;.ciÓn (Z.: l) 

iZJCubada proviat;snte duranta 2'.J min a .37"0 on un tubo de •rldrlo con 

tapón de rosca. La ll:Bzcla do activación Sl'Jl pr0paró ael~ún Am:is y -

col. Las cajas se incubaron 24 hrs a 3'/°'C~ 

El.- A una caja do potri vaci11, tie1 lo ro'h,id"' 0.1 iitl d~ oopor:.m H-17 
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o M--45 ( de una suspens16n de 3 X 107 esporas/ ml de agua ) + 0.1 

ml a 1 ml de f'racci6n 5-9 ( homogonado ). Sobre ésta caja, se vie! 

ten 10 ml de agar completo semisÓUdo al o.8% iJif'co u Ox.oid, En -

el caso del Banzo (a) pireno, so usaron 5 ml da asar semi.sólido por 

caja y 0.05 ml de esporas. La teqieratura dol agar dooo 11er entre 

42 a 45 "C. Se J"Mzcla la caja porfecta!ll!lnte por rotaci6n y se de­

ja solillificar sobre una s upel:'.ficie plana. Despu&a de 10 m!.n, e-a -

colcea on sl contro do la caja, un disco da papal filtro estéril ... 

con 20 pl do solución de cof'actores proparada según T, Kada y col 

( ver irciso g de la sección do material biológico ). Al ndsmo di! 

eo se le al'laden 20 µl del coropussto de pl"mba o solve~e. So incu­

ban a 37'C durante 24 hrs en la obsctn"idad ( 21 ). 

F) .- &ns ayo de ~crosuspensión ( M.S .A. ) 

Método de Mi.croplaca 

De un cultivo de toda la noche en medio completo Oxoid o Difco1 se 

ajustan las bacterias a una concontración de 201000 u..r .o./ 1111 de 

:roedio líquido completo ( 38 ). 

l\!r ·Paso.- So ar,regan 50 pl do 1111Jdio líquido coI11Pleto , del pozo l al 

12 en IIl'l.a microplaca estéril. 

Los Jl<t:IOS del 2 al S .:1on idénticos al M.S .A. do !• ~· 
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En e uanto a los compoostos ant.iparasi ta.rloo qll<l IH'l ev11l um·átt en 

éste estudio, pode!llOS moncionaT alganos datos pr.ovios aobra na. genotox:l.ci­

dad reportados en la literatura. Bignsm1. en 1974 ( J ) rofier.e qua la iod,2 

clorob:1drox1quinollna imw:o mala aogregaeión crozaosónd..ca en A.sP!!gillus y 

mutaciones en un sistema baetoriano no (jBJ:X'Citi.cado. Otl·11s publ:1.cnciorss -

eeflalan que ol mabsmazol no induce mutaoionoa en §:• .!rn:)~~ ( 60 ) • -

Bn lo//6 Rosenkranz y col. (48) reportaron qua ls el.oroqui.na 1.nt.erscciona. -

con el ADN e inhibe el crecimiento de un!:l cepa de Eschnricbia ~ (dsti­

ciCllnts en la enzima de reparación del dafio al .llDN• la pe>lilllG?'asa I)" Kac­

Phee 7 Poogw en 1917 ( 33 ) ovaltW'on la capaeirJ.atl de e.cho dl'ogas antih&_! 

m!nticas, do induc1.r lllUtadones génicas on bacteril!S ~· ~~} erz..­

tre las qua se or.caantran el emboato do pirantel y la rdclosaruida quia m -

tu:vieron of'octos mtxtsg&nicos, y el emboato de pirvinio qua ir:dujo dichos ! 

fectos sólo en prese=s do üi.o enzimas ml.crosomalar.t de b!gooo de rat,a • 

.ltn 1978 (64) en un osttxlio do 25 drogan antihelmínticas ontt'll 

las ql!& so encuantra a la claroqui.na, obtuv.l.eron rosultadco nogativro en -

Bacillus snbtilis. miantrari que en:!• 3J?himurium, al b.acal' interacoiollB!l' 

este msd,icammJto con mtritoe en lrl.ldio ácido y a 3?'\! reeuparó derlv&dooi -

con capeeidad latltagémca. !n este ldsmo reporto 'l'td:.ibrm :r col. t.amhl.én r.! 

portaron qoo ol hidraxinaf'toato do b3terd.o, el pamoato de pirantel. y da P.!: 

TI.ni.o dieron rosultadoa negativos en la Jll'OOba do roocmhiMción de ~· ~· 

~' más no as! en:!• ~~ on ol ensayo con nitritos. 

SobUpbaeh en 1979 ( 56 ) , al. igual que en nuslltl"o laboTatorl.o (8) 

enoontró que la cloroqu1na irrlw::e mutaoionos por corrJ.m:!.ol'!to on ~· typhi~ 

~ 
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En nuestro laboratorio se encontró que 1 loa compLWstos antia-

mi.bianos emtina y cloroquina iniucon mutaciones por corrim:l..onto, al igual 

quo los antihelm!nticOl!J niclosamida y pirvinio. Este Último, indujo además 

mutaciones por sustitución de base. La niclosanrl.da as capas do irxlucir mu­

taciones por corrim!.onto en~· typhimuriwn al eer activada por ol siotelllll­

S-91 rosceión qua paroco teiabién llevarse a cabo !!! !!!2 de oo uord.o a lo 

que se realizÓ en ratones (a ). El pamoato de pirvinio a su voz indujo ID.!:! 

t&eionos por corriml.onto y sustitudÓn·de basas, tanto on proaamia como -

sn auseooil\ dol sistema da trans.formaoión 1119tabÓl1oa. 

En el :n:l.BlllO esttllio dieron resW.tadoa negativos los antiamibia­

nos dilodohidroxiqu:1nol1na a :l.odocl.Qrohidro:ñ.quinol:tna as! colllO los anti.he~ 

m!nticoar befenio, hwdlrosorcinol, mebondazol.,. piperacina y pirantel. 

So deraomina Antiholidntico a loo i'ármscos quo se oJ'ti)lesn para -

libr.ar al organismo do los gusanos qtl(t reciben el nombre de helmíntos. 

El vocablo antihelmíntico no deba reservarse p&Ta loa tármacos­

qua aetuan localmente para exptilaar los guaanoa del tubo digestivo, porque 

hay helmíntoa qll!I invaden también los domáa órganos y tejidOlllo 

So denomina ant1.amlbianos a los fármaoca qtta se el!lPloan para J.! 
brar al organiamo da los paráa:Ltos que reciben el nombre de amibaB, no im­

portando que éstll8 sean de tipo :!.ntestinal,1 hepáticas, etc. 

lla;y medicamsntos objoto de nuestro estud1.o ciwa acción fU"maco-

1Ógl.c~ no solo es útil en el tratand.ento de ha belndntissis o amf.biasis -

aino qua pooeen propiade<les qlIÍm!.caB para curar otro tipo de par~itoeis -

humana1 an el presente capítulo, se hará rmo:ión sólo a la acción a1J1! 

helmíntica o antiamibiana da lo:i .fármacos, sin referirnos a sus otras IUl­

eiones o prppiedadea !Mdicalll8ntosas. 



~NflAMIBIAM:S 

DEBIDROEMETINA 

Fór01ul.a Estroot ural 

Fórmula Qu!mlca 

C2CJH30N,204 

~ QIJ.Úd.co 

tl\f' 

P.~ 4'18.61 

· 61, ?'• 9'• lO• tetramatox:i-2.3 dehidroemetano. 

ua ... 

La debidroelll6tina es un poJ.vo blan::o cristalino, solubla en a­

gua y en alcohol. 

~ Antiam1b:l&nr.a. 

Se ha esttñiado la relación estructura ql!Ímlca y actividad an~ 

ld.biana de varias suatancias ai'iMa a la dehidroamatina, poro ninguno de -

loe muchos derivados ensayados, tanto !!! ~ como !!! .!!:!.!!• se p\Wde eumr· 

parar con olla en cuanto a potencia am$.b1cida. 

La dohid:roematina comorva las propiod.zdes antial>li.binnae de la 

omatiml poro con raGnor taxicidadJ la primara difiere del al.ca..1o1do origi­

nal en la rol.ta de hidr6geno on las po:sicionos 2 y 3. 

La dohidr0'3rootina tiene acción directa oobre f!• bi:!ltot:tics y 

es mucho ll!IÍB ef'icez contra l&S formaa lliÓv-llas q_Wl contra los qui.atea¡ ca~ 

sa la degeneración i:lel núcleo y la reticulación del citoplasllltl do la 411Il­

ba; acaba oon los parásitos por b.pedi.r la 111ultiplicooión de los trofoaO;! 

too. Inhibe la síntesis proteica, tal voz al evitar la WliÓn dol tARll-a.a. 
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al ribosoroa. Aminora también la gluc6lieis aerobica. 

Absorción, Destino y Excreción. 

La dehidroerretina ee absorbo de los lugares de administración 

parentel"al y se elimina o deto:.d.fica lentamente. La v!a principal de oli-

1111.nación es el rii'16n. Aunque aparoce· en la orina en 20 a 40 min. después 

de la 1qyocc1Ón tocUtvía oe encuentra en ella de 40 a 60 d!as despuás de -

que se ha termlnado ol tratal7I1.ento .ta GCCiÓn tÓXica por acumulación es ... 

un peligro constante. Bn el ?Úgado ea donde ol alcaloide se halla a ma-­

yor concent1•ación, este os el motivo por el cual ea máo efectiva oontra -

la 11mlbiasie hepática qua en la intestinal. También eo encuontran cariti~ 

des apreciabha en pull!IÓn~ rif'lón y bazo. 

Preparados, V!a .!!!? Admilrl.stración z !!!e!!!.• 
El fármaco sa prepara en ampDll.otas de 2 ml. que contienen 60 mg 

del diclorohidrato en solución acuosa. La vía de adndnistración es plll'On­

teral. (subcutánea o intramuscular). El tratandento se hace por periodo de 

10 días con 80 mg di.arios, si se da una dosis do 120 n;g por 10 días es más 

eficaz que 65 mg diarios de emtina. La dosificac16n recomndada es una -

inyección intramuscular di! hasta 1.5 mg/Kg diarios durante 10 días. La do­

sis total no debe de mcoder de lg. 

Usos T~apéuticoo. 

Es el fármaco e ustituto de la emetina en el trataiu:lento ele loe 

abacesOB amibianoa, hepatitiB amiblana agma o crónica { 301 47 ),. 



DIFOSFATO DE CLOROQJlNA 

Fórmula Estructural 

"~ 
HN-~H{C"i)~N l<i"s)i 

CR~ 
Fórmula Q_UÍ!llica 

P.M. 515.67 

Nombre QllÍmlco 

uo .. 

1,4 Pontanediamina.t rl•-(7 claro-.4-qulnolin:U)-RJ.• Nt-di.etilfoe:tato {lr 

2). 7-clorc-4- 4-(dietilaml.no)-l-metllbtttil ami.no todato de qui.no]! 

na. 

El dU'ostato es un polvo blanco y amargo, soluble en sgut1; le.!l 

soluciones son establea. 

~ Antiam1b1ana 

La cloroquina tiene la ndsll!a. cadena 1ateral alqu!llca qoo la -· 

qldnacrina pero ae diet..:!ngua de ésta por tGner un núcleo quinol.Írdco y no 

aorid!nico 7 carecer del raclical rastoorll.o. 

Los eetllliou !!! ~ con t.rot'ozo!tos da !• biatoJd'tic.! revel.! 

ron que la cloroqui.na es un comp\1El8to antiruulbianu '1 l!H\PGJ'a en este efecto 

la acción 1'armaco16g1ca do las B-quinolinss (dliodohid.roxiqtd.nol.ina e io­

doclorohidroxiqW.nol11U1), pero no a la GiCC:l.Ón do la emstino.~ Las con;ontr_§! 

o1onOD elovadus da cloroquina en plasm.a. motivaron 011 uso Pa>.'a hepatitis 

and.bi.ana. 

Ea 1Dilsponaabl.o administrar dstematioall!Snto un m:Jdicamonto, -

qua sen eficaz contra alttl.biasis intestinal., a todo3 loa pwi"ntoa qUtl uo • 
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dé cloroquina para GtlllibiasiB hepática, ésta asoc:laci6n terapéutica clism1-

muo la frecuencia do rocidivall. 

AbeorciónJ Destino l Excreción. 

La cloroquins. se absorbe par completo por ol tubo digestivo, y 

solo se elimina con las heces pequ.eflaB cantidades de la mlsma • .Alrededor 

del ;<Jf, del 1119cl:ic11monto so liga a componentes plasmáticos no dii'uaibles • 

La excreción de la cloroq ulna sa deposi.ta en notable proporción on los t,! 

jidos. La concentración del fárnsaeo an el bÍgado,, bazo, r:Ulón o pul~nes 

es da 200 a 700 veces superior a la pl&D~tioa,, en loooocitoo os tambión -

muy elevada, ein el encáf'a1o y l.a mdul.a espinal solo contiene de 10 a 30 -

veces la cantidad que se encuentra en plasma. 

Prepartidos, !f.!~ Administrooión l.~· 

El fosfato de cloroqulna, U,S,P, (toafa"to do Aralen, Avloclor.,­

!?.osoqld.na) se expende en conprimidos qua contiemn 250 a 500 ~ del dli'oa­

f'ato, aprmd.madamante 6o% da esto d:ifosf'ato ea la cantidad cOITosponiients 

do la basa. El fosfato de cloroquina so administra en tabletas Por v!a bu­

cal, antas o dospoáa de la comida, cuando es necesari.o so pueda administrar 

por vía intramuscular. La serie ooos-twnbrada do fosfato de cloroquina PS1'a 

am!.biasis eixtraintesti.nal en adultos es de lg d.iari.o durante dos d!as, ae­

guidoo do 500 mg clim:i.co durante dos o tres semanss. s·e sugiero que el tr.! 

tallli.onto do la elaroqu:l.na debe seguir iMO<li.i;¡tamnte a la adnrl.n:f.stración -

de la ematina, o sdlllinistrar arubos fárlllllCos. 

Toxi.cidacl z Efectos Seew1darlos 

Rl.nguna de laa manifestaciones de tox:1.o1dad es gravo y todaa -­

desaparecen con rapidoe al suapendor la m00.icaci6n, 

A caooa de la toxicidad baja dial medicanento, este 01ato11111 do -



dosificación puade al!Irbntarse si tJS r(Jctinario. L.~ cJ.oroquin.'! uo r;._,, ··r·Gs 1 :·'· 

hecea ni. la piel como-la qu1nacr1n.a. Los pritlcipalOD efectos ascwldarioo -

son el prÚrlto y los traDBtornoa gastrointestin.üoo. 

~ Terapéuticos. 

Re el 1'ármaco do elección para ol tratamlento de alldbiaaie ~ 

int08tinal colllC> amlbiasia hapáticGt T pulm:mar, r.d como ateceisos P."JdbiallOEI. 

lll madioamnto es poco afi.cas para la alll1bias1e d@l colon (30/) 47 ). 

DIYODOHIDROX~QUINOLINA 

Fórmnl.a Bstr1JCt ural 

Fórmula QllÍmtca. 

e c/1SJ-21:D 
!!g!!!!:! Químl.oo. 

(I O D O Q U I N O L ) 

8-Quinolinol, 5,? d:Liodo o 5,?hdliodo-Sqld.nollnol. 

Es un ])Ol.vo d& color pardo amarillento, inodoro, caai imolu -­

ble en agua, uolubla on dbetil sutráxido ( DM>O ). 

~ .Arttiamibiana. 

tsa 9-bidrrodqu:l.nolinaa aon directamente aiitiamibi.anoa ~ ne -

doeconooo el macanislllO de acción, los :fáTmacos de oste tipo eon cowplotam_!! 

to ine!ioacoa contra el absceso y hepátitis amibiana y parecen actuar t'.inie,! 



1119nte 11obre microorganismos en e:t interior del intestino. &tos co;r;pua¡¡­

toa son eficaces contra las forlll!ls rnáviles y qu!oticaa, paro au activ-J.rlad 

para eliminar quistes probablemnte depanda de 111 capocidsd para destruir 

loe trofozoitos al bloquear (se supone), sistemas enzimáticos esconciales. 

Estos madicaimntos tianon eficacia con al paciente qoo oxpul.­

sa quistes.11 pero son mooho 111anos Útiles para tratar la disinter!a amibia·· 

na agUda. Se dosconoce si son eficacos cm la amibiatSia intestinal, únic.! 

mente por presentarse en el interior dol intestino o tambión en parte Pº! 

qua aparecen en la circulación. 

Absorción, Destino z Excreción. 

Dospués de 11.1 adr.tl.nistr&ei6111 bucal, se absorbo parte variable 

pero importante do la dosis ingerida. En e1 ser humano piadei obtenarso t'lll 

la orina, prinoipal.manto on f'orma de gl.ucor6ntdo. Co~aralldo la abeorción 

intestinal de la diyodohi.drmquinolina.con la dtJ la 100.oclorohidroxiqtJine 

11.na, la primara ae absorbe solo un 33%~ La auwor parte de estos tkma.oos 

se e:xcrota por haces. 

Preparados,~d.! Adnd.rd.stración l.~· 

w dfyodobidrwqu1nollns., U.Si.Po (diodoquin, yodoxin~ biox:lqtdn 

qulndoleina) se oxpendon en tabletQIJ qua poaoen 210 o 650 mg del med.icanJa,!? 

to o uuspensión. En alld.biasis intestina.los, ls dosis para adulto.<J tlS ds --

650 mg, tres voces al d!a dttt>amo 20 dias- Los nii'Ios debon rooibir parte -

de la dosis del adulto. El cm-so inicial no daba ropetirae sin un porÍodo 

de reposo de 2 a 3 sef1Wla11.En el tratanñ.onto do antl.binais intestinales GG 

debe administrQX' diyodohidro:d.quinollna simultánaamnte con otro antiam­

biano intostinnl o.ficaz, o emplear loo doo tárMcos en oorlen alternadas. 
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'rorlcidad 1. Etectoe Secwxlffios. 

La administración de diyodohidrox:iquinolina a los Di.f1os para -

tratar la diarrea crónica ha guardado relación con atrof'ia Óptica y ceglll'l­

ra permanente. 

Los efootoe securdarios de las 8-hldroxiquinoliruw imluyen .f'n­

runculoois generalizada (toxicoderma por yodo), escalo.f.'r:!oa, tiebrep der~ 

titia bonigna a grave, irritación y pruritos anales. &atoa fármacos están 

contraindicados en pacientes de daflo hepático o intolerancia al yodo. 

~ Terapéuticos. 

Las S-hidroxiquinolinas son eficaces para la alllibi.asia intosti.­

nal. La diyodohi.droxiqu:Lnolina ctt Útil en la an:d.biasis o giardiasis rebel­

de al trata:niento con qu:l.nacrina, en la disentar!a balantid:iásica y en las 

in!occiones intestinales par Disentarooeba fragilia ( 301 47 ). 



IODOCLOROHIDROXIQUINOLIWA 

Fór111ula Estru::tU1'al 

OH I'Qo 
CI 

Fórmula Qu!ml.ca 

c~~um 

~Químico 

125 •• 

(CLIOQUINOL) 

8'-quiDolinOl.t 5-cloro-7-iodo. O S-Cloro-7-iod.o-8-quJ.nolinol 

Es un po!vo de color pardo amarillento. inodoro, casi insoluble 

en agua, soluble en Dl60. 

~ Antiallll.biana. 

Igual a la diyodobidroxiquLnolina. 

Absorción, Destino z Excreción. 

Después do la edMl.nistracién oral se absorbo parte variable pero 

i11portanto de la dosis ingerida • .Bn el ser humano se excreta en orina pri;!! 

cipalmnte en :forma de glucorÓn:!.do. La iodoclorhidrox:iquinolina se abeorba 

más qua la dfyodobidroxiquinolina. La D11Yor parte dG estos .fármacos as u-

creta por heces. 

Preearados, .!!.! !,!! Adm1.nletrac1Ón z ~. 
La iod.oc1orohidroxiquinoliria1 N.F. CVioform) ae vende an varios 

preparados en forma de supositorios qU<.t poseen 250 mg.t polvo y tabletas con 

c11biorta ont~rica (cada \lDJ1 con 250 ~). La iodoolorohldroidquinolina se -

ad:ninistra para la amibiasis en .forlll!I da tab.:.otas bucaJ.ot1; una sfJI'ie co~ 



ta en 500 a ?50 mg, tres voces al d!a durante 10 días. Mto rt9gi111on so ro·· 

pite después de. un período d5 reposo de ocho d!as. Pusde adndnir::trarsl'I con 

otro antiaid.biano intestinal eficaz. 

Toxicidad z Efectos SecundariaJ. 

ta reacción tÓXica Guia il.l!Portarrte ea la muropatía 11!1.aléptioa -

subagu:la, esta enferlll/ldad es un pad11c.:lnx1ento sellllJjante a la rdolitis. Ot~ 

transtornos de sensibilidad profurda, debilidad lliUtlcular on l.M piernas, -

signos piramidales y ataqtW love a laa oxtrelllidades supsrl.orea, ocurrt'l con 

menor frecuencia Vi.alón borrosa y ceguora, tramtornoa del siatema norvi.2 

so aut~nomo, cabios psi.colÓgicos y coloración verdosa do la longun. Los -

efectos secundarios son igonlee a las S-hidroxiqa11:1ol.illllo. 

~ Teraeéuticos. 

BB iai'ioas contra lo am1.b1.e!Sis 1ntesti.l'1Al y- se aconseja para tr.! 

tar los portadores asintomáticoe de qu:i.stos ( 30. 4? ). 



cc?-P:~ '.!'::S .Hl'!'IHELMH"J'ICCS 

BBIILRSSORCINOt. 

Fórmula Estructural 

º" · ... -0 e", ( u1,), 01,c", 

P'Órmula Q UÍmlca 

CJ.2B1sº2 
,!l~ QIIÍmco 
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1,3-bencerdiol, 4~hex:U o 4-btxilresorcinol o m-b1drold.-P-hexll.-reno1. 

Es un polvo blanco soluble en agua, 

Además de su acción anti.8éptica y !unglcida, este compuasto es 

utilizado para el tratamiento do infeccioMa intestinales causadas por tX'_! 

inátodo:i, aurx¡oo flÓlo se encontró reportado como fármaco de primera elección 

en el caso de P'asciolopsis busld. {paraliza a éste vorma), 

Preparados, !!! !!! Ad.llli.rdstración l ~· 

No se encontró reportado, ni la v!a de adnr!nistración,. dosis y far'!! 

cocinática, solo la prfJSonhción; cápeiüas con o.; g 1n ace1.te de olivo y 

cápsulas da 0.1 y 0.2 g ( 25, 47 ). 



H:IDROXI NAFTOATO 

Fórmula Estructural. 

Fórmula Quintl.ca. 

C~29tll4 

~Qu!ndco. 

D& BEFSNIO 

l'l,N-di.1110til-B-(2-fena:xietU)-bemetll!IBtanomon1o sal oon ácido 3-bidrox_! 

-2-naftalen carbox!lico (1sl) o b.mcil dimstil(2-fenrodet.il) amouio .3--ht• 

droxi-2nattoato (111). 

Es un s6lldo cristalino dl!I colQl' amarillo pa-Udo mlt( poco solu­

blo en egua y de sabor anargo, solal>le on DJ60. 

~ AntihollllÍntica. 

Se miliza para el tratamiento d& loa anqu:Uostóaddos, ¡a qtto -

ea un co~msto con amonio cuaternario en su estructttra, eats cual.id&d ba-

ce al hidroxinaftoato eficaz contra una gran variedad do llemátodoa par&!i-

tos. So wa mooho contra las 1.nfeccii.:inos por Necator .2!!.r!.~ y Anl:z~" 

!2J!! du.odenale, ABoaris lumbrl.ccddcs 7 Trioheatrongylus oriontall11. Ct>.l'l!IOO 

do eficiencia contra Stronqloideis sterooralls y t1en& solo moderad!! acti­

vidad trente a Trichur!! trich1ura. 

Absorción, Destino ¡ Excreción. 

En las pr.l.lll5ras veinticuatro horas do la ingestión do una dosia 

torapéut.ica, no ae excreta en la ol'ina más del 0.5,: do rárlllQOo adm:lniJJtra-

·-------
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do. 

!!aparados, !f! !!!, Adnd.nlstrac:ión l !!.!:!.!!!.• 
El hidroxinaftoato de bafenlo (Alcopa.r,, Fedal.,, tJmin), se ven­

de en bolsitas que contienen una dosiB de 5 g equi.valellte a 2.5 g do bet_!? 

nio base. Se adlllinietra por na oral, con el estómago vacío y después no 

se dan alimentos cuando mnos par 2 hra. La dosis 6nica Óptima es de 5 g, 

11 los nli'íoo de nurnoa do 23 lcg so les pro~cribe la mitad de la dosis. NJ. &.!! 

t~ ni daspu3s de adi:d.nistrar hidroxinaftoato de befenl.o hay- que dar pur­

gante, los cuales pwdon incluso disndnuir el ofooto de la mdicación. 

Torlcidad z Efectos Secundarios. 

lll hidrO'ld.naftoato de bef'enio no parotee prodooir e.fectoa secun­

darlos grll\!'cs. Por su sabor amargo esta sustamia provoca a voces Jlltuseas, 

vóllll.tos; para oVi tar tal ei"ecto se adllll.nl.stra soopendida en aoluc16n con­

contrada de azúcar. En algunos pacientes pmde provoc6U' diarrea ligera '1 -

tra11aitor:!.1.1. No debe de adminl.Btrarsa ·on pacientes con vónl.tos inténsos i 
grave deshidratación. 

~ ?sraj>áut1cos. 

La inilcación principal para el ooo de este f'ármaco ea en las • 

arx¡uilostomiasis, ·no hay dudo que este mdictllllBnto os e.L mejOl' contra la -

A!!=Zlosto!lla dnodonale, no a!JÍ para el. 'Neoator amaricanl.IZI quo pareco aer 1l!! 

nro efectivo. En las inf<1staciones por Aecaris lumbrieoides ol. bidrox:l.nai'­

toato da be.fonio as eficaz ¡"1!ra elim1.nar loo paráaitos o disminuir conaid_! 

rablemente su númro. La torapéutica con una sola dósi.s de boferd.o produce 

e~ ds curaciones en las para.sitOtlis por ,Mchostrongylua oriontalis ( 4'/ ). 



PAMOATO DE PI.ftVINIO 

Fórmula Estrootural. 

tll~ 

{C"J )["~{) r=<N 
~y..J-cu= rn-l=(-

!órmula QIIÍm1oa. 

C75'&¡cJf606 

~Qa!ndco. 

• 1 w~ 
<1\3 

6-{dinntilamino)-2-2.(2.s d:lreetil-1-fanil)-2H pirrol-211) et~lenil-1-

lllatil-qtd.nolina. 

~ A.!ltihellllÍntica. 

La molécula da pamoato de pJ:rvinio poaee un nltrógeno cuater11! 

rio qWJ está separado ele uno ter-ciari.o por una ·cadona reaonsnte dtl 0nlaces 

doblos y sencillos alternados, estas cai'acterísticae la poseen todOlS los -

colorantes cianínicos. 

Las cianinas en loe guaanoa inter.f':leron en los siswmao onfS!iaát,! 

oos respiratorios qua tienen un :papel oonor o ningw10 en los t..ejidoa d0 l'l!,t 

ru!fel'oa. La actiVidad an't1h9lmfotica da esto corepuosto está asociada cnn -

la inhibición do la respiración en los arganisll»S aerobios y con l.n inter­

!orencia en la absorc:l.Ón de la gl.ucosa exógerm en loB lw1mintoo iutostina• 

los. 

So han revisado los o.l"ectos del pa1110ato de pirvi.n.to en las hsl­

ntlntiasio hu.'ll8nao y en las de los arrl.maJ.as, este compunato tiooo notahl.e ~ 

acción oxf. uricida pe1•0 on onsE.1YotJ cont.ra 'Z'r:l.ohuris y N11Ca~o:: on el hombre 

no ha dado buenos l'osultados. 



Absorción, Destino z B:xcreción. 

Cua!Xlo se ad.'111.nistra por vía bucal, el pirvinio no se absorbe 

en cantidades tpreciables por el tubo di.gestivo. Esto 1111dicamanto dá color 

rojo brillante a 1as heces, por lo qua se excret:~ en éstas. 

f!.eearados ,..!l:Jl. ~ A.dm:Lnistración x_ ~· 

El pamoato de pirvinio, U.S.P. (Povan, Irvird.n• Vanqutn} se en 

cuantra on el marcado en forma de SU3perisión qua contiene 10 mg de pirvi"' 

ni.o base por ml, y también hay tabletas qoo contienen el equivalente de !n 

roe; do pi.rvin::l.o baso. 

Para el. tratamiento de la ox:l.ur:lnsiB en nif'!os y en adlil.tos, se 

administra por vía btJCal una sola dosia de pall!Oato de pirvirdo equivalente 

a 5 mg de pininio ba:Je por kg de peso corporal hasta un máximo de 350 mg. 

Toxicidad z Efectos Secu.rñarios. 

Este madi.ca.manto se tolera bien y solo produce efectos secll!lda­

rioa mínimos que no impiden el tratamiento. Bntre los efectos secwdari.os· 

que producen el pa=ato de pirVinio se encuentran náuseas, vómitos y dolo­

res cólicos, el vórn1.to es el efecto eecurxiario más frecuente cuanio se em­

plea la suspensión, pero no se producen en pacientes que toman las tabl.et.ss. 

~ TeraP!uticos. 

El pamoato de pirvinio es ·e1 n:ajor mdicamonto contra la axiur:l_! 

sis. Con el l!látodo do una sola dosis se obtions una elevada prop<r ción de -

curaciones. No obstante por el gran paligro de rainfeatación, debe hacerse 

la investigación de los huevos del parásito en el ano dl.ll"ante 5 BEU111111"3, -

por lo !llíJnos, deopwís del tratamiomo. El valor del pirvinio contra la es­

trongiloidiasis no ha sido da!initivamante establecido, pero no menos da 7 

d:l'.as do trata;i¡ianto son necesarios para qll(I una persona pooda ser curada. 



PAMOATO 

Fórmula Estr!Xltural. 

Fórmul~ QUÍmi.ca. 

C5"4~0N2<f,S 

Nombre Químico. 

DE PIRANTEL 

r~coo­

~OH 
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'l'rans-1.4,s,6-tetrahidro-l mutil-2-2.(2-tienil) Virdl pirimldirua. 

El pamoato es una sal criatalina blanca prácticamente insoluble 

en alcohol y agua, os oolublea en DH30. Es insípida y establElo 

~ AntihallllÍntica. 

Bl. pirantel y sm análogos son agentes daspolarbantos del bl._2 

queo neuromusoul.ar. Prodmen acción nlcot!nl.ca intensa y persistente, qus 

resulta en parálisis espáamica del varma. EJ. pirantal es eficaz contra ~ · 

cinariaa, oxiuros y aacárides.11 pero es inei'icaz contra trlcoeátaloo. 

Absorción, Destino z Exorooión .. 

El pirantel ea absorba ascanamenta pcn- el t·;p.arato gastroitrl:.es­

tinal, se excreta menos del 15% pC!l" la orina,, como el tárrrwco oin modii'ic.!! 

cioneo y BU8 me.tabolitos, pueden obtenerse en bacas solo en pequafla propO! 

ción, en relaciÓ1:1 a la dos:!.lh 

Preparados, .Yf!!. !!! Adnd.niatrac1Ón z ~· 

El pam'.lato de pirantal (Antira.inth, Cornbantrin, Fwr.o¡:¡lr, PiranveP... 
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F) se expendo on forll'a de suspensión oral, en la cu.al cada ml. posee 50 mg 

de la base. Se ndndniatra por la boca a cualquier hora del d!a s1.n rolaciÓn 

cnn la ingestión de alilllentos y bebidas. Para tratar las infostacionos por 

ABcaris lumbricoidos, Enterobiw verml.cularis o Alleylcstoma duodenal.e,, do­

bo de administrarse una sola dosis lunca de ll mg/lcg, hasta un máximo do -

lg on al caso de oxi.uros sualo ser prlliento repetir el tratamiento después 

de dos semanas. Contra Necator american1111 se adnd.nf.stra la nd..sma dosis una 

vez durante tres d!as. 

Toxicidad z. Efectos Secwxlarios. 

En el ser humano so observan a veces molestias gastrointeatJ.na­

les, al igual que cefalalgia y vah!dos; sin embargo estos ei'octos no per­

sisten. El efecto del pamoato de pj.rantel no se ha estw:liado en 111Ujeres ª.! 

barasa<las, no se aconsejo para niflos mmores de l alto. 

~ 'l'eranóuticos • 

.Bl pamoato. da pirantel puade oonsidararse como droga de elecc:l6n 

para tratar mscariasis y onterobiasis. Se han lograd.o Ínlicea altos de cu­

ra con tratamiento de. una sola dosis, De manera análoga, se ~n obteniclo -

frecuencia alta de curación en la anquilostOtlliasis y la nacatoriasis, y !:11. 

tárrn.aco parece ser tan eficaz como el befenio en este sentido ( 301 47 ). 



MEBENDAZOL 

Fórmula Eet.rootural. 

" 

o-~ JOC_-r-'°'"' 
Fórmula gm.m.tca. 

C16'i13Nj>3 

~Químico. 

o 

Matil N-(S-benzoU-2 bencimt.dazolil) carbamato. 

Es wi polvo amorfo amarlllonto, mqy. poco Mlublo en agua y en -

la mayor parte dt> los solventes orgán1oos 1 soluble <m D}li() y de sabor no ~ 

dsaagrsdablo. 

~ Antihelmíntica. 

n mebendasol es eficaa contra ascaria!!b, enteroblasis y unci'!! 

riasis on infestación única o lldltta. 

El fármaco es nernatocida por Virtud de la oapaaid&d para bihib!.r 

hreversiblementa la captación de glucosa. La inmovilisnoión y la moo1'to -

del parásito ocurre lentamnte y la deparación del aparato gastrointastin;il 

quizá solo aea complota 3 d:Í&a desp...00 del tratamiento. & fármaco 1nhib0 

el desarrollo da las larvas de uncinarias ~ !,!E.2 en concantración do 50 

l!Xlg/llll.J concentraeio!IEls mucho mayores carecen de e.f'oeto sobre las llll'VllB -

plena~nte formadas. Poco después de coD10nzal' el tratantl.ont.o, loa huavos de 

Trichuris y uncinari.as no se conviorten en larvas. 



Aheorción, Destino z &xcrec16n 

Se abeorbe sólo una pequei'la parte de la dosis administrada por 

na oral y en tórniino de 24 a 48 hrs puede recuperarse en la orina 10%. -

La l!l!!Yor parta del material excretado por los ril'lones as el derivado deso8! 

boxilado del nuberrlazol. 

Pr,JJ?Rrados, !f! ~ Adndni.stración z ~· 
El mebendazol (Mebensole, Vermox y Vertex} se expende en .f'or111a 

do tabletas qua poseen 100 mg del .rármaco. se administra por v!a oral, y -

la mis11111 dosificación se aplica a adultos y a nifios, para tratar la ase~ 

Sis 1 la triCU1'ial3is y la WlCinariaais 1 se ad.ministra 100 ug par la mal'.lana 

y por la tarda en J d:!aa consecutivos. No se necesitan ayuno ni purgas. 

Toxicidad z Ef'ectos Socurdarios. 

Probablemente e omo resultado de la escasa absorción, el lllllbeni! 

zol no ha causado efectos tá.rlcoa generales en el mo cl{ntco, incluso en 

presencia do ammia y desnutrición. En casos de infestación masiva de ver­

ims han ocurrido s!ntolll!ls pasajeros de dolor ab:lomi.nal y diarrea. El m~ 

dszol no debe de administrarse a mujeres embarazadas, ni utilizarse en pa­

cionteo con reacciones alérgicas s1 fármaco .. 

~ TeraJ?éuticos. 

El mabandaaol ea el fármaco do elección para tratar las infest! 

cionaa por Tricburis triclá.ura Ea particularmnto útil en el tratatúento • 

de laa infestaciones doblos o triples, pues también tiene gran aotiv.l.dad -

contra 12scariasia, uncinariaais y entorobiasis { JO, 4? ), 



N:ICLOS AMIDA 

Fórmlll.a Estructural. 

h-co·•--6 V ~~Uh 
(1 

.rórmil.a Qu!ml.ca. 

~ QllÍmico. 

P.M. 32?.12 

N-(2'-cloro-4'-nitrofonil)-S-Cloroaalicilarnida 

E8 un polvo 8.l!arillento, inodoro e im:Ípido1 insoluble an agua, 

eolable en D"60. 

~ Antihalm!ntica. 

La niclosomida actúa princ:S.pallllf3llte sobro lcia céstooos 1 coJaO !!:"' 
terobim varml.culariap !JymanoloEis .!?!!!!!. o Rv;manolepis ~nuta .• 1..a nielos! 

mi.da en bajas concentraciones• estimula la absorci.6n de ox!gano en los pa­

rásitos, pero en altas concent;racionas la rasp1.ración exóger1a es inhibida 

y la absorción de la glucooa bloqueada. Loa guaanos a.rectados po:c la nicl,2 

ealllid.a tanto en el intestino como in Vitro11 so vislven máa sonaibles 4 la 

aec~:o do las enzimas protool!ticoa. Después de la sdnxl.nistrooión do nicl,2 

samid.a., GS posible qua h~·an sido digeridos los proglót:ldoo y cil escÓla:"t y 

no ;n~an so:r identificados. 

Absorción, Dos ti no z. Excreción. 

Aún no est& bien elucidado, pero no so ahsorbe por el tubo di-

gosti.vo. 



Preparados, ~ ,5!! Administración z ~· 
La niclosamida (Cestocide, Hanaonil, Yomesan) se expamo en ta­

bletas con sabor a vainilla de 500 mg. So administra por v!a oral. Debe JI? 

pararse al paciente en ayunas desde la noche anterior, si la persona pad.!! 

ce da ostref'lim1.onto cr6nico, so le dá un laxante ari.es de adml.niatrar el -

n:19dic amento~ La dosis recomemada para el adulto es de 2 g; leB tabletas -

deban de masticarse, a los nii'los de dos a ocho años so les administra la -

mitad do l3 dosis, a los manores de 2 ai'.los se las sumini.etra la cuarta pa_:: 

te. Para obtener segnantoe del parásito mnos digeridos y un escólex iden­

tificable, se da u.n purgante doo horas después do la aosi.B de niclosamida. 

Toxicidad l. Ef"octos Socwxiarios. 

La niclosanrl.da produce raramente transtornos gastrointestinales, 

no tiena acción irritante directa., ni ha producido efectos desfavorables -

cuando se ha adnti.nistrado a pacientes dobilitadoe y mujeres embara11ndas. -

No ha i·avelado transtornos do fwción hepática ni renal, ni altaración del 

número de corpúsculos de la sangro. El tratamiento de nieloeam:l.da contra -

~ ~ os peligroso, porql.19 la digest;iÓn de los anillos muertos del 

gwano ponen en libertad a los huevos vi.ables en _la luz intestinal; os pcr 

asto qua se debe de dar un purgante 2 horas desptñs de habar ingerido el 

llledica111ento para o.xpulsar del intestino todos los segmentos muertoo del P! 

rásito antes de qua sean digeridos •. En el caso de!• sagl.nata como no hay 

riesgo do ciaticorcosis el purgante no es necesario. 

~ Terapéuticos. 

Ks el fármaco de elección contra Dipb.yllooothrium ~' !!• .,2-

,!!!i .!• saginata. Taiubién os eficaz contra.'!'.• ~pero hay peligro de ci.!, 

ticarcosia por la administración del fármaco ( 30, 47 }. 



Co1110 ya hemos imncionado, una do las .for111as de mdir gonotoxic!. 

dad es determinaooo el daf'lo al AH> que Sil traduoc coiuo mui,rte celular {cla­

ao genoletal). Ambos sistemas bacterianos utilizad.ce en esto trabajo, tie­

nen la característica on común do 1118d1r d.lcbo tipo de dallo. 

SiBtsma de Eachorichia ~ pol 1..+/ pol A-_ ( t:lg. 18 }. 

l.- Ver:U"icación do la actiVidad de u canzima Pol l on las copas poli.+ y -
pou

1
• 

Una do las formas m8B rápirlas y sencillas de chocar do manera -

rutlnar1.a la presencia do lao careotorísticas pol A+ (W 3110} y pol A1 • (­

p34.38) 1 es mediant.o _ol llmoyo de dit'wiÓn en agar (E.D .&. ) u.sardo como -

co11puestos control poaitivcs ru. E...U.S.~ It.M.S., Mma (agentes alquilantes 

del ADN) 1 cri.Stal Violeta (C.v.), etc. y col'llO control nogat.ivo al cl01'an1',2 

nicol;o L(IEJ resultados do ésta prusba. se presentan on la tata.a 6 (coflJPUOS• 

tos sin -zcla de Activación Matabólica). 

Los colllpueatoa utillzsdoD como controles positivos posoen l!il -

característica en común de dat'iar al .ADN, por lo que lR bSJC1terili par11 so~ 

Vivir deborá reparar al dafto callllado a <Íato, par medio do los diversoo oi!_ 

ten:aa de reparación qua pOEJG.n. 

La copa .pol A.1- ul ser deficionte on la acti'vidAd de poliroora-
¡.' 

sa I ( Pol I ) , n7~ puede reparar on torm.a .no1•roal lesionas qua req uiaran do 

la part1c:1pac1Ón da ésta enaimas Por conai¡¡uiont<a las baoterian pol A¡- 00t 

más eenaible6 a la acción de compusatoo genoletales, Cl.\'fa reparación sea .. 



VIGUlA. 18 

Haloe de Inb1bici6n 
( Ds.detro del halo) 

Cualltat1'\to 

"'110 pou• 

P34'18 pou1· 

conº•' - 1.0 • de 111 
1C\i\tl4d norlllal de pol1meru1 I 

ffil.EBAS O& Gt:~IBTALIDAD Sil &eoherichia .!!.2ll, 

Irr:lice de Sobre'rivonoia ( I,S, 
( Conteo de e olon:las ) 

Cuantitativo 

pol A.+ 

pol AJ.• 

• .. 

Ooncentr11ción M!nima 
Inh1b1tor1a ( O.M.I, ) 

Sellll.cuant1tat1vo 

o • e • • 
o o o o • 

~·· \J 
·.J . • 



EVALUACION DE LA GENDLETALIOAO DE MUTAGENOS CONOCIDOS 
EN EL ENSAYO DE DIFUSION EN AGAR (E.O.A.) 

DE ,. c.c.lJ. EN PRESENCIA V AUSENCIA DE 
ACTIVACION METABOLICA (5·9) 

N.1. • Aaeultadoa no interprateblee •. 
M. N. N.G,:: N-motil-11• -1'11 tro-N-ni trooo1.tu1m1.C.i ns. 
.2-AF ::: 2-.Aootil aminon uoreno. 

• • Mezcla prepnrada según Amea y oo~ • 
2-AA ;: 2-Ami.no antraceno. 
c.v. • Crietal Violota. 

DM30 : Dimlltil eul.t'Óxido. 
M. H.s, : Metil mtano sulfonato. J.::! 
E.M.S. :: Etil motano eultonato. o 

i 
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dependiente de la Pol X. En el &.D.A., di.cha característica se ranoj!!_ 

rá como un balo de inhibición de crecimiento alrededor del disco,. ma­

yor para la cepa dei"iciente en la actiVidad de polimarasa qu.e para 111 

actividad normal, col!IO se muestra en las f'otografÍas 1 1 2 1 3 y 4 • 

El cloran.tenicol ea un antibiótico bacteriostático, qua so -

sabe no interactúa oon el ADN, sino qua inhibo síntesis da prote!rias al 

interaccio11D.r con la peptidil transtéreaa a nivel do ribosomas, por co!! 

siguiente afectará en igual proporción a ambas copas de!• .22!!• En el 

ensayo de dU'nsión en agar ésta compuesto prodooo halos de inhibición -

de crecirdento del nd.smo d.iámatro (.21, 52 ). 

2.- Genoletalidad de l.os Fármacos do Prueba 

a) Ensayo en Suapem:ión Líqu!.da ( E.S,L, ) ( fl.g. 19 ). 

Al haberse trabajado con anterioridad a nusstro estudio el -

ensayo da dif'usión en sgar en el laboratorio ( 4 3 ), so dttcidiÓ en PJ! 
mar término, establecer las condiciones Óptimas del ensayo de suspens:t&n 

l.Íqul.da ( E.S .t. ) para su 1190 rutinario. Esta decisión estuvo bmladli. en 

las desventajas presentlldaa por el E.D.A. ( tabla 20) y por las reteren­

ciae qlllJ existían en la literatura, qua indicaban qua el E.S.L. pod!a P!!; 

nimizar dichas doficiomiaa (52,5:3). 

La tabla 7 nos ll11Jl.lstr11 loo reaul~dos obtenidos con un ce>m­

ouasto control positivo y uno negativo on el el'l!l~O en owpenaión l!q~ 

da (tot. 516) En áste eriaeyo ea calcula el 'f. de saporv:Lvencia do ambas 

cepas, trente a una IÚB!l"ll concentración do compuesto, tomando como 100% 

da aobrOVida la correspon:lienta a las bacterias expuestas al disolvente 



1L2.• 

FOl'OlRUl'A 2.- &s el rd81110 caso e¡• 11 fotograr!a 1¡ eólo que aquf la1 · 

bac:tert.as H ene uert.ran dlltddd 1110,000. 
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?OTOGllAF!A 3 

Di~netro da inhibición da crocitrdon"Co do las cepas pol A+ y pol A1~ 

producidos por 250 111Cg de 1".!INl. En esta pru-3b.a se usaron bactorlas 

da ll1J cultivo de toda la noche sin diluir. 

10100!1.lF.ll 4 .- Ea el i.iGlllO caso qlllt h totograrla 3, 1610 qua oqd lu 

b9cter1• •e encuentre11 dllld.du 1110•1)()(). 



EN Bschoricld~ ~~ 

~fil! SlSl'ElfilON LiqOID~ 

( E. S. L. } 

Cultivo de toda la noche 2 :z:: io9 u,r.c./riJ. 

l . 
Diluciol'l 

2 x ir/ u.f.c ./1.?J. 

l 
Oel ml 

i~ Co..,_o ( 20 ml) 

TI 
! 

2 brs/nt 

2 m1. de agar 
,¡r semi.sólido 

I. S.:: % Superrtvenein poU•/ % Su,porVivencill polA+-
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y pol Ai- oxpu~stas a 20 nx:l de solv~nte. ( l'"'.'.h de supervivuncie). 

FO':'OO:tAfJA 6 ,- Zr.ssyo en Sll.$FO~sión li'quida t:Sar.do cono co:-:puesto CO_!} 

trol ( i-) al Ml€, l:Ótese la :r.ayor eo'brs..-ida do la copa pol A+, 



TABLA NO. ? 

COMPUESTO 
IJ!l /20µ 1 solvente 

CONTROL SOLVENTE 

~o 20 1.11 

CONTROL POSITIVO 

E.M.S. 90 

CONTROL SOLVENTE 

OMSO 20 1.11 

CONTROL NEGATIVO 

CLORANFENICOL 30 

ENSAYO DE GENOLETALIDAD EN,SUSPENSION LIQUIDA (E.S.L.) 
.[ • .E21.! (COMPUESTqs CONTROL) 

Nlimera de ce.J.on!es/ceja (PROMEDIO) % de Supe vivencia 
EXPERIMENTO 1+ 
poi A1- poi A EXPERIMENT8 ~+ 

poi A1• po EXfE~~NT9 ~+ po 1 po EX~EPMENTR ~+ po 1- po 

235 176 334 209 100 100 100 100 

119 166 194 196 49.e 94.3 58.1 94.0 

175 193 281 194 89.7 81+.8 84.1 92.8 

177 182 222 150 90.6 so.o 78.3 77.5 

ndict· de Superv. 
Exr ¿RIMENTO 

1 2 

'·ºº 1.00 

J.53 0.62 

~.os 0.91 

~.10 1.04 -

~ • • 



utilizado en cada caso. El % de superv1venc1a de la pol ~ - se divide -

entre el de la pol A+ para obtenor así el Írxlice de supervivencia - -
• 

( I.S, ), qua es una medid.a cuantitativa irdirecta de daf'lo al ADN. P,! 

ra considerar a un compuesto como genoletal es decir, que produce mue! 

te por daf'lo al ADN, el I.S. debe ser manor a o.85, por otro lado I.S. 

mayores a 0.95 son considerados no genoletalea1 valorea cuyo rango sea 

de 0.85 a 0.95 no son determinantes para establecer la au:sono':l.a o prefM!! 

cia de dicha actividad. 

En las tablas 8 a la U, podemos observar claramente que en-

tra el rango de concentraciones usadas, aparecen I.S • .ID9nores a o.as, -
valor in:ticati.vo de genoletalldad. Pera determinar las concentraciones 

a probar de los fármacos se hicieron ensayoa previos, tomando en cuanta 

como criterio para fijar la máxima concentraci6n a utilizar, el lÍmite 

do solubilidad de los compuestos, en vista da que no ood.stían en la 11-

teratura datos previos qoo nos indicaran el rango de concentraciones a 

emplear on este ensayo. 

Cuando la concentración empleada produjo cero % de sobravi~ 

cia en una o en ambas cepas, so realizaron ensayoa posteriores con con­

centraciones 1118noraa a fin de establecer el rango Óptimo de pruebas. 

Ls figura 19 resUIOO gráficamnte el comportamiento do los 4 

conpuastoa antiparasitario~ genoletalas dotectadoo. Como se puede o~ 

var, las gráficas se agrupan en 2 rangos do concentración; el primero 

porteneeo a los 2 compuostoo antihelmínticos (pamoato de pirvinio y 4-

llexilrosorcinol ) con actividad genoletal a partir de un ran~o de dosis 

co:11Prendidas enr.ro 20-30 X .to-9 moles/caja. 



Tl\OLA NO. A 
COMPUESTOS DE 
fJRUEBA PAMOATO 
DE PIRVINIO 
moles/20ii1 solvente 

DMSO 20 lll 

17.4x10-9 

34.7x10-9 

s2.1x10-9 

69.5x10-9 

86.81<10-9 

ENSAYO DE SUSPENSION LIWUIDA 
f• B.e.!.!:, (COMPUESTOS GENOLETALEB) 

NGmero de colon!aa/caja (PROMEDIO) % de Supervivencia 
EXjEf IMENT~ 1-+ po 1- po A 

EXPERIMENTO 2+ 
poi A,- poi A 

EXPERIMENT~ ;!+ 
poi A1- po A 

EXPERIMENT~ 2+ 
poi A1- po A 

253 18 281 194' 100 100 100 100 

183 143 201t 154 72 76.? 72.4 79.6 

131 131 137 143 50 70 •. 0 48.80 73.9 

87 123 65 116 32.9 66.0 23.1 60.0 

64 128 55 114 25.4 68.6 19.5 58.9 

37 124 34 104 14.7 66.5 11.9 53.8 

Indice de Superv. 
EXPERIMENTO 

1 2 

1.00 1.00 

0.93 0.91 

0.74 0.66 

o.49 0.39 

0.36 0.33 

0.22 0.22 

~ • 
' 



(COMPUESTOS GENOLETALES) 
TABLA NO 9 . -

DIIODOHIDROXIQUl NCunero de calon!as/caja (PROMEDIO) % de Supervivencia Indica de Superv 
NOLINA EXfERIMENTO 1+ EXPERIMENTO 2+ EXPERIMENTO \ EXPERIMENTO 2+ EXI, UMENTO 
moles/20µg solvente po A1- poi A poi A1- poi A poi A1- pal A poi A1- poi A 1 2 

OMSO 20 µ1 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.oa D.98 

151x10-9 145 124 154 120 51.6 64.1 61.5 78.8 D.81 o.?a 

202x10-9 130 123 115 92 46.3 63.3 46.0 60.5 o.67 0.76 

-
252x10-9 95. 97 85 77 30.1 so.a .34.1 50.9 0.60 0.67 

303x1D-9 44 76 51 56 17.4 :39. 3 20.2 36.7 0.44 0.55 



TllBLA NO. 10 
(COMPUESTOS GENOLETALES) 

HEXILRESORCINOL Número de cOlODÍae/ceje (PROMEDIO) % de Supervivencia Indice r3 Superv. 
EXPEtUMENT? 1+ EXFERIMENTR 2+ EXF·E RrnENT~ :1+ EXrEritlENTR ~+ EXPEI lMENTO 

molcs/20µg solvente poi A1" po A poi A1- po A poi A1" po A po 1 po 1 2 

DMSO 20 µ1 303 193 248 316 100 100 100 100 1.00 1.00 

15.4x10-9 200 125 208 200 66.1 64.8 69.8 63.4 1.02 1.10 

30.9x10-9 122 115 129 178 40. 4 59.4 43.2 56.4 0.68 0.77 

41.2x10-9 84 91 87 155· 27.7 47.0 29.4 49.00 0.59 0.60 

s1.sx10-9 35 70 31 107 11. 6 36.2 10.J 34.00 0.32 D.30 

61.Bx10-9 17 47 20 ?3 5. 7 24.6 6.7 23.2 0.23 0.29 

tJ 

t1l . 
1 



I8"lL8 ~D. ,, 
COMfl.iESTO DE 
PRUEBA 
moles/20µ1eolvente 

DEHI!>ROEME TINA 

H20 20 µ1 

62.7x10-9 

125x10-9 

167x10-9 

250x10-9 

ENSAYO DE GENOLETALIDAO EN SUSFENSION LIQUIDA 
f• coli (COMPUESTOS GENOLETALES) 

NGrnero de cnloniae/caja (PROMEDIO) % de Supervivencia 
EXPERIMENT? 1+ 
poi A1- po A EXfE~IMENTR ~+ po , - po E~RIMENT~} po A1 - po EXfERIMENT~ ¡+ po A1- po 

663 594 791 965 100 100 100 100 

621 569' 72? 897 94.0 96, 91.9 93.0 

464 490' 6,0 aez'. ?O.O 82.4 79.7 91.4 

41 1+a: 50 875 6.0 a.o 6.lt 1B.1 . 
7.D 31 19 9S: 1.1 5.2 2.1+ 9.9 

Indice de Superv 
EXPERl"ENTO 

1 

1.00 

o.9a 

o.as 

a.i.s 

0.21 

... 
"' ... ·, 

2 

1.00 

o.99 

D.87 

0.35 

0.2" 
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EFlil:TO GE}IQLBTAL oi COMPllruTOO AN1'IAMrOIA~lQ3 Y ANl'Ill!':U!rNTICCS 

EN .EL SIS TEMI\ m; l'R UJ!;BA poL\1 •/ polA + do .§, ~, 

EtBAYO EN StBPEISION LIQUIDA, o- - -o PAMOATO DE PIRVINIO. 

------ 4 - HEXILRESORCINOL. 
t:r-6 01 IODOHIDROXIQUINOLINA. 
0---0 DEHIDROEMETINA. 

l.S. <O .85 =RES PUES TA GENOLETAL POSITNA 

20 40 60 80 100 140 180 220 260 300 340 

CONCENTRACION X 10-9 moles / caja 

... . ,. 
~" 
1 



bianos ( debidrohemetina y diyodohidroxiquinollna ) quo pros13nt.nn a~ 

tiVidad genolotal a partir da dosis comprendidas entre 125-150 Y.. ltJg 

moles/caja. 

En las tablas 12 a la 14, se muestra a nquall.oe compusstos -

qua no produjeron I.S. manar a 0.85; entre éstos, el bidro:rlnaftoato de 

bafenl.o y la niclosami.da caon dentro do.l. J.'ango de gonotcocicidad dtrloaa. 

El pamoato de pirantel y el mioondGzol 11 son dos co1¡¡puostor, qm claral!el! 

to llll08traron en este ensayo, carecer de actividad genoletal. too 4 com­

puestos anteriores son f'árllll.lCoo antihelnánticoo. Loo resultados grál:IJ::«I 

do· estos datos, se pueden ver en la i'igm-a 20. 

La iodoclorohidroxiqul.nolina (tabla l4J es un caso mey- par~ 

cular, puesto que los 1.s. aon por mucho, mayores a l.oo ( fig. Zl ) 11 lo 

qua indica un.a mayor sonsib.11idad de las bacterias qua s! repaan, com­

paradas con las deficientes en reparación. 

Bl difos.fato de c1oroqu1na f'uá el únieo compuesto qw no se 

prob6 en este método, debido u. qus al ensayarse en M.S .A. con y sin ae­

t.1vac16n oatab6lica y en el ensayo do dii'usión en agar Bin act1vaciÓn11 

so encontró respuasta ganolotal1 decidiéndose yn no ensayarse en al da 

suspensión líquida (E.S .L.). 

En vista de que uno de los objetivos iniciales al utilizar -

el ensayo do suspensión liquida, era encontrar U."I nátodo qoo ireluyera 

activación metabólica, ao ensayaron diversas cordicionas do ¡rueba con 

Htzcla S-9, c~os resultados se el"Cuentran resunddos on laa tablas 15 y 



(COMPUESTOS "No Genoletales•) 
TABLA NO. 12 .. 

HlDHOXINAFTOATO Número de colonías/ceja (PROMEDIO) % de Supervivencia Indice ~e Suµerv. 
DE BEF"ENIO 
rnole5/20µg solvente 

EXrERIMENT9 '.1+ po A1- po A EX)Ef IMENTH ¡+ po 1- po EXfEf,:tMENT~ 1+ po 1 po A EX)E~IMENTH ~+ po .1- po 
EXFl /IMENTO 

1 2 

DMSO 20 \J 1 298 316 153 183' 100 100 100 100 1.00 1.00 

112x10-9 185 197 114 136 62.0 62.5 72.6 74.2 0.99 D.98 

168x1D-9 137 170 104 127 45.9 53.7 66.5 69.2 0.85 0.96 

225x10·9 134 159 94 121 45.0 50.2 58.9 66.3 0.90 0.90 

338x1D-9 111 136 91 115 37.3 43.0 58.2 62.B 0.87 0.93 

451x10-9 88 109 88 115 29.4 34.5 55.8 62.8 0.85 0.89 
.. 

, .. 
'/!: . 
1 



T;\flLA íJU. lJ 

COMt-u;:srn DE P.lth:'.UA 
malea/201il uolvcntc 

A~JTIH::'.•. !·lJNTICOS 

ME:GZ1'1C::-~ZOL 

DMSD 20 ¡11 

ril CLOSAMIOA 

01150 20 ¡1 l 

p;~MOATU DE ¡ I !VI:~ fEL 

or;.:..:o 20 vr 

El'IS11VO OE .rnuu ~,\Llfu\:J l.iJ :.;u~t,Ei';~¡[j¡J L.l.,1 iOI• (.::.s.L.) 
f. E2.U. ( Lll~:t· 11 .:;Tl) !,O ·:.:r.DLt.:T<.L'.:::..:) 

N6mFJro de colonifiu/cejn (t'flUl·'.LOIO) -;; de 5upervivenc1r: 
EXVi1U. Uc TO A1+ EXf'Eíll: o:ro ~~ CXf-'Eíll:-:crno 1 EXH:: t~i ,t;fHO .., 
poi A1" poi pol A

1 
• pol A+ pol A

1 
• poi A+ poi ;;.

1
- poi P.+ 

Indice de :..:L1perv 
E/.FEHlMCNTO 

2 

299 180 414 208 100 

289 167 395 1Ge 96.0 

253 187 175 193 100 

zas 178 150 184 82.4 

210 110 218 117 100 

226 108 228 112 107.8 

100 100' 

92.0 

100 10'0 

94.G 85.4 

100 100 

98.9 

100 1.00 

so.a 1.04 

1CO 1.00 

95.6 o.e? 

100 1.00 

96.0 1.09 

1.00 

1.00 

u.e9 

.... 
V1 

':!' 
1 

1.on 

1 .. on 
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EFIDTO Glm:>La;TAL DE COMPUE::iT03 ANI'IAMJ:BIANCB Y ANTIHELMJ:NTICCS . 

EN EL 5!STEHA DE PRUEBA polA1-¡ polA+ I · I.S. 
=ZONA DE GENOLETALIDAD DUDOSA (0.85-0.95) 

DE Escherichia ~· 

EN3A!O ~NS IBPEPBION LIQutDA. 

<> 

EXP.1-} EXP. 2 e---o HIDROXINAFTOATO DE BEFEN/O. 

o MEBENOAZOL. 
A PAMOATO DE PIRANTEL. 
o NJCLOSAMJDA. 

1.00 I ---- ........ ........ ---------~--------~-e I 
0.80 

0.60 

0.40 

0.20 

100 140 180 220 250 300 340 380 420 460 1,000 1,040 1,080 

CONCENTRACION X 10-9 moles /caja 



TAOLA NO. 14 
(COMPUESTOS "No Genoletnles") 

VDOUCLOROHIDliOXI NGmero de colonias/caja (PROMEDIO) % de Supervivencia 
(.lUlNOLINi\ - EX\ERIMENT~ 1+ EX~E~IMENTR ~+ EXfEf lMENT? 1+ EX~ERIMENTR ~+ 
n10lcs/20ug solvente po A1- po A po 1- po po 1 po A po A1- po 

DMSD 20 111 250 152 157 123 100 100 100 100 

16.4x10-9 97 24 53 35 38.9 16.0 33.a 19.1 

32.7><10-9 57 10 27 15 22.9 6.4 17.2 a.4 

49.1:ic10·9 38 5 .19 5 15.2 3;1 11.9 2.'l 

65.6x10-9 33 3. 19 3 13.2 2.1 12.10 1.6 

9~.4x1o·9 5 2 4 2 1.9 1.1 2.3 1.1 

Indice da Superv 
EXPE HI"1ENTD 

1 

1.00 

2.43 

3.60 

4.95 

6.03 

1.70 

....... 
VI ....., . • 

2 

1.00 

1.77 

2.05 

4.35 

7.38 

2.13 
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SF.6C1'0 OEOOIETAL DE C:OMPUEST03 Am'IAMl'.BIA!m Y Am'IHELMillTlCOl 

E?l EL SISTEM.4. DE PRUEBA poU¡• / polA"' 

DE Eecherichia .5..2!!,• 

EN3AYO &N 51.BPEISIOH LIQUIDA. 
YODOCLOROHIDROXIQUI NOLINA · 

EXP. 1 0---0--0 

EXP. 2 o- - -o- --o 

' ' ' ... 
' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 't> 

----:15'.:'-'---=3~0---4L..5---6.L..0---7.L..5-~-9.J-_ _;,,__,;,~5 

CONCENTRACION X 10-9 moles/ caja 



16. 

La primara tabla ( Tabla 15), nos muestra el uso de diferen­

tes concentraci,,nes der bacterias•' mcl de tracción S-9 (homogenado hapj 

tic o /rril de mszcla do activación; mezcla S-9),, ml de mazcla 5-9, tiem­

pos da incubación y compuestos pregenotÓJd.cos empleados. No obstante t_g 

das estas variabloa introducidas al método• no se plrlo detectar activi­

dad gonoletal en ninguna de las dos· copas al usar como testigos positi­

vos, a agel'Jtos pregenotóxicos conocidos ( 2-AF,, 2-AA, benzo (a) pireno 

y ciC'lofosfandda ) , que se sabe requieren do activación mstabólica para 

manifestar s 11 acción. 

Dospuás de ens111arse las dif'erentos variantes mtodológicas 

y obtener resultados nogativosii se planteó la posibilidad de que laa -

mszclas do activación utilizadas, por alguna razón no eatuvieran acti­

van:Jo a los co!T,!poostos pregonotÓXicos y por consiguiente no se produj_!! 

ra dai'!o genoletal. Por tanto se diseí'16 el exper1mmto do la tabla 16 -

(que es igual al ensayo 9 de la tabla 15), en el cual ee trabajó sim~ 

tánea:'llBnte ccn las 2 cepas de§• ~ y con una de Salmonella typh111111-

~ la TA 98,, que detecta compuastos mutagénicos llfi•81!J9shift". Este -

efecto, se identifica por un awaento en el número de las revertantes -

prot6trofas a histidina { hie- --+ bis+ ) al adicionar un compwsto 

i:iutae6mco; en este caso las rovertantes eapontáneas de la TA 98 fU6-­

ron 45 colonias/caja, pero en presencia del compuesto pregenotóxico + 

activ~ción ::istabólica,, éste número se elevó hasta 1,483, dato irxlicat! 

vo de que la ,1!J3zcla S-Q utilizada sí estaba activarxio al co'llpuosto PI'! 

~enotóxico pero qua pCJ!' alguna otra ra~6n no era genoletal en las CB?&S 

de~· coli. 



TABLI\ NO. l~ 

ENSAVO DE GEtlOLETl\LIDAD EN 5USPENCION LI~UIOA +5-9 CE.5L + S-9) 
E. coli 

t!acffrica ~ezcle µl de Fraccfán -Cantidad de compueato Tiempo de 1ncu 
cantidad incubada 5-9 5-9/ml de me!_ o solvente (DMSO) in- bac16n a 37 ac 

(ml) Incubada cla 6-9 cubada. 
ENSAVO (µl) 

1.- 1 100 10 2AF 20µ9/10 ul 90 m1n. 
100 2AF~10~1 90 min. 

2.- 1 100 10 CICLOF' 1n11c1 / 10 11 l 90 mln. 
100 CIGLOF' 10!:!9/1 !J !' l 90 m1n. 

3.- 1 100 10 2AF 10DOµa/10 !!L 60 mln. 
100 2AF 1000J.l.'tL..1!LI!.! 60 mln. 

4.- 1 100 10 Benzo (a)n .250ua /10 ul 90 " 60 min. 
100 Benzo Caln.250uo /10 111 90 v 60 min. 

5.- EJ.1 500 20 2AF 10ua/10 ul 90 min. 
l!OO 2AF 10unl10 ul 90 min. 

6.- 0.1 500 20 Benzo (e)n. 265 uci/1Dll1 90 n1in. 
200 Benzo CaJa. 265 .. nl1011l 90 min. 

7.- 0.1 500 20 2AF 1ll0un/20 ul '.W min. 
200 2AF 100µo/20 l.ll 90 min. 

e.- 0.1 500 20 Benzo (a)o. 25uo/20t1I 90 min. 
200 Benzo C aln. 2"-"'20u1. 90 min. 

9.-• 0.1 500 20 2AA 100uo/10 111 90 min. 
200 2AA 10Qi¡n/10 ul 90 m1n. 

1 o.- 0.1 1 300 2AA 1001Jg/10 111 éO min. 
10 300 2AA 100un 110 11 l 6D rnin. 

Las mezclas de activac16n de loo ensayos del 1 al 9 fueron preperadao como indica 
Ames y col., vaciando solo la cantidad de fracción S-9 según oe eenela en cada ex 
perimento. La mezcla de act1vaci6n del ensayo 10, fuá preparada según Hyman y ':' 
col. 

En loa ensayos del 1 el 4, el t~rmino de le 1ncubac16n se sembraron aolrnr:ente 
110"lljcaja para as! sembrar unu cantidad proporcional de u.F .e:. con respecto e 
las eneayos restantes. 

• Este ensayo ee realiz6 camjuntamente can ~~ typmlmur.ium. Ver tabla 10 • 

TODOS LOS ENSAVOS REALIZADOS (1 ~ 10) can"- ce.U.. PROD~JERQ~ I.s.> 0.9 



TABLA NO. 16 
ENSAYO NO. 9 

EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD DE MUTAGENOS CONOCIDOS 
&, ~ y .a. I~QbJ.mui1!.l!!I EN PRESENCIA DE 5•9 

Bacteria Mezcla de µ1 da Frecci6n Cantidad de compuesto Tiempo de Escherichia Selm¡mrlli 
cantidad act1veci6n S-9/ml de me!_ o eolventa (DMSO) 1ncubac16n 0011 tvpb1m11rl .Jlll Tf\98 
incubada S-' ( µI) ala S-9 incubada (minutos ) I:r. No revert 1nte/caja 

(1111) incubada 200µg/10µ1 

0.1 500 O (Sol. Cof .) DMSO 90 1.00 1+5 
0.1 500 a cso1. Cof. 2-AA 90 0.97 50 
0.1 500 20 OMSO 90 1.00 1+9 

. 0.1 500 20 2-AA 90 0.95 1,i.a3• 
0.1- 500 200 OMSO 90 1.00 N.P. 

a.1 500 200 2-AA 90 1.09 N.P. 

• Pare Salmonella typhimurium, se considera une reepueata muteg6nica positiva cuando el nGmero de colonias 
por caja doble al menos, el de lea cejes control correspondiente. 
~ara el ensayo de mutagenec1ded de Salmonelle tyehimurium se utilizaron cajas de M.M.v.a. v becteri8 CO!!. 

-a centrada (1·2x10 u.f.c/0.1 ml) 
N.P. • No probado. 

. .. 
.)' 
,~ 

• 
' 



b) Ensayo de Difusión en Agar ( E.D.A. ) (tig. 22) 

Este método.t ya había sido p11Bato en marcha en un trabajo a_E 

terior al nuestro, poro en vista.de la necesidad de establecer un ensa­

~o que incll.\Vora activación mtabÓlica, decidimos retomarlo y ensayar -

en él. primero oin S-9, a los compuostoo antiparasitarios probados en -

el ensayo en suspensión lÍquida. Al método da dit"usión en agar (E.D.A.) 

original le iooorporalllQs 2 modificaciones con el fin do au100ntar su se.!! 

s:ibilidads La primara comistió t11n sustituir el uso del disco de papel 

!'iltro por un pozo, practicado anal centro del agar, con el objeto de 

aumentar la cantidad del compwato de prueba de 10 mcl/disco a 100 ~l/ 

pozo. La segU?Jia mod1.f'icao1Ón comistió en 11tilisar bacterias dilUÍdas 

lt 10"000 y no las concentradas; éste cambio ostavo encand.nado a dar 11,! 

yor sensibilidad al ensayo y como se V• en las i'otograr!as l al 4. los 

hilos de inhib.1.ción de crecimiento generados, son lllélfores al user cult,! 

vos baet.erianos diluidos. Al m1.Bl!JO tiempo se evita la presencia do do­

bl&S halos de inhib.1.ción de crecimiento, como en el caso del Ji!6, que -

difi.culta generallll9ntit el precisar Dl diálll9tro de muerte celular ( fo­

tograf'.Ía l ) ( 36, 53 ). 

t1sarxio oate ei.stoma rápido cion S-9 se probaron los 10 como. 

puostos antiparasitarioo, oncontrándooe 3 qm en éete enDayo, produ.1_! 

ron halos de inhibición do crecimionto mayores { con un mínimo do 4 tnm 

de dii'ere11eia ) en la pol ~-, con respecto a la pol J..+. De estos 3 -

f'ármacos los 2 antibalrrñnticos genoletaloe en el ensayo en euspondón 

líquida, pamoato do pirvinio y ba:dlreeorcinol, resultaron nuavamente 

genoletalas en el de dif"usión en «gar ( tabla l? ). 



FIOtliA 22 F?.UEB~ DE on.~L&TALIDAD 

EN &ilchisrichia ~· 

&?SAYO DE DIF:SIOll EN AGAR 
( E.O.A. ) 

163.-

Cultivo de toda la noche 2 X io9 u.r.c./'tlil. 

1 
Sin dill.I!.r Con diluoión 

1 
· la l0,000 

2. X lOS u.r .e ./mt 
L-~~~~~~ti--~~~~~~-il 

Diá~tro de 
inhibición de 
crecimiento 
pol A+ 

0.1 m1 

! 
'f1t ;,, 2 m1 ds agar tJ"' sisnd.11Ólido 

1 

¡ 
Incubar 

,,r~ 

Diámtro do 
1nhibkión do 
cr•ee lrd e nto 
pol "1-



l::N'1AVO DE GCNOLLTl\Lilll\D !·'Oíl DIF"U&ION EN AWIR (E.D •. 1.) DE MCDICAMErJTOS :\NTii'l\,il'liiITl\rHOS 
ErJ f• col! 

Tf\B!,,11 ll!fJ. r1 
Crn·~i 'U!::S TO F'DLO D16metro rJe tnt1. tlr> crecimiento (mm) 

llNTTHl'llíl~~ 
maleo X 1 o-Y/100~1 

E:TEJ~H1·1ErH9 l· EXl'EfiflEt'JT9 *+ po , - PO po 1 ro 
-·-- -
[JI WUUHlDHm:r 

5,040 o (1 o o i'.[t:Jf·!f!Lll'JI\ 

lODrJSLO: tllHI UflOXl 
~,820 14 1(1 1 11, 16 l,Ll r"ULI(·;f\ 

DEHilllWl:Y.i:I lNI\ 6,690 10 9 12 10 

Dl f DSFllHI [jf:: 
4,310 10 6 11 6 (;LDllUUUH!I\ 

llNTI 11::: Lhli, r reos 
,_ .. _ 

llIOIWXWl\FTCRTO 6, 764 7 13 6 7 
DE fJEFCíHO 

llEXI L:lESLl ;u; r r;uL 15,4110 ¿fJ 1G 28 17 

-··-~- ·--
MEiicJfül\lOL ~'.,030 o o !J fJ 

>----· 

IJJCLO'.;l\MIDA 1,530 o 

-~------1---
o o 

1'11MQ/1TO [Jt; 

l'-Ifll\rHEL 5,250 o o ~ o o 
---~·-... ------··~··-~ 

PIH·iD!oTO Ot: 
---~~-·º----·---· i:) ____ 1._' __ L__:_~----· o l'IllVP!IO 

DJ.ferenciti de 

EXPERil'ENTO 1 

N. I .. 

-2 
.. 

1 

1, 

1 

10 

1 N.I. 

N .1. 

rJ.I. 
¡._... 

5 

in h. de cree. (mm) 

EXf'EílH!EiHO 2 

ólJ .1. 

-2 

2 

----· 
5 

·-

j_. 1 

1 11 

1 

.. -----
1·J. I .. ___ .. .. 
N.I. 

1v.1. -------· 
5 

----·-- . 
.... ,,, 
"" . • 



Bl difottfato de clorcqt1ina fu~ rl¡,tectac.io co.1!(1 co!::¡.ti~' ; ,., _;;.: '~-

letal en esta pruoba, d31ldo una difarencill de inlü.b1.ci6n da cracimierrto 

de 4 a S m más on la pol A¡- quo en la pol A+ esta dif'oroncia os prá! 

ticamente igual a la del pamoato de pirVln:l.o, aolo ql!llt el difosfato de 

cloroqulna f'ué más tóxico p~a ambas capae. 

El parnoato da pirvin10J1 al sor lll'llnos tóxico no inh1b:5.ó el -

crecimiento de la pol A+ mientrrui qllll al difosfato de cloroqu1n11 le 

produjo una inhibición do crecim!.ento de 6 in. 

En el oruisyo de difUBiÓn on ugar, as! CC\l!D&n el de ou.spon­

sión liquida, la yodoclorohidroxl.qulnollna (I.Q.) 1nhib1.Ó más el crac! 

mtanto de la cepa pol A+ quo el de la pol A1-, en 111Ste caso la dif'~re,2 

oia de inhibición de cred.l!it.onto en el ensayo de di.f'usión en agar, diÓ 

un resultado do - 2 rmn. 

Z.s as! qus, sin las 2 modi!'icaciones introducidas al m!Ítodo 

de difue1Ón en agar1 no hubiera sido posible detectar la acción g5nol_! 

tal de estos .3 compusstos, ni la actividad de la yodocloroh1droxiqu1.~ 

lina. 

BbBayo de Di.!us16n en A.gar con S-9 a 

l1ria vez probados los compuestos sin S-9, de.oidimos i-oaliaar 

este mismo ensayo con incorporación de activación w~tabÓliea. rara osto 

se usó una irezcla da activac:l.Ón preparw.\o contorlll9 11 Aims y col. 1 qiw -

se adicionó a los 2 1111 de agar junto con la bacter1.a. Este onsayo el! et 

recomarriado por Rosonkranz y col. para la datección de compuostoo pz-o­

genotÓXicOll a través dGl Mtodo de difusión en agar ( 5.3 )o 
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En la tabla 6 se ven los resultados obtenidos con el mo de 

dos compuestos pregonotóxicoo conocidos. En ambos casos no se detecta+o 

ron halos de inhibición de crecimiento. Bn esto ensayo se utilizan ba~ 

torias dilUÍdaa 1:101 000 y disco de papel filtro, debido a qm no se -

necesitaron cantidades de estos conpusstos tan altas, qll!I requirieran 

más solventei ( > 20 J!Cl ) para ensayarse. Las cantidades 1129adas para -

ttl 2-AJ. y 2-AF fuoron mooho nuzyores a los reportados como genoletal.oa ;.,. 

por Rosenkranz y col. ( 53 ) en vista de qllEI las concentraciones ori~ 

nales habÍan resultado negativas en ensayos preVios roalizados on ol • 

laboratorio. 

e) &sayo de Hl.crosuapensión ( M.S.A. ) 

Nuevarusnte so requirió buscar otro método que psrmetiera el 

ensayo de los conpuestos progenoletales. En esta ocasión sa recurrió -

al ;insayo de ndcrosll!lpensión reportado por MlCarrol y Pipar qua util! 

za microplacas da titnl.ación con sproxim:idamnte 2,000 a 31000 bacte­

rias/pozo (Fig. 22). En la tabla 161 se muestra claramDnta la activa­

ción de la ~iclofosfandda,, compuesto que para ejercor su efooto geno-­

tóxico roquiore do activacicSn 111ttabÓli.ca. La nmzcla do activacicSn i'UÓ 

preparada según M: Carrol y solo hubo dos cambios eori respecto a la -

técnica original; en noostros ensayos utilizarl!OS sienpre llltd.io HA + 'l' 

y no cal:lo completo, debido a qoo existen re.fersncias en la literatu­

ra { 53 ) que selfo.lan que ol uso de medios nutritivos favoreco el ci! 

sarrollo do las mutantos espontánea::i pol A+, entre la pot-i.acicSn de -

pol -'J.- con lo cual so p:iede tenor un cultivo con poblaciones ml.xtas, 

que no sarrlrían a lo.'.3 propósitos de este onaeyo. La socuooa modific!! 



FIOIRA 23 

501.il 
DBdiO 50 111 
l!quido compuesto 
HA+ T 

L. a··-• ---

PRUEB,IS D& O.ENOreTlJXD.il.D 

&N &achericbia ~-~ 

!.~.J! B,! MlCROO~l2!J 

( M.S .A.) 

Culti"Vo de toda la nochCD 2 X io9 u.r.e./ml 

t 
Dilución 

2 X lc4 u.r.c./11ll. 

J 
50 µ1/pozo 

Incubar 
J7"C/24 hre 

l 
160 µg eo 11g 40 µg 20µg lO')lg 

[: : : : :/ 
C'.M.I. pol A+) O.M.~. pol A-i-



TABI.A 16 t-dlSAYO p¡.; OEWfJ!l'rAIJDAD EN MICRCB IBPEWION El! l~l!f~ coH. 

COMPUESTO 

DMSD (SIGMA) 

M.N .. N.G. • 

CLORArJFENICOL 

CICLOFaSFAMIDA (0) 

ANTIAMIBIANOS 
DI IllDUHIOf10Xl(JUl 
NOLINA -
IODOCLOROHIDROXI 
gurnOLINA -

DEHIDROEMETINA 
DIFOSFATO DE 
CLaRagUINA 
ANTIHELMINTICaB 
HIDROXINAFTOATD 
DE BEFENIO 
HEXILRESDRCINOL. 

MEBENDAZOL 

NICLOSAMIDA 

P. PIRANTEL 

P. PIRVINID 

($) m Disuelto en DMSO 

EXPERIMENTO 

11l 
2C 
1b 
2C 
10 
20 
10 
2C 

1C 
2C 
1Ci 
2C 
1C 
2C 
1c 
2C 

1C 
2Q 
1C 
2!'J 
1D 
2C 
1Q 
2Q 
10 
2Q 
1b 
2Q 

CDNCElvTílf•CION MitVlMi\ INHIIJITDIHA 
~~ - ( S-9) ~al A"' l!nl('!"(S-9) ~Ql A+ 

' .25 12. o 6.25 1 .5 
6.25 G.25 6.~5 12.5 o.o9 1. 5 
a.as 0.?5 
a.13 0.13 
0.13 0.13 
2 24 2 24 ? 2 24 
2 24 2 21i ? 4 1¡7 

moleex1D- /pazo 
?8.1 76.1 78.1 158.7 
?8.1 76.1 156.7 311i.9 
1.s j.1 3.1 J.1 
1.5 3.1 3.1 3.1 

417.9 417.9 417.9 417.9 
1,17.9 li1?.9 li17.9 1+17.9 
21.3. 337.3 0.33 337.J 
21.J 337.3 0.33 33?.3 

moleex1D-9/poza 
281.8 281.8 140.9 281.8 
261.8 281.8 281.6 281.B 

25.7 51.5 51.5 51.5 
25.7 51.5 51.5 51.5 

253.9 253.9 253.Y 2s3.9 . 
253.9 253.9 128.? 253.9 
596.1 5§6.1 596.1 596.1 
596.1 596.1 596.1 596.1 :m.9 J27.9 651.5 657.5 
327.9 327.9 657.5 657.5 

4.3 135.s 17.4 135.5 
4.3 135.5 17.4 135.5 

Pozos DE 
DIFERENCIA 
-(S-9) +(S-9) 

1 1 
a 1 
t(+) 
o 
o 
o 5 (+) 
a 6 

a 1 
a 1 
1 o 
1 a 
a o 
a a 
4 4(+) 10 

10(+) 

a 1 
o a 
1 a 
1 o 
a o 
a 1 
a u 
a a 
a a 
o a 
5 3 
5 3 

• ª El EMS no ru6 uea~a como control c ... ), por preaonter una C.M.I. da l+OO µg/pozo para polA1 y 800 
µg/pozo pare polA ae decir, 1 pozo de diferencia. 
ílef. (Me. Carrol) 

(+l = Se considera como reopueeto genolctal poe1ti'.1a cuando existen 2 6 m6e pazca de diferencia a f!!, 
var de la polA"'(polA+ -poli\'"). 

,. , .. 
"' . 
1 
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c1Ón consistió en afladir al final del tianpo da incaeación do la placa 

10 lQ)l/pozo de l1Illl ool."'ión de púrpura de bromocresol, q~ es un indic.! 

dor de pH, para f'acilitar ad la dU'orenciación de los pozos con crect.-

1111.ento bacteriano d.o aq119llos en los qua no lo hubo .. Lo antGrior es p:'i.2~ 

ctpal1119ttte úti.l en el caso da aqualloa compuestos que prucipitlill :m al -

i'orxlo del pozo y 110 permiten detorlll:l.nar la presencia de e1·ecim1ento ( i­

dentifi.cado por la formaeión do turbi.doa on ol. l'lll!Jdio y de un botón de .. 

bacterias en el tordo del pozo ). De hecho, la sola adición da S-9 calP 

ea tu:rbide: al lllO<lio,. l'or lo tanto, para cada co!!p1WSto nos asegural!IOll 

de qua por sf. solo no tuara capan do Virar e1 color del indicador. 11 -

lllBdio HA. + T ea en real.id.ad una aolnctón all!Ortiguadora con requeriml.on­

toa m!nh1oe para el crecbdento y con un pH de 7.4¡ Gb estas c:ordicioi­

ma, el púrpura da bromocresol da una coloraci&n azul rey intensa. En -

cambio• cuardo las bacterias crecen en ol ·mc110 y utiliaan la glucosa • 

col!IO fuente de carbohidratos• loa productos mtab6licoa generadoe en la 

fer1111,ntación, d1srd.n""8n el pi! del 1118dio por deb830 do s.s con lo coal. 

el color obeerYado os mi. Te?'do-allla?'1llonto, claramente d111~ngtd.ble del 

aul 1'91'• 

In cada ensayo en la llldam placa ae corrieron en d18ti11too • 

posos controlos poelUvoe ( JmHl o 116 •1.b S-9 ~ c1clofoofalll.de o diclar 
. -

bidrato de qulnaorlna +/• S-9 ). 

In el Gl'lOIJG'O de lld.oroauapenoim ( lf.S.4. ) 89 detarlld.na la • 

comentrac16n idnima del compuesto mcosaria para idd.blr el crechd.•n­

to de la bacteria. Se com1d11ra co., reaplM!IOta pnoletal poeiUTa, º"'!!! 

do la c.M.I. ( Conc•ntraclón MCni• Inhibitoria ) do la pol 4+ os 2 P.2 
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aos mqor qwr la da la pol A1-, es decir la C.M.I deba ser por lo EDBn<B 

4 vecas mayor en la ce¡>« con actiVidad de reparación normal, que en la 

de le cepa dificiento ( Y1 ). 

Por éste ensqo, sólo 2 COJllPuestoe resultaron genoletales ca.n 

y sin S-9, el d.irostato de cloroquina ( Die ) y el pa11JOato de pirvinlo 

( P. Pirv. ). 81. pri~ro rosul.t6 ser más genolotal en presencia de ac­

tivación IQtltabÓlica (S-9), que on amencia d9 la rásma, dando con S-9 

10 pozoa de diterencia entre la concentración ra!nim inhibitoria ( c.H. 
I. ) de la pol A+ - po1 A¡ - • Sin S-9 sólo hay 4 pe>zos de diferetx:ia. 

m. pamoato de pi.rvinio contrariamente al d.1.toat'ato de cloroqld.na en • 

presencia de S-9, disiu1.nqy6 su genoletalidad en 2 poaoe. Sin act.ivación 

result6 una diferencia de S pozos 111.er:tras qm con S-9 s6lo se nn 3 ~ 

sos ( tabla 18 ). 

Todos los resultados obtenldoa en lou distintos ensqocs con 

F.ocharlchS.a ~. se reaumn en la tabla 19, el proceso histórico en -

la tieura 23 y las ventajas 'T desventajas de dichos ensqos en la ta­

bla 20. 



EFC:CTD GE,\iOLETAL GE MEDic.:u·:ENTOS 
Al'lTIAMIBrnNDS Y .:\NTIHELMINTICOS 

EN EL SISTEMA DE PRUEBA 
-¡ A+ Escherichia .Q2!.!. polA1 pol 

1n.-

Cm1FUESTC ENSAYO DE SUSPEN ENSAYO DE DIFU ENSAYO DE MICROSUS 
SION LIQUIDA - SION EN AGAR - PEN5ION (M.S.A.) -

DIIODOrHDROX.!, 
~l:I.'JCLHJP. 

IODOi:LOi\OHI -
DRC~;'.;_IJIIJOLINA 

DEHIDRDC:M:'.:TI­
r,;;:\ 

DIFOSF~TO DE 
CLD,'\OQUINA 

'11\ TI!-:ELMii1TI CDS 

HIDRiJXVú'l.FTOR­
TC DE ::ffEi\IO 

HEXILRC:SORCHJOL 

MEBEi\!DAZOL 
:'. ICLOS~:·'.IDA 

PAM:r.;ro DE FI­
RA~ffEL 

F;!!10~TO DE PIR­
VH;IO 

~!.P: oo probado 
+ resultado positivo 

resultado negativo 
+!- resultado dudoso 

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

+ 

+ 

N.P. + + + 

+/-

+ + 

+/-

+ + + + 



FIOtR.A 23 

ENSAYO OE DIFUSION 
EN AGAR (E.o.A.) 

DIAGRAMA HISTDRICO DE LA EVALUACIDN 
DE LA GENOLETALIDAO DE MEDICAMENTOS 
ANTIPARASITARIOS EN Eecherichia .E2!!, 

ENSAYO DE SUSPENSION 
LIQUIDA (E.S.L.) ---"" 

-(S-9) +(6-9) -(S-9) +(S-9) 

- Fbmecos 
. Genoletelea 

- Fbmacos 
No Genoletalae 

- Resultados 
No interpratablee 

No 
Funcionó 

- F~rmacoa 
Ganoletalea 

- F6rmacoa 
No Genoletalea 

- RoeuJ. tmoe 
Dudosos 

No 
Funcionó 

ENSAYO DE 
MICROSUSPENSWN 

(M.S.A,) 

i-------~ 

.. (S-9) +(S .9) 

- F~rmacos 
Genoletalef-

- Fármacos 
No Genolet• lea 

¡.o 

~ .. 
' 



T.lBtA 20 

KETODOS 

Difusión en Agsr 
(E.O.A.) 

Suspens16n l!quids 
(E.S.L.) 

Hicrosuspensi6n 
(M.S.A.) 

173.­
PRUEBAS DE uEi;GU:TALLAD C:f~ &schepcni;; ;:oli 

Ventajee y Desventajas de los M6todos Alternativos 

VENTAJAS 

1.- Rápido (24 hre.) 
2.- Es el m§s económico 
3.- No se requiere conocer la 

concentración adecuada u 
probar. 

1.- Rápido (24 hrs.) 
2.- Es cuantitativo 
J.- Detecta compuestos 

no difuslbles en agsr 
4.- Detecta compuestos 

voUítUes. 

1.- Rápido (24 hrs.) 
2.- Es más econ6mlco que el 

E.S.L. 
3.- No se requiere conocer la 

concentrsci6n o probar 
4.- Detecta compuestos no di­

fusibles en Agar 
s.- Detecte compuestos volátiles. 

DESVENTAJ'45 

1.- Solo es cu~lltíltlvo 
2.- Los com~,\m<Jtl'.IB na 

dlfusibles en Agar, 
no generan halos de 
inhib1c16n de cree! 
miento -

3.- No son detectados -
compuestos volátiles. 

1.- Se requiere determi­
nar el rango de con­
centraciones a probar. 

2.- Es el menos econ6mico. 

1.- ER semicuantitativo 
2.- Las diluciones del 

compuesto dejan l'llTl­
plloe rangos de ce!!. 
centrac16n entre -
uno y otro pozo. 

Nota: - La pared de E. E.!:!.!!, por ser un 6rsm (-), impide el paso de ciertos com­
puestas de P:k. elevada. 

- Compuestos que ~anen al ADN y que requieran de siatemes de reparación -
donde no se necesite de Pol I, no podr~n eer detectadas por ninguno de 
las tres ensayas de este sistema 



Sistelll/l do BacillU3 subtilis fUU+/ ROO-

l.- Veri!ioación do la Actividad da Rs.>aración por Recombinación en las 

e epas H-17 roe+ y M-45 reo-. 

De loa 3 métodos alternativos lll06tradoe on las figura 24 a -

la 27, ol Kltodo Rápido de Estrías y el 8nsáyo R.BC con esporas• se pue­

den usar rutinar1allll3nte para verU'i~ar ol busn estado do las cepas Il-17 

r&e+ y M-45 roe·. 

Los compuestos genoletales, utili11edos como controles posit4 

vos son la 4-Nitroqainolina-l-á.xido ( 4-~o ) y la ml..tomi.cina C ( Ml.t.C) 

que inhiben más a la cepa K-45 rec- deficiente on la reparación por X',! 

co:nbinación qua asa parenta1 H-17 rec + 11 como se aprecia claramente en • 

la tabla 21. 

En este ensayo so ha establecido que para comidarar a un e~ 

puesto genoletal, debe da ood.stir una dit'eremia de por lo 11161106 4 mm -

da diámetro en el halo, o zona de inhibición de crocimi.ento entre una y 

otra cepa (21, 22). 

2.- Oenoletalidad de loe Fármacoe do Prueba. 

a) H&todo Rápido de Rstdas. 

La tabla 22 nos 11uasta loa resultados obtenidos en el estu­

dio de los 10 fármacos antiparasitarios a través de éste método. ColDO 

ae puede ver, ninguno de los medical!lB ntos produjo una 1ona de 1nh1-

bic1Ón de crecilllento lla:f~ a loe 4 111m, por tal lll!ltivo, so prcced.ió a 

la obtención de las oaiporu d• ambas copas como se indica on la secci&t 



M-4~ rec -

Zo11ns de Il'lhibic1Ó11 

( longld t\Jl1 do la 1om 

cuslitntivo 

\ 

B!Oillllll .!'~ 

Haloa de Inb1bio16n 

( D!1111)ttrn del halo ) 

cualitativo 

Ooroe11tJ"aci6n Mínima 
Inhibitoria ( C.M.I, ) 

sendcuaatitGtivo 

.--------------
o •••••• 

ººººº•• 



FIGWA 25 
FR i.E!i.15 ¡¡.,, \Ji:.~.vr.¿¡-.J.JD.Ai) 

EN Baei.llu.s eubtil:iB 

Cultivo de toda 
la nocho o 

&&por~ 
3 X l.O · eap./ml Ha° deat. 

K-45 :reo­

H-17 rec+ 

PRKIK:UWCION 
4 "C/ 24 hrs......._ 

~ Incubar 
71 "C / 24 hr8 

J 
(/\ K-4sreo· 

~ H-17 rec• 

Zona d• Inbibioión 
de crecind.ento 

. H-17 '1 K-4S 



FlGll!A 26 

IN Bacill1111 11a.bt1Ua 

EJBAYO rur: 

Cul.t.ivo de toda la Noche 

¡ 
Obtenc¡Óll d.o esporas 

Ajustar a 3 X io7 et!.p./ ml H,:P .d1111t. ' ¡ 
O.l ml de B-17 reo+ 

r· 10 ml de .Agar sellllsÓlido completo 

l.. ,J 

l .1¡.0--to 
·. J . 
4~ / 24 hrs 

i ,, .. , r.,, 
Dláll\!Jtro dll 
inhibición 
oree1m1.orit.o 



FIGIRA 27 

50 ¡.¡l 
medio 
J.íquldo 
completo 

K..45 rae• 

B-17 rea• 

HWEBAS DE OEmLETALlDM:' 

EJ>t .BacUlw uuhtilitl 

B?S"AYO DB MroROSIBP&l6ION 
{M.S.A.) 

Cultivo de toda la: noehs 2 I io9 u.f.e./¡,41 

~ 
Dilución 

2 X lo4 u.r.c. / m1 

i 
50 µl/ pozo 

Incabar 

37"'("""' 
160 µg SO\Jg 401-!g 20llg lOlJg 

/ o o o o :; o • • • 

c.JLI. B-1'1 roe• ) c.K.I. K.4S reo• 



TABLA 21 HE!:iUL Tl\[)05 DE LOS ENSAYOS IJC GENDLETl\LIUllO DE MEDICl\MENTOS 
ANTIPARllSlTlllUOS EN Bacillu3 eubtil:Ls 1 

ENS VD A 
1-'.E:TODO Rlll-'IOO DE i::srnrns Activa. Oi~metra de inhibic16n de crecimiento (mm) 

COMPUESTO \l•J/20 '" zona de inh. de cree. en mm. Metab. - OACTl::RIAS -- - ESPORAS --
H-17 M-45 D1f. S-9 H-17 M-45 D1f. H-17 M-45 01f. 

H
2

0 20 o o rl. I. o o N.I. o o ri .I. 

UMSO 20 o o N. I. o o N.I. o o I~. l. 

4-NQO 2x1D- 1 4 12 8(+) 1 3 2(-) 7 16 9(+) 

M1t. C 2x10-1 6 15 9(+) 11 22 11(+) 14 25 11(+) 

2-AF' 100 + o o N.I. o o N. l. 

2-AA 200 + o o N.I. o o r·:. I. 

Oenzo [a] 
100 + o o N.I. o o N. l. l'irena 

Giolafo~ 500 + o o N.l. o o N.I. f'ilmitln 

(+) m Compuauto gennletul. Ol fc:rrmcin I:;!:. r, mm. 
... 
j 
i 



TABLA 22 RE~Ull11DO!:i LJ[ LOS é:l\:!J/1VO!J DE. G:."IULET,\LlUl\D DE 
MEDH:llMENTO!J /11\:Tif'llRl\SIT;IRIU!:i Er1 :Jncilluo aubtiUt; 

N 'f 

COMPUESTO NCTODD ílAPIDD DE CSTRIAS Activa. Di{imetl'o de inhihición de crecimiento (mm) 
DE moles/20 11 I znna de inh. de cree. en mm. Metab. - f!ACTEíllAS- - ESPORAS---

f'RUEOA H-17 M-45 Dif. S-9 H-17 M-45 Dif. H-17 M-45 Dir. 

Af\JTIAMIEJIANOS 

DEHIDRDEMETINA 1,337x10-9 o o N.I. o o N.I. 5 7 2(-) 

DIFOSF°ATO DE 8,615x10-9 o 1 6 8 2(-) 44 30 -14(?) 
CLORíJUUINA 

DI IODDHIDl10XI- -9 o o N.I. o o N.I. 3 4 1(-) 
QUINOLINA 1,001x10 

IOOOCLOROHI- 1,9G4x10·9 o o N.I. 7 9 2(-) 7 7 0(-) 
DROXI[JUINOLINA 

l\NTIHELMINTICOS 

HIDAOXINAFTOATO 902x10·9 o o N.I. 2 2 OC-) 1 1 O(-) 
DE BEFENO 

HEXILRESORCINOL 3,088x10-9 
10 12 2 20 20 0(-) 23 21. 1(-) 

MEíll:J\1DAZOL 406x10·9 o o N.I. o o N.I. o o N.I. 

NICLOSAMIDA J06x10-9 9 y 12 12 V 13 3 y 1 11+ 17 3(-) 21y22 25y21+ 4(+) y 
2(-) 

PAMOATO DE 869x10· 9 2 3 2 J 1(-) 11 11 O(-) PIRVINIO .... 
O? o ·, 



TADU 22 cont.1nuacicSn RESULTADOS DE LO~ rnsnvos DE GENOLETALIDAD DE 
MEDICAMENTOS ANTIPMllSITARIO~ EN Bacl.llus aubtl.lie 

N o 
COMPUESTO METODO RAPIDO DE ESTRIAS Activa. Di6metro de 1nhlb1c16n 

DE moleo/20 µ l zona da 1nh. de cree. en mm. Metab. 
PRUEBA H-17 M-45 Dlf. 5-9 

PAHOATO DE 1. 076x 10-9 o o N.I. PIRANTEL 

119/20 )J 1 

FURAZQLlDCNA 200 . 20 22 2 

No?• • Ra1ult1da Na Interpretable. 
<-> • Compuesta Na Genaletal: Diferencia manar a 4 mm. 
(+) • Campueata Gllnolatal: Diferencia manar o igual a 4 mm. 
(7) • Resultada Na Esperado. 

~ BACTERIAS~ 

H-17 M-45 D1f. 

o o N.I. 

13 15 2(-) 

de crec1m1ento (mm) 
- ESPORAS --

H-17 M-45 01f. 

o 5 5(+) 

25 32 7 (+) 
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de material y métodos, para la realización del eMi;o'O RFn. 

b) Ensayo Rm. 

Este ensayo se practicó primeranante con células vogetati-­

vas 1 mientras se esperaba el tiempo da osporulación de ambas copas de 

Bacillm subtilis, en cajaa con mdio lllOd.ificado de Sheai'fer. La nd.sma 

tabla 22 muestra qua el presente método con bacterias no os adecuado .... 

para detectar a ningún co~oosto genoleta1, pero a difererx:ia dol· Mát2 

do Rápido de Estrtas, aqu! la yodoclorohid.roxiquinolina, el dit'osfato 

de cloróquina, el bidrax:lnat'toato de befenio, el hml.reoorcinol y la 

niclosandda exhibieron actividad tÓ'JC:lca, apreciárxloee halos de inhibi­

ción de crecind.ento en ambas cepas mayores a los reg1stradoe en el Pr.! 

11»r .m3todo ensayado. 
f 

Cuamo so tuvieron las esporas listas 1 ajmtaias a una co_!! 

centración de 3 X io7 esporas/iü. do ~O destilada, el Enssyo Rm: so -

llevó a cabo con ellas, obteniémose los resultados :indicados en la ml!, 

ma tabla. Como puada observarse al pamoato do pirantel prod11jo una di• 

terencia de 5 mm de diámtro de 1nhibl.c1Ón de crec1m1.em.o, l!llentras que 

con la nl.closaml.da en un primr experimento se obtuvo la mínima difer~ 

cia genoletal y en el segundo eo~o se tllVioron 2 111111 de diforencia. Ad. 

como en el caso del pamoato do pirVinio, so obsetvó también con el held:! 

resorcinol, la diyodohidroxiquinolina 1 la dahidroemt1n~_, un efecto -

tOOd.co mayor en el Ensayo R.B:: con esporas, qua &l. obsevado en el mlsn» 

ense,yo pero con bacteria!!; dicho efecto as Vi.Jito com un.a lllll)'or inhib! 

c1Ón de crecim1.onto en arnbas copas, poro con ausencia de genolatal1dad1 



JU hidroxlnai'toato do bafonio, prod11jo práotieamnte la llii,.!! 

ma toxicidad en el EDBa;yo REXl con esporaB, qua con el us<> de células -

vegetativas, lliientras qua el rnabendazol no generó halos de inhibición 

en ninguna da las 3 pruebas realizadas. 

El difoafato do cloroquina fuá miv tÓXico para ambas cepas 

a través de este nútodo, pero lo más llamativo es la presencia de una 

111tiyor letalidad sobre la H .. 1'7 rae• que en la M-45 rec-. 

Para verificar la presencia de la actiVidad l!O?lolotal en el 

Ensay<> rux:, se debe obtener una rolación liriaal dosis-reapuasta es d.! 

cir, ~1 balo de inhibición de crecimlento en cada cepa doberá ser pro­

porcional a la concentración aplicadaJ por tanto la diferencia de i~ 

biciÓn de crecimien"&o entre K-45 y H-17 tardará a mantemrse constante, 

basta el mo!ll6ntO en qua la inhibición do crecimiento en la H-17 sea C.! 

ro. 

Junto con las curvas dosis-respuesta del pamoato da piran­

tel, niclosamida y difosfato do cloroquina, se hicieron las da mltomi­

cina e ( testigo .¡. ) y furazolidona, que en el Ensayo Rl!Xl + esporas l'.! 

sultaron también genolotales. La rurazolidona es un compuesto antipa­

rasi"&ario, reportado como genotÓXico en la literatura e 9.35) por lo -

que se decidió probar en este ensayo en forma adicional ( tabla 23 ). 

41 análisis de las relaciones dosis-respuesta ob~en:ldes con 

la nd.tond.cine C y furazolidona, confirmaron la activ.idad genolotal de 

estos co:ipuestos, CO!Tll) so puado observar por la persistencia de la di.f! 

rerx:ia en los halos do inhibición de c1•ecind.ento de 10 .a do d1á11Btro 



ñE:L~~ILf~¿.:J 0i.:.:Jl5 - ,;..::.~rwi.:..~T,-i !~ .... 4>''" 

'l'ABLA 23 oaTENIDAS Erl EL ErvSAYO DE GENOLETAUDAO 
DE MEDICO.MENTOS ArffIPARASITARIDS rn ESPORAS DE Bacillus .!!l!!?.tb..!.!!J 

CONCENTRACIONES DIAMETRO DE rnHIBICION DE CRECil-'.IENTO. DIFEHE~JC:IA lllTF .. 1URKT, 
H-17 M-45 ----

Mit. C (µ~/20µ1) 

2x10-4 14 24 +10 GEl\oOLETAL 

4x10-5 6 17 + 9 

2x10-5 1 11 +10 

4x10- o o o 

2x1o-6 o o o 

Furazoli~ona (µg/20µ1) 
2x10- 29 33 + 1, GENOLETAL 

2x1o-2 25 32 + '1 

2x10- 17 22 + 5 

2x10- 7 11 + 4 

2x10- o o o 
-~··--------·------------

1'11closamida (moles X l o-91201, 1 J 

3{)6 23 22 1.:0 OE!'OU'( AL 

30.6 19 21 + ;¡ ( OtOOSO ) 

3.1 e 10 + 2 

D.3 o o o 

P. Pirantel (moles X 10·9 ;20µ1) 

1 076 o 5 + 5 Gé:NOLf.TAL 

1 009 o 3 + 3 

841 o + 1 

§93 o o o 
505 o o 

o. Cloroquina (moles X 10-9120µ1) 

e 615 46 31 15 ? 

5 815 36 24 -12 

3 87? 27 19 - e 
1 938 18 13 5 

969 13 10 - 3 



an el caso de la lllito:r.~c.1..na C y :.i.e 4a 5 ;1m1 i;ir. la i'arazoli~:wa (iig .28), 

En al pamoato de pirantel la diferoncia en el tand.o del b;!! 

lo da inhibición de crecimlento,, no sa mantiene constante co~.v fln 10:0 

resultados da la mi.tom1cina e, al bajar ln dosis de p.ruoba, dd·j·a· e . • 

que en la cepa reo+ no aparece halo de inlrl.bic:ión a ningttna do las -

eol"Centrncionas utilizadas. Aunqu~ el ta1nul'lo del halo en relativariante 

peque!to en la cepa rec- éste dato os sin embargo repetitivo, lo qua ea 

sllficiente para inl:ioar aetiVidad gonoletal, además do ao:r :'lt'lYor de los 

4 mm de inlñbición de crec1.m1onto requeridoo. 

Con la niclosallli.da se repitió el resultado obt~:tldo en el. -

pri~r experir.iento ( tabla 22 ) del ens~o run + esporas, dando siempre 

una diferencia 1D¡Jnor a los 4 mni de diánotro en el halo de inhibición y 

por coti.secuancia se la colocó entre los resultadoo no g1moletalea ( o -

dwosos). 

El resultado de la relación dods~raspoosta del di!osfato de 

cloroqutna 1'UÓ similar al qua aparece en la tabla 22 en al Ecsayo RW -

con esporas~ sien:io notable la l!UIY'or 1nhibic1Ón en la cepa H-17 rec+ en 

comparación con la cepa M-45 ree·. Observán:iose además qae en la rela­

ción dosis•respuasta, la d!.ferencia on ol tamaf!.o dol ti.ala de inhibición 

do crecimiento entre ambaa cepatJ, os manor a inedida que disndneyo la -

ooncent.raeiÓn dCJ dii'oefato de cloroquina (fig. 29). 

Con respecto a los intentos da realizar los ensayos con actt 

TflC16n matab611ca, éstou no i'ructit:lcaron y en ninguna de las S formas 

empleadas se obtuvó respuosta positiva con compuostos pregenotárlcos c,g 



FIO, 211 

30 

I 

/ 

/ 

BFl'CTQ OENOTOXICO D& MITOMICINA O Y Fl.RAZC!JDONA .¡. - • - - M!.t. a M-.45 r80-

lll KL S'lSTXM6. DE Bacill 1111 11 ubt.iliÍÍ 

RJ!Xl+ / Rm-

/ 
I 

i 
/ 

/ 
I 

l 
/ 

I 
cv 

I / 

·l 
/ 

/ 

/ 
'7 

I 
/ 

/º 
/ 

I 

- - o - - Ml.t. e H-17 roe+ 

- • - Furasolidona M-45 

- O - Fura1olidon11 H-17 

-1 
1 O Los1o Conaentraot.cSn mles/ disco 

rec-
roe~ 

r.: . 
' 



FIOlRA 29 

l¡Q -

1 o 

El'WTO DEL l>IF'OSFA"ro UE CLalO'.jUIN'A 
E!I fil. SISTEMA D~ llacll11.1:1 1rnbtili11 

ni;n+ / RI!C-

• 

~ 
1 

LoglO Cono1ntr11C11Ón 1110lm/d1sco 



188.-

nocidos ( tabla 21. y ensayos A al E de las tablas 24 _,. 27 ). 

El enslzy'o de nd.croauspensión no permltió detectar la concen­

tración m(l!ima inhibitoria en ambas cepas con ninguno de los controlas 

positi VOS el'lpleadoe ( mltomicina e' 4-nitroquinolina-l-ÓXido, sin S-9J 

cicloi'osfaMl.da y banzo(!\] pireno con S-9 ). 

&l proceso histórico de todos los ons¡zy'os el!lpleados en el -

sistarr.a de Bacillus subtilis mr;+¡ mu·, se muestra en la figura 30 y 

les ventajas y dosvontajas del mis:uo, so encuentran enW'ICiadas en la -

tabla 'ª• Finalmente, los compuestos antiparasitarios as! como las co~ 

centraciones detectadas genoletales en los sistelllaS bacterianoe uti­

li16ldos; Eschorichia ~ y Bacillus subtills, se encuentran resumi.dos 

er. la tabla 29 don:lo se llltlestra ta111bién a los compuestos no genoleta­

lee y las máxi!llas concentraciones probadas. 



TABLA 24 RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE GENOTOXICIO~D DE MEDICAMENTOS ANTIPARASLTARIOS 
EN Bacillua eubtilia V Salmonella typmimurium EN PRESENCIA DE S-9 

~a 

DISCO Mezclo Bacillue subtilia Ssimonella typhlmur!um 
•TA15:35 Inh. de cree. TA 1sja Inh. de cree. COMPUESTO }.lf]/20 µ' S-9 ESPORAS EFECTO de los.rever EFECTO de lo,; rever (0.5ml/caja) Di~metro de inh. de crec_~mm) MUTA GE- tantea elre:" MUTA GE- tent1: ·.1 ali·e:" 1 

H-17 M-45 NICO dedor del - NICO dedo1· del -
disco. diDc:c1 ·-

H20 20 pl .t o o no "º 
DMSO 20 ~11 t o o no •!O 

2-AA 200 o o no :10 

2-AF 100 o o no :10 

Ciclofosfemida 500 o o no 110 

2-AA 200 + o o + ei ++ si 

2-Af 100 + o o +++ 9L 

Ciclofoafarnlda 500 + o o + no 

• En lo:i Meul tutlua da .~· ltl!J.:!.!m.Y!.!.~· el o!mbolo +i significa respuesta mutsg~nice positiva, por la pre::.~ncia 
de colon11.u ruvr·rt;.intel' 1llx·etfüdur del cJJ.oco, rm numero mayor al doble del expont6nso (TA1535a17 coloni•·íl/ca­
je y TA153B ~ 3?. coloniaa/cajo), En el oneayo con.§_. t~phimurium ee usaron csjae de medio a6lido M.M.1,,8, V 
E1g1n aem1a6l1t1o al 0.6?G de M.M. supli1mentr;do con bl.ot; .-tiiat. 

~ . • 



Tabla 2S 

ENSAVO 8 

Compuesto 

Banzo <a>pireno 
2-AF 

EVALUACION DE LA GENDLETALID/\O DE MUTAGENOS CONOCIDOS 
EN Bacillua subtilis 

Pozo Mezcla 
µg/20µ1 5-9 

a.1 ml/pozo 

100 + 
100 + 

ESPORAS 
Diam. inh. de cree~ '(mm) 

H-17 M-~5 

o 
o 

• 

• = Solo crecieron pequeMes colonias de M-45 alrededor del pozo 
La cepa H-17 crec16 normalmente en toda la ceja. 

ENSAYO e 
ESTRIAS DE ESPORAS O BACTERIAS 

Compuesto µg/20 µI O.J o 0.5 ml/caja SIN PREINC. A 4QC CON PHt::INC. 
LONA DE INHIOICION DE CRECIMIENTO 
H-1? M"45 H~17 

2-AA 200 + o o o 
2-AF 100 + o o o 
Ciclofosfemide 500 + o o o 
Benzo (e) pirena 100 + o a o 

i' 40C 
(mm) 
M-45 

o 
o 
o 
o 



TABLA 26 

ENSAYO O 

2-Af 
2-AA 
Benzo (e)pireno 

PREINCUl~ACIUN DEL COMPUESTO-MEZCLA Ai\JTI VACION S-9 

Pozo ESTRIAS DE ESPORAS Salmonella typhimurium 
µg /pozo S-9 (1) (2) zona de inh. de cree. (mm) EFEC:TO MUTAGENICO 

H-17 M-45 TA1538 (3) (4) 

500 + o o ++ 

200 + o o + 
200 + o o ++ 

(1).- Pozo conteniendo 100µ1 de la mezcla incubada (50µ1 compuesto+ 50µ1 mezcla 5-9 ~ 20/ 
37QC en un tubo de vidrio estéril). · 

(2).- Se usaron dos mezclas S-9 preparadas aegún Ames y col. La primera cnn 100µ 1 de fr.1c -
c16n 5-9 por ml de Mezcla 5-9; la aegunda con 10 µ J.de fracción 6-9/ml de mezcla 5-9. 

(3).- Le1 cepa TA1538 se sembr6 en cajas de M.M.V.B. (suplementadas con 0.1 ml de una eolu:i6n 
5 mM de bic.t/5 mM hiat. esparcido en le superficie de la caja) al distribuir 0.1 ml de 
un cultivo de toda la noche en las cajas, con ayuda de un triángulo de vidrie. 

(4).- El símbolo + indica presencia de colonia~ revertantes alrededor del pozo, en número rna -
yor al doble de expontáneo {respuesta mutagénica positiva). 

1-' 
¡g 
• 1 



TAllLA 27 EVALllíUJW"J CLIMP/t11•1Tl VI\ DE LH GE11JOTOXICIDAO DE t~UTAGENOS C::OffüCIDOS 
Ei'I lli!2~ ~!..lli y Snlmonolle typh1mur1um 

ENSl\'/O E 

Compuesto 

2-AA 
2-AF 

Dl!JCO 
µg/20µ1 

100 

100 

Benzo CeJ pirmia( 1) 20 

FRl\CCION 
S-9 

POR CAJA 
(2} 

+ 

+ 

+ 

BaGillus aubtil.ia,, 
-----<::SPURAS,,_. __ 

de inh. de cree. en mm 
H-1? M-45 

o 
o 
o 

o 
o 
o 

(3) Salmonalla typhimurium 
lbdio M.V.B, (4) 11.adio CompJato{5) 
TA1535 TA100 TA1535 TA100 

EFECTO MUTAGENICO de inh.de cree. 
Cmm 

+ + o o 

(1).- Para eate ensayo el s1Jlventr. del banzo (a) pireno fué una mezcle DMSO-etencil 1:15. 

(2).- ~e utilizaron 0.1 ml, 0.3 ml, 0.5 rnl, o.a ml y 1.0 ml de Fracción S-9/ceje de 10 ml de agar rem1-
a611uo completo nl 0.8%. 

( 3) •• f1nra la TA1535 y TA 100 la cantidad de Fracción S-9/coja fué de 0.3 ml y 20µ 1 da solución de r. r¡fa.s, 

toreo/dioco. La solución de cofactores ea preparó según Kada y col. 

( 4) .- Se utiliz6 0.1 ml de bmtorfo + Fracc16n 5-9 + 2 ml de agar eemie611da mínimo suplementado. Lile -

cojos presentnbon hnlo de inh. de crr.cimlrnto de colonlae mutantes alrededor del disco, pero al ob­

aervar al. ndoroacop. existfon las colonias da crecimiento de Penda normales en el "halo de 1nliibi­

ci6n". 

(5),- Se util1z6 ol m1~mo protocolo que para .§.. eubtille. . ... 
. o 
t.J .. 
1 



~I:T2RIA CEL CES/\F?RCLUJ CE L~.S PRIJS9i'IS DE 
GEí~OLET.~U:D.~D .:,. 3acillus suptEis 

3I) S-9 

METCOO RAPIDO DE 
Esflü/.isSTNs=9 J.--

.- F.'.\R,'-JAC:JS r~o GE~:GL=:TALES --, 
L ílESLL U.DOS NO nJTEPPRETA~LES-1 

~ 
ENSAYO REG 

CONi3AfEITTAS 

Fil "lM:\COS 1'VO :;E~:CLETALE5 
RESLllTA005 NO ViITRPRETABLES 

CON 5-9 
MEZCLA S-9+10 ml de eger 

eem1!16lido completo 
,¡. 

1 

SI~ 5-9 
F'1Rr.-,::i¡;¡;s .¡.GE:mLETALES 

NJ FmCIONO 

ErlSAYO REC CON ESPORAS --e 
1 

CON 5-9 
P.EZGLA 5-9+10 ml de agar 

F'-·'il-'.1C03 r;o s:::.;;cLETriLE.5 samiaÓ11.do colf{lleto 
J. 

:;;:::5 l nDCS :.,,_r_·:-r:::_._=F_R_E_r_:.._.::_L_¿5------...----------N-O_F_:;_,NrIONO 

EN5Afo !!_ 
Cajas M.C. + 2 ml agar sem1sol. 

completo + esp¡ras + mezcla 

NO FUNCIONO 
.J, 

~!! 
Cajas M.M.v.e. + erg + trp 

y 

Mezcla 5~ en pozo 

:~o FU:\!CIONO 

5-9 

cantinlia 



FIGWA 30 
continuación 

l 
ENSAYO C 

Cajas M.M.V.B. + 2 % caldo comp. 
MezcJ.a S-9 en la superf. de la 
caja i preincub. a 40C/24 hra. 

NO F1CIDNO 

ENsiva Q 
ESTRIAS (ESPORAS) 

Cajas M.M.v.a. + 2 % caldo comp. 
Preincubaci6n 20~37CC de Compuesto+ 

Mezcla de Activación 5-9---~100"(//pozo 

l 
NO FUNCIONO 

J . 
ENSAYO §. 

Igual al ensayo REC CON ESPORAS 
Diferencia: FracCTón S-9 + 10 ml 

agar semiaol. comp + disco con el 
compuesto y la sol. de cofactores. 

J 
NO FUNCIONO 

ENSAYO DE Mr!ROSUSPENSlON 
±. S-9 

J 
NO FUNCIONO 

19.4.·· 



1-'.ETQDO 

Ensayo 
rápido 

oe Estría 

Ensayo 
REC 

con E:sporas 
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Fruebas de Genoletalidad en: 

!3ac1llus subtilis REC +/REC 

Ventajas y Desventajas ce los Métodos Al ternativoa 

VEriTAJAS 

- R.apido 

- Econ6mico 

- Huy reproducible 

- Detecta compuestos 
Genoletales, ~·:o activos en 

otros sistemas de prueba 

- Utiliza organismos Gram (+) 

cuya pared celular es simple 

y ~or tanto más permeable a 
cc.1:lpuestos de P.M. elevado en 

co~naraclón con los organismos 
de ;:::rueba üram (-) 

- Todas le: arriba indicadas. 

- Má::: sensible que el Método de 
Estrías. 

DESVENTAJAS 

- Solo detecta co!.!l 

puestos difuaibles 

en Agar. 
- Es cualitativo. 

- Identifica única -
mente com;:iuestos 

cuyo da~os al AON 

se repare a través 

del mecanismo de 

recombinacHín. 

- Todas las arriba -
citadas. 



TABLA 29 CONCENTAACIO~JES tn'ILIZADM DE 
ANTIAMIBIA:~os V ANTIHELMiiJTICOS EN 

L($ DOS SISTEMAS DE PRUEBA 
f• .!:.!?!!. polA-1/polA+ y.!!· subtilis Rec+/Rec-

COMPUESTOS GENOLETALES -- Eecherechie .E!.!!.--

1%.-

!l..~.!l!.!!! eubtilia 

ANTIAMIBIANOS E.S.L. _g E.O.A. _9 M.S.A. _9 E.O.A. _9 moles x10 moleex10 moleax10 mole ax 10 

DIIODOHIDROXI- 151-303 
QUINOLINA 
OEHIDROEMOTINA 125-250 
OIFOSFATO DE N. P. 4,310 1.32• 
CLOROQUINA +(S.9) 
ANTIHELMINTIC05 
PAMOATO DE PIRANTEL 1,076 

·PAMOATO Dt: PIRVINIO Jlt.7-86.6 4,31t0 11.2• 

HEXILRESORCINOL .30.9-61.8 15,440 •(S-9) 

COMPUESTOS NO GENOLETALES 

ANTIAMIBIANOS 
IODOCLOROHIDROXI 98.2 9,820 1.s+ 1,961t 
QUINOLINA 
ANTIHELHINTICOS 
MEBENDAZOL 203 2,030 12a.1+ 406 
HIDROXINAFTDRTD 451 6,764 1r.o.9+ 902 
DE BEFENIO ( f. ) 
NICLOSAMIDA ( $ ) 306 1,530 596.1 306 

• Calculada e Eartir de le concentraa16n mfnime inhibitoria (C.M.I.) 
pera la polR1 , ~ veces mayor • 2 pozos de diferencia m{ni111a. 

+ C.H •. I. de polA~ (No Oenoletales). 

$ Genoletalidad dudosa 
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DISCtBION 

l.- Resultados con Escheriohia ~· 

Sl proceso hietórico de los diferentes ensayos oon.§. ~ a 

los que l!le recurrió en ésta estudio, dadas las limitaciones técnicas -

encontradas para la evalll!lción de agentes pregenotÓXic:os, se pwde ver 

en forma resumida en la figura 18. 

Hl.entras que las :t'igW"as 19, 22 y 23 esquematizan do manera 

general, los 3 tipos de protocolos básicos utilizados. 

&l. sistema de prueba de !• ~ con sus 3 ensroroe, permitió 

la detección de 5 coiq>uastos genolotales, 3 de ellos antiam1.bianos y 2 

antihelmínticos (tabla 19 ). El ensayo en suspensión líquida ( E.S.L.). 

detect6 4 de los 51 al emayo de difusión en agar { E.D.A. ) 3 y el e,!! 

sayo de m1.croauspensión ( H.S.A. ) 2. De los 5 compuastoo genoletales .; 

sólo el pamoatc da pirvinio ( P• de pirv. l se detectó en los ) onssyos; 

el hoxilrssorcinol ( h.r. ) y el ditosfato de cloroquina ( d.t.c. ) ,• 

en 2. La diyodohidroxiquinolina { d.1.q. ) y la dehidroeMtina ( d.h.e.) 

sólo en uno ( E.S.L. ). 

Si en el sistema do Esch6l"ich1a ~ se usaron las 1111.omas º! 

pas bacterianas 1 ¿por qué no se encontraron los mismos resultados,, i!Xl,! 

pondiente:nente del ensayo utilizado?. Para contsstllt" esta pregunta se d,! 

ben de tomar en consideración las caraeter!eticss de cada sistema de P".!.18 

ba ( tabla 20 ). El ensayo de difusi6n en agal' ( A.D.A. ) por ejemplo, 

tiene como gran desventaja la nocasidsd de quo ol co01puos.to sos ditmi­

blo a trav&r. dol agar para ponerse en contacto con las bsetoriaD. As!, 



compuestos poco solubles cm aadio acuoso,, volátile5 ~ J?"C, d.¡¡ paso ¡,:E 

lacurar (P.M.} elevado o qua reaccionen con alg1ín compononta del ago.r, 

tienen una alta probabilidad da no ser datectad03. 

Con relación a lo anterior,, la falto de genoletalidad dce> le 

d:!yodohidroxtquinolina en al emayo de difusión en as;ar { E.D.!I.. ),, P! 

reciera aer más un problema de solubilidad ( ve:r· rasultadoa tabla 17 ) 

qua de peso molecular elevado o volatibilidad, pues <1$ un comr.wsr.o muy 

hidrof'óbico (Hg. 31). Por otra parte, la carer.ci11 de genoletalidad de 

la dehidroemotina en el ensayo de difusión en agar ( E.D.t1. ) podrÍa d_!! 

berse a una reacción con algún co:uponanta del agar que aJ.tora su genoJ..2 

talidad pero no su toxicidad, puos eo cl.1.fusible en 1.1gar y af'ect& par i­

gual a ambas cepas ( tabla 17 ). 

Ahora bien, si los eresyos en suspe?1fliÓn l.Íquida y da mici:2 

suspensión son básicamente ig11ales • ( bacterias + compuesto on suspen­

sión } ¿Por qué no se detecta actividad genoletal de los mismos c.o!Jllt~ 

toa en ano y otro ? • I.a respoostn puada ser la misma que para la tal ta 

de genoletalidad del etil motanosul.tonato ( E.H.S.J COJq>llJSto control m 

positivo en B.D,A. y E.S.t. ) en el eMayo de micro11ll!lpemión { M.S.A.), 

en don:le ee presenta l.a dificultad de obtener rangos os~rechoa de con-. 

cent.ración ( ver pie de figura de la tabla 18 ). Es e.e! qoo el h&Cho -

da realizar <lil~ionss dobles del compmsto, condiciona w1 rango antplio 

do concentracionss; por ejeiq:>lo en el caso de la dehidroematina entre 

el pozo con la coroentración ttt!nima inhibitoria { c.M.I, ) y el qoo Pl'.! 

senta creciltd.ento. hBY un ra~o da concentraoionos qlle van desde los -

208 a loe 417.9 I 10-9 .moles/pozo, por lo cual lli se hub1er4f\ h~o d! 
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liriones interroodias probablemante se podría haber encontrado diferen­

~1a an la respuesta entre pol A.¡· y la pol A+. 

El difollfato de cloroquina ( d,f,c. ) fué positivo en el e!! 

sayo do microsuspensión ( M.S .A. ) con y sin activación m:itabÓlica1 y 

on ol de dif~iÓn en agar sin activación. Aún cuando no ao probó en el 

ensayo en suspensión llqt.tlda, 110 piensa que existe una a1ta probabili­

dad de qua fuora positivo en éste, no sólo porque de los fármacos Gn!IJ! 

yado.s en los 3 riistemas, los conrpuastos po11itivos en el ellll~o da ·me~ 

suspensión { M.S.A. ) y en el do dif'UlliÓn en agar ( E.D.A.. ) lo fueran 

también en el de sll9pens1Ón l!quida ( E.S.L. '' sino por el tipo de ª! 

tructura de ésto compuesto qua es mqy semejante al de la diyodobidr~ 

qtdnolina ( fig. 32 ). En efecto, ambos poseen el ndSmo anillo quiooJ4 

nico» además de qua el difosfato de. cloroquina ha nido encontrado geno­

tÓXico en otros sistemas de prooba ( pag. 116-lI? ). Lo que no se sa­

be os, si su genoletalidad on el ensivo de suspensión liquida., podr:!a 

111anlfetttarse a concentraciones manare~ qw la diyodohidrox:l...quinolina, 

por ser un compoosto más soluble qua ésta 7 pudiera as{, penetrar niás 

fácilmente en la bacteria. Lo único claro al respecto con el difosi'a­

to de cloroquirui, es qua su toxicidad supera la de la diyodohidroxlq~ 

nolina tanto en los ensayos de difUBiÓn en agar ( tabla 17 ) -:¡ nd.cro­

suspensión ( tabla 18 ) Yso probablensnte su efecto genolatal on suspe_!! 

si6n l:Íquida se debiera precentar a concentraciones molares mnores qw 

ésta. Probablemente por tanto1 el efecto genolotal del dirostato de 

cloroquina al graficarlo en la fig, 19, ee encontraría en Wl rango de -

conc:entraciOnes manorea al de la diyoiohidroxl.qllinolina y de la dehidr,2 
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eme tina ( compoostcs antiand.blanoo ) • 

Otros datos qoo apoyan ésta hipÓtoeis, aon loa obtenidos en 

micros oopansiÓn ( tabla lS ) 1 dondo sa v& qua laB concentraciones m!n,! 

:nas inhibitorias ( C .M.I. } sin S-9 en pol A.• dol parnoato de pirvinio 

y ol hexilresorcinol ( compUA!!tos antihelmínticos ) aon maneras qoo las 

de la diyodohidrox:iquinolina y la dehidroanatina ( compooatoe antiamilñ:!J 

nos ) , dato indicativo de mayor torloidad de loo prlmaroo. En esto en­

scyo, el difoofato de cloroquina ( antiamibinno ) presenta su actividad 

gcnt"JtÓ:rlce sin S-9, a concontraciones serrajantos al hexilresorcinol -­

( 21.3 y 25.7 X 10•9 moles/ pozo raspectivaimnte ), y con s.9, a conctJ!! 

tracianos molares ~noros aún qua las dol palllOato de pirvini.o { 0.33 y 

17.4 X 10-9 moles da dif'oatato de cloroquina y ]lainoato de pirv:tnio/ po­

zo respectiVal!ISnta ). 

Por lo anterior, es mtzy" posible qllliS la agrupación de los ºº.! 

pu.estos antiandbianos y antihelmínticos de la figura 19~ es el resulta• 

do de la casualidad y no de una relación de t:ipo estructura-efecto (fig. 

31 .., 33 ). 

Con re1aciÓn a la interveroión de la activación mtabÓlica -

en los col\IP11eotco.ei dif'osf'ato de cloroquina adqtdere nayor actividad -

'ln ~esencia de S-9, a diferencia del pa1110ato de p1rvin1o, o1 cu.al dia-

1111.nu,ye su genolitalidad. &sta menor actividad on el amqo clct mi.croo'! 

ponsión en presoncu de activación metabólica, ea puede deber a que las 

proteínas presentes or: la M!izcla S-9, se unen inespec!f'lcanunte a las -

molée ulas del pamoato de pil'Vinio y por tanto disnd.neyan eu acctón -



P'IGm.A 3.3 COMPUESTOS ANl'IHELMINTICOS 

4-HEXI LRESORCINOL 

Cff=tK-0-0 

PAMOATO 
DE 

PIRVINIO • 

o ti 

OH 

eooe 

'" " ~,, 

i 



204.-

genoletal aJ. menguar la proporción da .fármaco libro. Otl'a pc.sibiLidao. -

sería la ocurretJCia da un e.facto root;ebÓlico de dsstoxirict1clón, tras el 

cual, el metabolito producido proaontt1 i.wnor actividad geno:J.atu.1., 

Los maoania111oa poFJibles de d!Jflo al J.01r do foa co:u¡w:;w ¡·,,_.. :;u·· 

noleta102 encor1tradoa, no pooden de<luci:l"'f:l<i dirc.::t:lmot.t~ de mw.stros ra­

sultado3 y sólo aabomos con carto1-.a a p.:irtir d;:1 la llto:ra;;ura, qin al -

difosfeto do cloroquina os Wl agente intm·clant<i on E"l ADN :r a través -

de é!lte mucnnierno puede gonara1· dsi'ío e¡¡notÓ:dco ( prodl.l\~C mutaciones 

f'rallleshift on ~* t:¡i:phil'll~_i; rof'. 55 ; \•<,!' p.ag 53 agaoti;;s intorcalanlien 

T pag 61 mutaciones frarnaelt1.ft ) • 

El hood.lrosorcinol es un COtllllUesto f'enÓUco 1 d'3 1f:.st,ie lo ll• 

tel'atura sai'lala qua 812 rnsoantsmo da daño al ADN, es a tl'av&~1 1ie la JJt•o­

dueción de radicales libr011 gonarados po1• outCYJXidación o l& scei.?n dei 

otros f'actores oxidantes presentes on !ll P'Sd.io ( 15 ). 

Do la dehidrosmot.1.nap ee sabe DÓl.o qua gonar& mul:.t;eionen i'r'.,! 

lQllJShi.tt ( 8 ) , lo que a1J11ado a loe trabajos de Stroisinger nobre CtY.ll,PUB1!_ 

tos productores de éstas nzutacionas ( re!'. 59 y pag. 53 ) , nos sugtare 

que ost& compuesto se puede intorcalar y/o apilar en ol ADN' baetcrl11no.. 

El pamoato de pirvinio, induce tanto mutacio'!l6s frarr.ash:Ut -

como por sootit~ión de baso en~· t;yphimuri.wn, sin embargo~ éstos re­

sultadoa no permitan eUBG%'1r algún calld.no posible de acción (' 8 }. 

Como se ha 111encionado, eólo do dos de loa compoostoe ( dif'<!_ 

1'ato da cloroquina y dehidroemtina ) existen datos preViOlll en la 1:1.te-



ratura que in:iican el tipo de dai1o posible que ocasior..an al AON, raspo!! 

sable de su erac~o genotÓXico. Actualmente no sa conoce en quo to.rlllt! 1,!! 

tervenga la reparación por escición l'l!!ldiado por la polil!llraM I ( Pol­

I ) 1 para eliminar ésto tipo de losionas. 

El comportamiento de la yodoclorohidro:dquiu•UM ( tllbla 14 

y .fig, 2l ) en al ensayo en aiwJXJmión lÍqui.da~ resulta aparanto:Il3nte -

extraí'lo en V:iata del nnyor d.r;Sio a la cepa pol A+ qua repara nor:na1mante, 

comparado con la pol A1, que os defici.ento on l~ e<:t:i.vidad do repara­

ción mediada por la polimara~a I ( Pol I ) º Este tipo do compartar.rl.er1to 

ya ha sido reporta:lo en la literatura ( 14~ 37 ) don:t'3 se enccl"!tré lll'la 

mayor inhibición de la pol A+ con eom¡:mestos an.'.Í.lo¡:;os do ba~10 gua son 

incorporados al. ADN en aootitición de 1ll b.:¡so original. ( ver p::.g, 54 a.­

ruí1cgos de base ) • Entro los collq)uastos qU9 inhiben má.a a l~ p!:>l .1 + qu.& 

a la copa .d.tJf:l.ciente pol A¡-, eia encoontru ti la pu:rina,, 5-bromo- 1 5~!1112 

ro- y 5-iodo-2' -destnyurldi.l'ltl. Estos datoo, aunados a los de D~ LW!ia 

y Cmrns ( 10 ) y s loo de la t'ef'erenc:l.a ( 23 ) donde sr.: al.irle u las d! 

f'erenttts capacidades de las poli!!l!lrasas do reparación y síntesis de JDN 

para :1neorporar anilogos do base, nos ha llevado a peMar que ol COIG)?O! 

tam:1onto de la W)l.10 pol A• trente a la yodoclorobidrox:iquinollna, es !! 

r:tgj.nado por un orror en la discrintinación ~ntro éste fármaco y las ba .. 

1:1es normales del ADNo Si se obeerva la estrix:tura d'l la molÓ:Jula do la 

;yodoelorohidroxiquinolina ( fig. 34 ) y so co~ara con la da la pur:l.na 

o más eapecítican3nte con la guanina, se puedo apreciar en efecto, c:l.fl! 

ta sill2ilit1d estr1.1Ctural. Por ejemplo, la !reBencia de ~ ostrac:tura 

bic!cl:l.ca plana con grupos smtit1.\7'oneea en las posiciones 5 y 7 de la 
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yodoelorohidroXiquinolina (I.Q.), que correspon:le a las posiciones sut!_ 

tuídas 2 y 6 de la zunnina. aunado a la presencia de un átomo de nitrcS­

geno en el anillo no sustitU:Ído de la ycxloclorohidroxiquinolina, qua • 

encuentra su equivalente en el N-9 de la guanina • 

.A:s!. se plantea la hipótesis de que la polimarasa I no logra 

diecri:n:l.nar entre el análogo de base ( ;ycxioclorobidrox:l.quinolina ) y la 

base normal ( guanina } , ocasionan:lo un porcentaje mayor de iooorpora-­

ciÓn de la yodoclorobidrox:l.quinolina (I.Q.) en sustitución do la guani­

na ( G ) en la cepa WJllO pol A+, que en su derivado p347S pol A1-, lo 

que conduce a su vez a una ~nor sllP!Jrvivencia de la pol A+. La p3478 -

pol A¡ - al ssr deficiente en la acti vi.dad de la polimrasa I depende -

de las polimarasas Il y llI, para eliml.nar lesiones del ADN que requie­

ran de la participación del :necanis!'l!O de reparación por escición ( ver 

pag, 78 y 79 !'.ecanismos de reparación del ADN ) y en vista de los res!Q; 

tados experi~ntai.es obtenidos• aparentomente Pol n: ;y Pol III dicrifl! 

nan mjor a la guanina de la yodoclorohidrox:l.quinolina ( I.Q. ), tenió~ 

dose ahora un 'f, roanor de incorporación de I.Q. en el ADN y en consa­

l' uencia IJlllYar sobre Vida en la pol A1 - • 

Una forlll!I do COlllPl"Obar la imorporación de la yodoclorohl­

droXiquinolina al ADN, sería el desarrollo de un ensayo do!Xle ee diera 

a ambas bacterias una llÚ.flma exposición a esta molécula Jlllll'Oada ratlli>a.!?, 

tiva:r.ante y se realizara posteriormente la detecci6n de dicha llllll'C& ... 

en el .A:>N, debida a ·la incorporación de la yOdoClorohldrox:iquinol,! 

na. . Si. la. h1pÓtosi11 planteada o:s cierta deberá encontt'arso una :nqor 
. . 

cantidad. d•. marca radJ.oactiva en la. cepa pol A. quo on X. pol Ai. 
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Ahora bien, ¿Por qué .la cd.yodohidroxi(ju.ir.01,;.r!<t y ú ;,·o-~ .. :~­

rohidrOXi.quinolina tienen acciones diferontes si aon est.rllet uralmsnte -

hablalxio ca!li :ldánticas ? ( fig 34 ) • Aunque no so M.otl!l la l'<>apueuta 

a ósta pregunta, una posiLle ax¡:>licacióri podría sel' en baso a 1P <:: • :; . ••u 

tencia da un grupo sustiteyonto diferente; un cloro on lugal' de un yoro. 

que le confiera a la molécula caracteríéticaa fisicoquí1i:ücas di.ferontes. 

Debe hacorso notar qua ol grupo -Cl ocupa un volÍJman seroojente aJ. - OH 

de la gll!mina, a dil'ererx:ia del - I qua es mayor. 

2.- Resultados con Bacill~ subtilis. 

Con respecto 11 .!!• subt.ills pode111Cs ver en las tablas 21 y 2~ 

que el ~todo más sensible para la detección d8 cornpoostoo gsnoletal.ss -

fuá el Ensayo RED con asporaa. Con rei'or(Jlneia a lo anterior, en la lit,! 

ratura ( 22 ) se hace iiiaooión al por qué do ésta lllaYar sensibilidad.. -

Al incubar esporas en cajas con medio completo, éstaf! erapienan a germl­

nar y durante este por!cdo de ti<Jmpo la replicación dol ADN os más len­

ta que cuanio se encuentra en astado vegetativo, por consiguiente un -

compuesto genotó:xico puedo tener más probabilidad do reaccionar con el 

ADN y así manifestar su acción genoletal ( 22 ), 

Además de la po81bilidnd anterior, pensamos qoo en el mo11111n­

to de la gerlll1.nación puada existir una permoabilidad mayor a loe compllll! 

toe, en Vista de que la espora para gorml.nar, nt1cesita destruir Sil doble 

pared celular que la proteje y resintotizar una nueva para la taso ve• 

ptattva, e:len:lo en óate .lapso de Uenipo l1llÍs accesible al paao de loe • 

compuestos. 



Los dos planteamientos ar.t,.;iríores podrían explicar el efecto 

letal mayor observado en el Ensayo Rm + esporas. Ahora bien ¿por qué 

el pamoato de pirvinio 1 el difosfato do cloroquina, la diyodl)hidro:rlq~ 

nolina, el hexilresorcinol y la dehidroomutinÓ', fn&ron ~enoli;,tolcis or1 ~ 

el ansayo de!•~ pol A+/ pol A1- y en el de~· ~!.U!!. l!oc~/ \ú;1_: .. 

no ? 

Cierto es qw ambos sistemas miden dar"ío genoletal, p~ro de­

bemos tener cm cuanta el llltlcar..ismo de r.;iparación imroloorado ~n c.nda -

uno da ellos. 

Loe S compu.astoa arriba citados son genoletale:.i en !• .<221! 

y a uu vez igualmente flon tÓXicoe para ambas copas de .11• ~J.:!.• &l 

dato anterior nos irxlica que en~· subtill3 par lo manos, loo cor:¡piw8-

tos si están pena.trando en laB ba:ctorias. Debemos rocordar qWJ la C(JPll 

H - 17 y M - 45 so11 rae+ 7 rcte• rospcctivamento,, poro ambas oon pol A+ 

1 que éstos compl18stoo afectan más a !• ~ pol A¡ - quo a l& pol A+,. -

Este resultado implica además q UtJ aunquo loe compu~stos t.1fl'lctan al ADH 

au lll!tcanismo de reparación no requiere de tal. paso de recombiMción -

( rcc+ ) pero que ai es indispensable la acción de la pollmrasa I ( .. 

P-ól. I ) en la olimlnación de éste dafio. 

La nicloaamlda al igual que en!•~, dá en.!!• subtilis -

un res\Ütado no mtzy' claro do su capacidad gonoletal, er1 Vista de que -

eo observan valores, quu en ciertas concentracionsa prcwocan un.a clife­

rencia en el halo do inbibic:ión de crecird.ent.o do ) mm,, ql.11!1 os precb.!! 

Zll9nto la trontora do loa agentes que no provocan gonoletalidad, 
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El ditosfato de cloroquina presonta un comportamtento "ano:: 

mal• en Vista de los halos de inhibición mayores en H-17 rae+ qua en -

la M-45 rec·, en el Ensayo Rm con esporas ( Tablas 22 y 23 ), La p~ 

ble explicación de oste hecho pWlde estar en el efecto pleiotrópico de 

~" más que en el mecanismo de reparación por recombinación on s!. • 

En la tabla 5 pag, 87, se pueda observar los diversos fenómnos quo se 

manifiestan por ausencia. de la tu.ooi.onalidad de uno o ambos genes (lexA 

y~)¡ entre estos efectos vemoo que la característica rec· produce -

alteraciones en la permeabilidad celular, aún cuando no sabemos si la -

au:nants o disruimzye, Esta ptxliera sor la explicación al efecto regis­

trado an .!!• subtilis, donde la mutación rae· dismincye tal vez, el paso 

del dif'osfato de cloroqul.na al interior de la bacteria, teniéniosa así 

una menor muerte de la capa rae· que da la rae+. En la tabla 23 se ve 

claramente que la diferencia de inhibición de crecimiento de1 difos!a-. 

to de cloroquina, no se mantiene constante como en el caso de los com-­

puastos genoletalas mi toruicina e y .furazolidona, de esta .forma al efe!:, 

to observado con el di:f'oofato de cloroqui.na s! depende de la concent.r.! 

ción utilizada, pues cuando se disminuyo ésta, la diferencia entre l~s 

halos de inhibición de la H-17 y M-45 tierde a hacerse menor, a dif'ere.E 

cia de los compuestos genoleteles. Esta deperdencia de la concantrac!.Ón 

pueda ser consecuencia de la pernsabilidad alterada en la cepa M-45 -

En al i:n&eyo Rl& para detectar com¡)uastoe praganotÓJdcos con 

bactorias o esporas ( tabla 21 ), los resultados fueron negativos con -

el uso de 4 com¡niestos que se conoce requieren activación metabÓlica -
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( S-9 ). Por 6sta razón, se introdujo una variante al nétodo que lo~ h.,!! 

co igual al ensayo de difusión en agar para~· typhimln'iwn.i dorxle so ha 

v:tsto la actividad genot6x:ica de los 4 compusstos llEncionados, solo qUB 

para.!!• s ubtilia se emploan cajas de 111Bdio completo y agar sernisÓlido -

también completo ( ver pie de figura del ensayo A tabla 24; y sección -

de material y métodos ), Este oroeyo se corrió conjuntallX!nto con otro.!? 

foctuado en 2 cepas de~· typhimuri1w11 TA 1535 que detecta compuestos 

>ttutagánicos por suzt.itución de base y la TA l5JS que es sel'lSible a age_!! 

tos mutagénicos f'ramashift. La tabla 24 muestra quo la mezcla de actiV,! 

ción empleada f'uá capaz de activar a los 3 compuestos pregenotfudcos t! 

nió1>:1.ose respuesta mutagénica on ~· tyghimurium, además de zonas de in-­

hibiciÓndB .cr ocildento entre ol disco 7 la zona de mutantes para ol --

2-andnoantracal'lO (2-A.A) y el 2-acetilanli.non uorono (2-.AF). Por el con­

trario en !!• subtilis no se gemraron halos de inhibición de creciml.e~ 

to. Estos resultados l'.lOS llevaron 11 pensar que posiblemante algún com­

ponente del medio co¡¡¡pleto podrÍn estar interfirielño con la aetivacién 

del compuesto ea decir con la Mlzcla S-9, o directsnente con ól. Da_! 

qu! surgió la decisión de emplear un medio idéntico al 11113dio Mínimo de 

Vogel Borule'.t' e111Plcudo en~· tzPhimuri11111 solo qua adicionando argintna 

+ triptÓf'ano en sustitución de histidina y blotina, por ser los pri­

lllerOB, los requeri.1111.entoo nutricionales de ]• subtills. 

Loo resultados de este ens¡zy-o B ( tabla 25 ), muestran qw -

ol JM~o ellJ>le»ado no rué adecuado para ol crocind.onto de la cepa K-45 -

aun:¡uo sí para el do la cepa H-17. Par tal motivo so eniple6 un lllOdio • 

un poco IÚs rico ( Ensayo C tabla 25 ). Bn esta ocasión se introdujo -
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una preiooubación a 4-C/24 hrtl, pensardo que posible:nml;e otro proble­

ma asociado fuera la fal. ta de tiempo para qu:i ol compU(lS to difurrliera 

en este !llldio; los resultados sin ernbargo trn1ron nGg1,tivo.:;, 

Nuavaroonte so pensó ql.13 la falta de efoctc. se podr:l'.!1 deber 

a algún componente del agar que estuviera impid'J.endo la activación del 

compuesto. De aquí que ol er.s«ro D ( tllbla 26 ) , so llevó a cabo er~ 

tuando una preincubación del compuesto máo la mszcla de activación S-9 

durante 20 min. e 37"C 1 ruara de las cajas con bact(jrj as e iricorporá.!? 

dooe al término del tiempo sef!alado• 100 -¡ll de ésta :r.ezcla a un pozo • 

practicado en el centro do la caja sombrada con b~icterias, Est11 noova 

tentativa rué realizada conjuntareanto con una copa de ~· :t:Yp_rdrourium ~ 

TA 15.38 para verificar la actividad de la mezcla e:.rplenda. K1. u:io de 

preincubación fuá adecuado para propiciar urm respuesta mutag(~l".ica on 

la T.A. 1538 paro no efecto genoletal en!!. subtl.lls, por tal motivo se 

buscó nuevamanto información an la literatura a1 respecto y se oncol)o­

tró un método que utilizaba el ensayo rux: 1 sólo que en éste la maz.clll 

do activación difer!a con respecto a la empleada por nosotros en Pl'i82 

ra instancia ( 21 ) • 

La tabla del &nsi:vo & ( tabla Z7 ) reslJ.llJJ los resul.tadoo ~ 

narados al utilizar ésta Última mstodologÍa, empleando 2 ceplil8 de]!. -

aubtilie y 2 da~· '!i'"Phillurim. La presenta ..xiificación :Permitió la -

detección de erecto mutagénico (aunqua débil) en ambas cepaa da ~ 

~. pero no ef'octo gonoletal al emplear !!)!dio completo on ou&titu­

c16n del ~dio ll!Ínimo ds Vogel-Bonner tradicional. in!• a11btllis doE 

de 110 •111Ple6 madt.o co~leto, tall¡lOCo se detecto otect.o genolotal en ni.,!! 



guna de las 2 cepas ( H-17 y ~5 ) • 

En ~a TA. 1535 y 1'A 10.'.> al utilizar cajas con mad!o rni'.nimo de 

Vogel-Bonner se presentaron, co!llO en los res ult.ados del Ensayo A, halCEl 

de " inhibición da crocimionl;o • entre el disco de pupal filtro :y la -

zona do aparición de mutantes. La pregunta quo nos surgió inrr.adiataman-

te fué . por qUÓ en el medio de Vogel-Bonnor l¡¡¡ TA 1535 y la TA 100 pre 
¿ -

eentan halos de inhibición de crocimien~o y en msdio completo ao ? • Vi! 

tos al ml.croacopio los n halos de inhibición de crecir'liento • presenta­

ban un crecimiento bacteriano de fondo normal. { bactel•ias :lli.croscÓpicaB 

en el agar ), de c<>lonias his- que no revirtieron a his+ y en coooocua~ 

cia al depender de las trazas do histidins al'ladida al JrDdio m!lli.i::io de 

Vogel-Bonner, solo pueden realizar pocas divisiones celulares, de aqu! 

qua solo sean observadas al nti.croscopio { lO X ) • .&l. madio coroploto pe_t 

mito que tanto las colonias bis- como las his+ crezcan con igual opart2 

ni.dad, p<>r lo cual no aparecen halos de irihibici.ón de crocillll.ento en la 

t'A 1535 y en la TA. 100 con el empleo del medio completo. De los datos 

anteriOl'eB se puede concluir qua el presenta método os adecuado para 8E. 

~i.var agentes pregenotóx:icos y dar una respuesta mutagénica, pero no 8! 

noletal. 

Rl Último Hl!IB,JO probado en.!!• allbtilis fué el de ia:l.crOSlllil• 

pensión ( X.S .A. ), qua es igual al utiliaado en!• ~ 11010 qua con 

1118dio completo en lugar de HA + T. Sin entbargo un eata ocasión con!• 

aubtilla, no SO pido l'OCtrrrir al GllJ>leo dol pÚE'pllZ"a do th-OllOCresol C,2 

., indicador de h pnasencia o ausencia de crecillllento bacteriano, de'!, 

do a qlJe !• 111lbtlli• •n aclto c091Pleto no 111.g~ tma ña •tab61.1ca t•t 
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:1111ntativa, que diazrd.n~era el ril del 111ad10 por debajo de 5.5 y pm:lera 

ser detectado por el pGrpura de bromocreaol. 

El medio complet1> dificultó también la apreciación del cree.!, 

miento bacteriano de tal f'orma qua ni con mi.tomi.cina C ae pudo estable• 

car con claridad la concentración mínima inhibitoria ( a.M.I. ) en am­

. bas cepas ( 3S ), 

' . 

. ! 

,. 
i .. 

.i 

' ··~ 
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CONCL!JSIONES 

La importancia de estos hallazgos de genolotalidad ( 6 da -

10 rár11111cos probadoo ) radica en ias características predictivas de los 

sistemas bacterianos, como detectores de compuastoo potencialmente car­

cinogénicos para el hombre. 

Debe:noa recordar en efecto, c¡us rnuchos de los compuestos ge­

notÓXicos en bacterias y/o carcinogénicos en bum.anca 1 comparten la· ca­

racterística química de ser COJ?il-OOBtos nucleof!licos y reaccionar con al 

IDN (ver para más detalles laa páginas 19 a la 23, olasi.f'icación de 

agentes genotóxicoa ). A.demás, el uso de bater!as de prooba bacteria­

nas ( !• ~y~· tzybinmrium) para el ensayo de genotoxicidad, ha -­

permtido verificar que de un 60 a un 9~ de los compuestos identifica­

dos co!llO carc1nogÓn1.cos en bioemsyoa animales, taml:d.~n provocan daflo -

gen&tico 1 os decir por lo mnos uno de cada dos compuestos gonotÓXicos 

an bacterias es carcinogénico en malllÍferos. 

En el caso de Bacillus subtilis ( el mnos eficiente en este 

estmio ) existen repi:>rtes sobre la detooción de pesticidas genotóx:l.cos 

qua 111uestan que el sistema es bastante eficaz para 1.dentiticar este ti­

Po de comp1iastos, en proporci.6n ~imilar a!• ~ 1 ~· typbi~um. 

Ahora bien,, si el hollbre es un organismo mucho más complejo 

q\18 los procariotOe y sus sistemas de reparación de dallo al ADN son •t.! 

cientes, •qué peligro entranan los co~usetoa detectados en siDtemas -

procariotes con deticiencla on algGn olsto!'Cél de raparación 'I 
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En pri~r lugar, estos sistemas de roparación no son Diein­

pre 100% eficientes en el humano de ah1 la presencia d9 cáncer; y sa­

gumo, el origen de ésto aunqua aún no sea claro se sabe qua involu-­

cra para su desarrollo, la generación de d&ño genotÓrlco on la :i~_qnv¡cla 

etapa de iniciación. Por tanto, lo rucpueisto con anterioridad ;lustificn 

ampliamente el uao dtJ sistellL!I$ bnctorfanoa par~ la detección de corap113! 

tos potencialmente carcinogánicoo on el hombre 1 en lo qua se consideroa 

la fase da tam!z. Ol;ras p1·uebas de meyor complojida·i y relevancia P.! 

ra el humano, deberán continuar éste estlrlio pura evalum- con lll!Ís pr111-

c1si6n los riesgos que constitiven los agentes identificados coJllO gel'!2 

letal.es. 

Bn swaa, la contribución do éste ,trabajo radica en q\lfJs 

l.- Se logro establecer las corxiicionee adecuadas para el 0111pleo del -

ensayo en suspensión l.!ql.d.da de Escharichia ~para la detecc16n 

de agentes gen<>letales, en auseneia de activación 11DtabÓlica ( mó­

todo más sen:sible qua el ensayo do d1.tm1Ón en agar previa1111111te º! 

taniari.zado en ol laboratorio ). 

2.- Se estan:!arizÓ ol enss,yo de mierosuopeneión en E. coll, para su uso -- . 

en presemia y amencia de activación matabÓUca. 

3.- Se estan:!arlso" af1! 111.SlllOJ los ensayos de genoletalidad en Bacillus 

subtUi.11, tanto con baeterlait como con esporas, siendo lllás sensible 
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~.-Se identificó colllO agentes genoletalos a 6 de los 10 llledicalllllntos 

antiparallitarios estudiados¡ antiand.bianoss Diyodohidroxiqulnoli­

na, dohidroanntina, ditoe!ato de cloroquina¡ antihellllÍnticoss ·pa­

moato de pirantol, pamoato do p.1.rvinio y hexilresorcinol. 

s.- Les onsa,yos do &!Cher1chla ,S.2!! resultaron rúa eficientes que loa 

de Bacillus subtilis en la 1dant1f1cación de los agentes genolet.! 

les. 

6,- Se detectó una ma:¡ar actividad genolotlll dol cli.tostato do cloroq~ 

na on presencia del isiatama da trans!ormación mstabÓlica y una ~ 

minooión de la genoletalidÍld del pamato de pirvinio en .!• ~· 

En virtlll de éstos Úl.U.ll08 hallazgos so postdla quaa 

l.- n mecard.amo roqUil!lrido para reparar el dal'lo genoletal produ=ido .. 

pors puoato de pirvinio, debidroematina, d:U'osfato de cloroqld.na,. 

diyodobidroxt.qld.nolina 7 he:xilresorcinol, es mdi&do por ·la acti~ 

· Yi.dad de la poli1111rasa I. 

2.- La poli111Srasa I no cH.acrind.na entre la yodoclorobidrm:lqalnolina '1 

la guanina, incorporanio a la priraera en el A!>!f 7 ~llldo una • 

letalidad ll!VOZ" on la cepa ':'01 1.•. 

'3,- Los sistollllll bacterianos conatitqren un.a be1Tallll•~• Gu.1 en el I! 

nitoa de 1111iiágenos 7 careincSgenae. 



210.-

I •• s almonella typh,inluri wu. 

Solucionos. 

l.- Soluciones para Complementar o1 Agar do Super!icd.e M!rñmo. 

a) L-ldatidina o.smK/ blotina o.SmH:Para suplementar el medio coll tr.! 

aas de histidina. 

Se dis ualven 0.00'77g de L-histidina + 0.122 g do biotina en 1001111 

de agua destilada. Esterilizar pOi- fil traeión, guardar a 4 't en • 

la obso mi.dad. 

b) L-histidina O.l H/ blotina o.smK.s Para auplemantar el medio con • 

exceso de htstWna. 

Se disuelven l.SS16 g de L-h:istidina + 0.0122 g de blot1na en 

100 m1 de agUa destilada. Esterilizar por filtración, guardar a -

41\: en la obscuridad. 

2.- SolaDlonee PGr"• J'npciractón ele Homogenado. 

Clorlll'o do Potasio 0.15 H. 

Se pasan U.184 g de ICl 7 se diallBl.veft en 11 000 111 de agm deatJ: 

lada. Se estGriliH 20 ~n. a 15 lb ele presi&l ( l2l'C ) 'T se 111!: 

da a 4 'C o a toq>eratara aab!Ht.. 

:J •• So111elonos para Hascla S-9 (Ame 7 col. ) 

a) ~udoi- lt. toatatoa 0.2 Jf 7 PI:: ?t4 

PeHr 2.2979 & de lldfll04 + 0.5244 1 de lélaft'4Rr> 1 .. d181.111lven · 

n 1.00 1111. de •PD desUhda, s• aJ•ta el ¡8 a 1.1. 1 s• oatnili• 

aa durante 20 lllln a 121~. 
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b) Cloruro de Magnesio 0.4 M/ Clortn'O de Potasio l.65M. 

Se disuelven S.l'.332 g de ~l206H2o + 12.3019 g do KCl en 1,000 nil 

de agua destilada. So esteriliza dtn"ante 20 min a 12l'C. 

Las dos soluciones anteriores se almacenan a 4 'C hasta su utiliz! 

ci6n. 

~ !!.!!, Cultivo 

l.- MJdio de Cultivo Líquido (Caldo Nutritivo }. 

Se posan 12.5 g de Nutrient Broth Oxoid ( B-2 ) y lle le adicionan 

500 ml de agua destilada. Se disuelve y sa esterU.iza durante 201 

a 121 "C ( 15 J.b de presión ) • 

2,- Agares de Superficie ( Selld.BÓlidos al 0.7$% y 0.6qt;) 

a) Agar do S uper.1'1cie .H!nilllOe 

So pesan o.6 ~ de Baoto agar + 0.5 g de cloruro de sodio,. Se le -

adicionan 100 m1. de agua y se esteriliza a 121 "C durante 20'. Glll!: 

dar a temperatura ambiente o 4 'O. 

Cuanio se va a utilizar se f'unde, se deja enfriar un poco y se 

la adicionan 10 m1 do la solución ostéril de biaticli.na o.i;;m}f/ bi,2 

tina 0.5~ So roozcl& y- so di.stl"ibizyo on tubos con tapón de rosca 

( 2 ml/ tubo ), qua se mant.emrán a una temperatura da 42-.45't -

par.a evitar que se solidi 1'.1.que el agar. 

b) Agar de Supor.t"ioie Comploto. 

Se pasan 0.75 g do Bacto agar + 2.5 g do Oxoid (B-2) y se disuel­

ven on 100 1111 do agua destilada. Se esterilizan por autoclave a -

121 "C durante 20'. Se gu:arda a temperatura ll!!lblento o a 4 "C. 



El d!a de la prueba se furrle el agar, se :T.ezcJ.a per.t<ecta~1>31'.'f:.0 y 

se transfieren 2 ml a tubos con tapón de rosca. Se mantienen a -

42-45"C hasta su utilización. 

J.- !hdio Mínioo E de Vogel-Bonnar. 

a) Solwión A ( 50I ). 

En 640 m1. de agua destilada se disuelven on al sigui.ente ordens 

10 g de ~o4.?H20 + 100 g de ácido cítrico.1120 + 500 g de K.J!P04 

anhidro + 175 g do Na(NB4)2.4H_t>. Una vez disuslta parEecta:10nte 

ésta solución, se afora con agua destilada a lpOOO llll. P81·a evi­

tar la contaminación de dicha preparación, se le adiciona l ml -

cloroformo y se allll!lcena a temporatura ambiento. 

b) Cajas con M!dio Mínimo E de Vogol-Bonnor ( H. M. V. B, ). 

&n un matraz d9 1 1000 ml se ponen 7.5 g de Booto Agi;r + 10 g de ~ 

glucosa qua se disuelvan on 400 m1. de agua destiladao &n otro ma• 

tras do 250 ml, se agregan 10 m1. de la solución A { 50 X ) + 100 

ml de agua destilada. So esterilizan los matracos por separado a 

121"C/15'. Se rellllen las 2 solucionan en el matra3 de 1,000 m1. y 

so 1113zclan pertectamnw. Se distribqyen en cajss de pet1~i esté~. 

lea de 100Jtl.5J se sf!ndan apro:rlmádarnente 2.5 1'41 agnr/ caja. 

e) Cajas do &dio Mlrñlll.O E. do Vogal-Bonner con exceso de histid.ina .. 

A las cajas con lllSdio llIÍnl.mo ya solidificadas, so los adiciona -

O.l ml de la ooluciÓn con exceoo de .histidina ( 0.1 lllM de l-his~ 

dina/ 0.5111M da biotina ). Gon la ayttia de un triángulo de Vidrio 

est!Sril se d.istr.lblO"e uni.f'ormamante ésta solix:ión sobre la super­

ficie de la caja. So deja secar perfectanonta y se guardan a l. "e 

bast.a ou utilización. 
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4 •• Madio Completo para Cajas (Sólido al 1.5% de Agar ). 

Se pelflan 4 g de Nutriant Broth ( Oxoid B-2 ) + 7.5 g de Bacto A­

gar ( :lIFCO ) se les adiciona 500 ml de H
2
o destilada, se autocl!, 

vea a 121 "t:/ 201 y se pre{>ar.an las cajas con aproximadamente 25 ml 

de agar por e ada una de ellas. 

II.- Eschorichia ~ 

S ol uci ones. 

l.~ Soluciones para Conrp¡ementar el Kidio HA+T. 

a) Solución de Case!na al 1%1 

Se disuelve lg de caseina hidroli11ada en 100 1111 de agua destilada. 

b) Solución de Clorhidrato da Tiamina (Vi.t. l\h 
Se disuelven 0.025 e ·de clorhidrato de tiamlna en 10 ml de agua • 

dest:t1ada. 

e) Solución de Ti.mina { Base p:Lrindd-Ínica )t 

Se disuelven 0.025 g de timina en 10 ml de agua destilada. 

Las tras soluciones anteriores ea esterilizan par separado por ,,. 

filtración ( lllElmbrana Hllliporade ~25 mi.eras de diámetro de po­

ro ) y se guardan a 4 'U en la obscuridad. 

2.- aol11c1Ón para Preparación da. Homogenado: 

Cloruro da Potasio 0.15 M: 

Igual que ol descrito para ~· tzyhimtn"ium. 

3 •• Solución para ~zla S-9 ( M:: Carrol y Pipar )r 

a) Amortiguador de Fos.ratoLJ o. 052 M plfs 7.4 • 

Se posan 0.5230 g de Na2HP04 +.o.w:;m g de NaH2Po4 .H2o y so di!!ua,1 
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ven en 100 !!U. do agua destilada. Se ajusta el ¡il a 7.4 y so oi>teM 

riliza a 121 -C/ 201 • So almacena a 4 "C en la obscuridad. 

b) SoltX:iÓn de Cloruros 0.4 M de N¡pl2/ l.65 M KCb 

Se prepara igual qua para !• typhimurium. 

4.- Soluciones para la M:Jzcla S-9 de llylll.!ln y col, 

a) Amortiguador de Fosfatos lM pH: 7.41 

Pesar l,015 g de Na;tJP04 + 3.929 g de NaH2Po4.n2o y disolver on -

100 nil. de agua destilada. Ajustar el Ji! a 7.4 y esterilizar dur-aE 

te 20' a 121.t. Se guarda a 4-C~ 

b) Solución de cioruros. 

Soltx:iÓn a,l.M, de ~~12• 

Pesar 0,953 g de ~12 y tasolverloa en 100 ml de agua destilada. 

SoluoiÓn 0.1 M de XClr 

Pesar 0.746 g de ltCl y disolverlos en 100 ml de agua destilada, 

s.- l:rxlicador de µ:r. 

Solución de Púrpura de Bromocresol. 

So pesan 2 mg de púrpura de bromocresol y se le adiciona 1 llll. de 

agua destilada. Esta solución es de color anaranjado, Se mantiene 

en la obscuridad. a temperatura ambiente, 

Rango de Vi.re 5.2 ( verde a!llarillento ) - 6.a ( Aaul ), 

~dios de Cultivo, ___ ......, ........ 
l.~ MediOl'l de cultivo para el crecimiento do las copas, Caldo HA+T. 

Solución A1 



de citrato de sodio, 2H:P í 0.25 g de citt'ato de sodio anhidro ) 

+ 0.986 g de f'%604 .?H2o ( D.049:3 g de f'fS304 amidro ) y ee disua]; 

ven en 250 ml. de agua destilada. 

Solución B: 

Se pesan 2.5 g da dextrosa y ee disuelven en 250 ml de agua destl...: 

lada. 

La solu::ión A se autoclavea en un matraz de l,000 ml y la B en u­

no de 500 ni1. a 121 "C/ 201 • Camplido el tiempo de esterllii;ación, 

se mezclan, se dejan enf'rJ..ar un poco y se les al'ladez a} 5 ml. de • 

la solución de ceseina al J.% + b) 1 ml de solución da clorhidrato 

de tiamina y e) l ml. de la solución de ti.lid.na estériles. Se enva­

sa y almacena a 4-C. 

2.- Agar do Superficie HA+1' (sentlsÓlido al 0.75% de agar) 

S.olución As 

Igual que el modio lÍquido HA+1'~ 

Solución Br 

Se pesan .3. 75 g de Bacto Agar + 2.5 g de dextrosa y sé disuelven 

en 250 ml de agua destilada. 

S.:i esterilizan en las ntlsmas conilciones q~ el msdio liquido y -

se complemonta do igual forma. Se almacena a temperatura allllúente 

o a 4~. 

Cuardo se va a e!!lPloar 1 so .runde y d.istribt.VO en porcionos de 2 !!\l. 

an tubos con tapón de rosca. Se mantienen a una temperatura de -

42-45"C. 



J.- Medio HA.+T para Cajas e Bólido con l.S% de agar ). 

Solooión A: 

Igual que el caldo y el agar de superficie IU.+T. 

Soluc:lón Ba 

Se pesan 7 11 5 g de Bacto Agar + 2.5 g de dextrosa y ee disuelven 

en 250 ml. de agua destilada. 

La sol uciÓn A. y la B Be autoclavean en las mamas corxll.c:Lones -
1 

qlli' ol catdo y agar de aup\ll'f1.cie. Se deja enfriar Wl poco, Be .. 

wzclan y so suplementa con las soluciones usadas en 1 y 2. Se .. 

Vierten aproxim.sdamante 25 ml de aaar / ca.ja de petl'i de lCOxlS 

y so dejan soUdi.ficar, se Bomten a prwba de osterilidad ( in­

cubaci.Ón a 3'7'U durante 24 hrs ). En las que no so presente cre­

cind.ento de algún organismo contand.nanta, se al:'llacenan a 4t~ 

DI•- Bacillus eubtil:is. 

So1w::1onss. 

l.- Sol.uc:tones para Suplementar el Kldio Múdmo de Vogel-Bonn9l" 

a) Solnci6n de Argibinai 

Se pesa l mg de &rgirÍina Y' se disualve en l m1 do agua .destiladt,io 

b) S-olución de trlptófanoa 

So pesa 1 lll3 de triptórano y se dioudva en l nil de agaa destil41da. 

Las solucionas anteriores se esterilizan por i'iltraci6n ( M!lmbra­

na Ml.llipore de 0.25 micras do diámetro de poro ) so guarda a 4•c. 

2 ... Solución para :Lavado de Esporas. 

a) Medio M!Dimo de DaVi.o t1Lng1oli. 

Se posan 7.0 g da Ki1P04 + l.O e de (m4);i)04 + 0.3931 g de cit.r.! 
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to de sod1.o.2H20 e 0.345 g de citrato de sodio anhidro ) + o.197lg 

de r-~04.?112') ( O.l g de lfS)04 anhidro ) + 1,000 ml. de agua dest! 

lada. 

b) Solución Al11ort1guadora "A"• 

Se prepara do la l'llisma .forma que la sol1.1:ión A del nedio HA+T do 

Notar Cualqu1ara de las 2 sol~ones so puedo emplear para el lav,1 

do de las esporas. 

3 •• Solución para Preparación de lfomogenado. 

Cloruro de Potasio 0.15 M (igual qua 2.• typbi111ur1Ulll) 

4.• Soluciones para la Muela S-9 ( ws y col. ). 

a) .Amortiglll!dor de f'os.t'atos 0.2 M pH• 7.4 

b) Solución de Cloruros !\lCl2 0.4 M/ l!Cl 1.65 M 

A.mbas soluci.ones se preparan igual quo para !• typhl.muriwa. 

5.- So1uciones para Hszcla 5-9 ( 'l'suneo Kada y col. ) 

a) Fracción S-9 (Ho1110ganado hepático), preparada confarne se indica ~ 

en la pag. 102 • 

b) Solución de Cotactores. 

Amortiguadord& Fosf'atos lOmM pH: 7,2 a 

Se pesa 0.<179 g de Na;iH'04 · + o.o615 g de NaBlo
4

• H2o y se disll!l­

ve tJn 100 rnl de agua destilada. Se ajusta a Jil de 7.2 y se osterj; · 

lizs a 121 "e/ 201 • 

Solución do Clorurosa 

I>e la solucitSn de cloruros de~· tzphimurium ya estéril, se hace 

tma d1luci6n lrlO en agua destilad~, de aquí se tol!lan 20 pJ. y so 

agreean a 100 1111 de la solución de fosfatos anterior. 



~,2Cultivo. 

1.- M!dio de cultivo para el crecimiento .:le las cepas1 

&s el mismo rmdio l.!quido co?11pleto que se utili~a para Salmonella. 

2.- .Agar de S uperficio ( semi.sólido al o.8% de agar )., 

Se pesa 5 g de Nutrient Broth (llifco u Oxoid B-2 ) + 1.6 g Bacto 

Agar. ( Di feo ) , se agragan 200 ml de agua destilada,. y se disuelve 

Se .esteriliza por autoclave a 121 "C/ 201 • 

Cuando se vuya a utilizar, se flll1de y se adicionan 2 nil de éste a 

tubos de Vidrio con tapón de rosca o se mantienen en uri llllltru de 

500 m1 a 42·4S"C. 

3.- Ksdio completo para cajas ( sólido al l.5% de agor ) 

Se prepara igual qll9 para !• typhimul'iUlll. 

4.- Hldio H!ni1110 de Vogol-Bonner para cajas ( sólido al 1.5% de agar ). 

Se prepara igual qU!I para~· typhimurium, solo qun en éste caso -

se complemanta con l m1 do la solución de arginina+ l m1 de la de 

triptofáno/ 1 1000 nil de medio, qua so al'!aden despu&s de esterili­

zar el medio do Vogel-Bonner y antes de V&Tti.r a cajaa de patrio 

Do esta mi.ama forma ae prepara el l'lllldio ntÍn:l.lllO d11 Vogel-Bonoor S,! 

mi.sólido al 0.75% da agar, al preparar el modio con 7.5 g de agar 

en lugar do 15 g/ 1,000 ml. Nll8vamento, se suplemBnta con las mi.§. 

mas cantidades de arginina-triptófano. 

Para el caso da cajas suplementadas con caldo nutritivo en SW'Jti• 

tución de arg1nina-triptÓfano, al l!l&iic n!nimo de Vogal-Bonnor -

so afiada ~ de medio líquido completo { v/v ). 
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