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llESUIEJf 

El u5o del Citrato de Clom.ifeno, Ul) medicamento empleado en 

pacientes femeninos ce~ transtornos de la ovulación y en pacientes 

masculino$ con pro blemas de oligospermia. se ha asociado a. un 

increment o significativo de abortos y embarazos ~lares cuando se 

comparan poblaciones expues \.as a este inductor con respecto a 

et.ros métodos de t.rat.a11:...;,nto de las parejas con problemas de 

esteril idad. Asi mis~ s~ ha reportado reabsorsión fetal y efectos 

tóxicos en estudios realizados en animal es . El objetivo de este 

trabajo es conocer s .i este medicamento es c apaz de producir daf'l'os 

en el ADN que puedan propiciar el inicio de una cárcinogenesis 

quimica. Con di cho fin se va.loro la capacidad del compuesto 

quimi c amente pur o para producir daf'l'os en el sistema de cepas 

Sa tman.et la typhimv.ri 1.JJ11. uvrB-/uvrB+ . 

El Citrato de Clomifeno quimicamente puro, ni sus metabólitos 

f uerón capaces de inducir mutaciones por substitución de bases en 

la cepa TA100. Sin embargo, los metaboli tos de este medicament.o 

obtenidos con higado de rata previamente inducido con Aroclor 

1254 fuerón capaces de inducir mutaciones por corrimiento de 

formato en la cepa TA98 aunque estas mutaciones fueron corregidas 

por la cepa de S. typhi.m:uri.'URI. cuyo sistema. de reparación por 

esci.sión t'unciona apropiada-nte. El plásm1do pKm101 con los genes 

de reparación SUS, presente en tod&s las cepas del siste111& de Ames 

empleadas en este trabajo, no mejoro el efecto tóxico producido 

por este compuesto. La toxicidad de este principio activo fu• 

menos evidente cuando el compuesto era metabolizado con hanogenado 

de higa.do de rala. especialmente en la cepa uvrB+ UHT8413. 

Los resultados obtenidos en este trabajo suguieren que el Citrato 

de Clomifeno y sus metabolit.os · pueden reaccionar con el ADH 

produciendo daf'l'o genóloxico. Sin embargo dicho dal'lo puede ser 

corregido por sistemas celulares de reparación en una t'orma 

dependiente de l a dosis. La exposición frecuente a dosis &Itas de 

este medicamento en pacientes con problemas de infertilidad deberá 

ser revalorada. 
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JNTllODUCCION 

En la actualidad la dlfusión de multiples contanúnantes como 

plaguicidas, hor·bicidas·, desechos industriales y preservativos en 

.alimentos. asi como el i nc;remento en el consumo do otros productos 

qulmicos. tanto en alime r\tos, drogas terapéuticas y cosméticos 

"'ntr(} otros. constituye un riesgo para la población en general, 

de bido a una continua exposición a estas sustancias. Esto hace 

nece~ario id•mtif1car aquellos compuestos que pueden ser 

carcinogenicos. ya que. en los últimos anos se ha acumulado 

evidencia <le que la mayoria do los cáncer humanos están ligados a 

la expos ic ión de sustanci as quimicas industriales y ambient·ales 

capaces de inducir mutaciones; ya sea directamente sobre el 

material genético. o bien sobre otros componentes celulares 

ligados a él funcionalmeonto <Alfred , 1991; Ames, 1979; Cortinas de 

Nava et al. ,1980; Scull. 1991). Por estas razones se considera 

interesante valorar el riesgo do exposición a Citrato de 

Cl ~.,mi feno, un fármaco ampl lamente utilizado en pacientes no 

r•rtiles con disfunción del eje hipófisis-hipotálamo. debido a que 

se han asociado a su uso, di versos efectos adversos como son: 

agrandanúento de los ov~rios con aparición de quistes CYabur et 

ª-1.- .1975), incremento significativo de ·abortos en pacientes 

expuestas con respecto a un grupo control CToshinobu et al. ,1979), 

aumento de embarazos multiples y molares CScialli,1988), asi como 

reportes de casos de cáncer de mama CBolton,1977). Otros autores 

sugieren posibles efectos genotóxicos en los productos de ratas 

preNadas expueslas a Cilrato de Clomifeno durante el primer 

trimestre de la gestación CSuzuki. 1970 a; Suzuki, 1970 b). 

Par a la detección de mutágenos y carci nogénos se cuenta con una 

baterla completa de pruebas que van desde la detección de 

mutaciones puntuales en sitemas bacterianos, hasta el sistema de 

células somáticas. tanto de animales como de seres humanos. Asi 

dentro de los experimentos con sistemas biológicos no humanos, se 



cuent.a con el sist.ema de cepas Salmonel la typhim:uz-iwn. de Ames 

CMaron y Ames,1983), el cual ofrece una alternat.iva para valorar 

los efect.os del Cit.ri>.l.O de Clomifeno a cort.o pla.zo, proporcionando 

información acerca do los mecanismos de mutación que pueda 

producir est.e medicament.o y asi aport.ar crit.erios para que este 

medicament.o t.enga un uso racional . 
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ANTECEDENTES 

RELACl ON ENTRE CARCl HOOi:~NESI S, TERATOGENl::S1 S Y. Ml.IT AGENESI S 

reporlado , que exi s le un<, relación direcla causa efeclo 

enlr e la mulaci ón y la Lransfor:nación maligna de las c é l ulas 

cc .... rc inogénesis) y de 1 g ua.l for ma. cuando el da~o al malerial 

gen eLi co ~E' produc; .,, e n las <:: •>.lulas germinales CTeratogénesis) 

CS:hull. 1991; Tr 05ko y Cha'"' " · 197 4 ). 

F.:n lo que se ref i er o al proc~so d e carcinogér,esi s es muy complejo , 

y consi ste en la pr oliferación autónoma de las células malignas . 

La eti o log1a de e sttt padoc t miento aún es muy confusa y para poder 

expli c. a rl o se ha propuesto el modelo de iniciación-promoción, en 

el c ual se han identificado tres elapas: Iniciación, Promoción y 

Progresión . El proce5o de iniciación so refiere a la conversión de 

una ~i mple célula normal en una célula pre-mal igna en forma 

irrever si ble. mientras que, la promoción se refiere a la 

amplificación de una clona y la progresión al desarrol1o de un 

estado invasivo, que avanza h.asta dar lugar a la formación de 

met~stasis CTrosko y Chang, 1904; Webster ~al ., 1991) . 

La iniciación del proceso de carcinogénesis puede ser producida 

por diferentes factor es que son capaces de fijar una mutación en 

forma heredable en el ADN. tales como, radiaciones, asi como la 

f or mación de radicales libres que se llegan a formar tanto en 

pr oce~ns melabólicos normales del organismo como por la exposi ción 

a medicamentos, adilivos de al.imentos, tabaco y contaminantes 

lr1dust.rlales;; (Ames, 1Q70; Arriaga Alba et al. ,1009; Trosko y 

Chang. 1984). 



En cuanto a las alteraciones e n el desarrollo de un individuo 

pueden producirs e por l a acción de agentes exógenos sobre el ADN 

Cmu tagénesis), s c,,bre l o s procesos de transcripción y traducción 

del mensaje cont.~ni do en él o sobre los procesos que participan en 

la diferenciac ión. As i un pr oducto con malformaciones cuyos padres 

Cuno o ambos) estuvi e r on en contacto con un compuesto teratogéni c o 

antes de la concepci ón, sugiere la ocurrencia de da~o genético en 

los gametos ; por otra parte, la teratogénesis en casos extremos, 

puede conducir a la muerte embrionaria o fetal, originándose un 

abar to espont áneo C Zi mmerman, 1975) . 

MECANISMOS DE REP ARACI ON 

El da~o producidio al ADN no es necesariamente traducido en 

mutaciones o muerte celular ya que la célula cuenta con diferentes 

mecanismos de reparación de da~o al ADN, entre los cuales cabe 

mencionar al mecanismo de reparación por escisión, libre de error. 

el cuál se ha encontrado no solo en células procariotas, si no 

también en células eucar i olas C Ki lllbal l ~ !J... , 1 Q87). Este 

mecanismo de reparación se lleva a cabo mediante la escisión de 

nucleótidos requiri•ndose varias enzimas, siendo la más importante 

la endonucleasa Uvr que hace un corte en el extremo 5' de la base 

daf'lada mediante la hidrólisis del enlace fosfod16ster. esta 

enzima esta constituida por tres subunidades que son el producto 

de los agentes UvrA. UvrB y UvrC. La UvrA realiza el 

reconócillliento primario de la lesión, la UvrB es la responsable 

del corte endonucleotidico, ambas necesitan de la presencia de la 

UvrC para actuar CLindahl, 1982). Una vez escindido el nucleótido 



danado es eliminado junlo con olras bases a dyacentes por la 

actividad exonucleoli tic a 5'-3' de la polimerasa :l. posteriormente 

la pol 1 mer asa usa como t.empl et.e la hebra r.o dal'lada y los eldremos 

de las cadenas son unidos por la acción de una ligasa CSarangenti n 

y Smi Lh, 1985) . 

Asl el buen funcionam.ien l o de lo~ slst.emas de re~aración, juega un 

pape~ inuy import.;\nle e11 la~ e tapas de iniciación de la 

car c i 11o génes i s, ya que un~~ mut. ~-:. i ón en el ADN es el resul Lado de 

la r-.1 La de r epéiraci 6 n o de t11:a reparación incorrecta causando una 

lesión al ADN qutt puede ind1..1c1r mutac iones heredables, y además. 

producir efect.os letales que se t.raducen en muerte celular. El 

darlo produc id::.- al ADN puedEt o no c au~ar alteraciones al fenotipo y 

puede perm.necer en la cél u la como una lesión que le confier e el 

caráct.er premal igno CEl ledge y Wal ker, 1003; Trosko y Chang, 

1984). 

PRUEBAS PARA VALOR.AR EL RIESGO GENOTOXI CO A CITRATO DE CLOMI FENO 

Dentro de los sistemas biológicos que 

valorir el riesgo genot.6x1co a este 

pruebas cuyo prop6sit.o es valorar 

pueden ser usados par a 

fárll\dco, están aquellas 

al t.eraciones genéti ca..s 

relevantes. para la carcinogénesls humana como aberraciones 

c.romosómicas numér· icas y estructura.les. Ent.re eslas pruebas se 

puede ciL•r el anti.lisis cromosomico de las células de mamifero en 

cultivo o la. delerrn.l.na.ción de micronúcleos o intercambio de 

crómat.idas hermanas inducidas in vivo en médula ósea o sangre de 

roedores. Estas pruebas. son de gran capacidad predictiva de riesgo 

ya qu .. 10e ha vi10t.o que t.i .. nen una. grar, 10ens:ibilidad .Ccapa.cida.d 

para det.ect.ar como positivo a agentes carcinogénicos); pero debido 

al a.lt.o costo y a la larga duración de los bioensayos animales, se 

hace imposible su uso rutinario, no asi con las pruebas 
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bacter ianas que tienen l~ ventaja de reducir costos y ser m6.s 

r á pid;,.s y asi raducJ. :- el tiempo de estudios de tamizado de 

c ompuestos mutagéni co~ y de carcinogénicos . Por otro lado. con el 

empleo de algunos sltemas bacterianos se puede estudiar el 

metabolismo del compuesto <Cortinas de Nava ~ a.L. . 1980; 

Rosenk 1 anza y Gut ter• 1 Q78) . 

Entre los si s~emas d~ prueba~ bacterianas más usadas se encuentran 

los s 1slerna.s de Bac: i b.1..c; subtilis RecA- /RecA+ y el de Escf\eri.chia 

col i Pol A+/PoJ A- , que mi den dal''fo letal al ADN. En cuanto al 

sistema de E. coli, s e conoce que tiene alta especificidad y baja 

sensibilidad, mien tras que del otro sistema sólo se conoce que 

tiene una alta especi ficidad. No obstante el sistema de cepas de 

SaLmon.eL la typhim:u.ri'UJ1t. His+ Cprueba de Ames). es sin duda el mas 

conocido. Debido a su alto valor predictivo, ya que, se ha 

establecido que aproximadamente el ~ de los carcinog6nos 

quimicos causan mutaciones o da~o al ADN en estas bacterias 

e Mc.Cann y Ames, 1976; McCann ~ ~- • 1 Q?'S) ; ademt.s de contar con 

una extensa gama de opciones para detectar diferentes ~anismos 

de acción de los agentes potencialmente carcin~ntcos: CAsshby y 

Tennat, 1988; McCann ~al . , 1975 ~ Mohn. 1981). 
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PRUEBA DE AMES 

La prueba de :.n1es cu~nt.a con di ferent.es cepas bacterianas rnutant..es 

Ca<Jxót. rof.:i.s. Hi ;.-) 4ue pued~n ser revcrlidas a su fenolipo 

or i<.;t n.;.l por la ;;c..:ión de un gr<o.n númer o d.c compuestos mulágenicos 

y c.;i;c1nogé>1\ i co:; que aclúan p<":.r difer °"nt.0s mec ;;.ni s mos (Ames et. 

4 . . 1073). 

Apa rlt r de l.) c-.¡:.a s.i lve~: t.r•~ <.!'• 5a.l 1T'4n ,.• lla typhi.m.u.ri.wn. LT-2 se 

cor.st.ruy<'>ron las c eµ.a:;, TA1537 ChisC 30'(6 Uv rB) y la cepa TA1538. 

La primera conllene l ;,.. lll~;0rción de una cilosina en el gen hisC, 

mi.,.n lras que la olra u:~ .;. delación de un par GC en el gen hisD. 

Est.as c >.>p..ts pueden p()r lo lanlo ser revert..idas a su feno tipo 

origi r.3 J. His+ por c o mpueslos capaces de inducir mutaciones por 

corrimiento de for.1.ato. 

Ot.ro gr upo de c~pas son las qu.., en el codón 96 del gen hi sG 46 

llenen un triplele GGG que codifica para la leucina. Eslas cepas 

sólo pueden ser revertidas por mut~genos que act.úan a un nivel de 

sust.il•.Jci6~ &n el par G/C, como es el caso de la cepa TA1535. 

Esle sistema ha sido mejorado medlant..e modificacione.s adicionales. 

La.les como , l;:.. ir1troduccion de un plásmido. pkm101 que conliene a 

los genes umuB y umuC que promueven el -.:anismo de reparación 

propenso a error CMcCann ~ tl·. 1975; Maron y Ames, 1983; 

Hart..man ~ ª1_ .• 198e). As1. ahora el sislema cucnt.a con las cepas 

TA98ChlsD 3052 pkm101) con mayor capacidad para deleclar 

mutágenos qu~ aclúan por corrimienlo de formalo que su cepa 

homóloga TA1639. O. igual forma la cepa TA1.00 (hisG 46 pkm101) fuó 

obt..enlda al inlroducir el plAsmido pkm101 en la cepa TA1535. Todas 

eslas cepas · poseen una deleción en el gen rfa que las hace más 

sensibles al paso de los compuest..os por C.'.l.recer de una 

lipoprole!na de la pared celular. 
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Por otro l:'li:io las cepas convencionales del sistema de Ames. por 

poseer una del eci 6n desde ~l gen bi..Q. a! gal C, 1 ncl uyendo el gen 

uvrB en e l minuto 18 de! cromosoma bact.eria.no CSanderson y Hurley. 

1G8"7), no son capaces de efect:uar correctamente la reparación por 

escisión. En vist.a de que los siste1112.s de reparación son muy 

importantes en el proce~;o de inid.aclón de carcinogénesis , se han 

incorporado al ensayo copas homólogas a las ya existentes pero en 

las cuales se conserva intacto el gen ovrB y el 1DeCanismo de 
• repar-ación por escisión exento de error funciona adecuadamente 

CEspinosa, A. et al., 1989). 
,: 

Por oLro lado dichas cepas sólo ~on capaces de detectar el eCecto 

del compuesto que produce en el ADN lesiones que no son 

correctamente reparadas. Entre las principales cepas de Satmo~lta 

typhi.m:uriwn. Uvr+, están la TA1975 que es la homóloga de la cepa 

TA1535. La cepa UTH0414 que posee la misma mutación por 

sustitución de bases y el plásmi.do plcm101 que la c epa TA100. Entre 

las cepas que dete<.:tan compuestos que produzcan corrilÍúent.o del 

marco de lectura se encuentra la cepa TA1977 que al igual que la 

cepa TA1537 contiene la deleción e n el gen hisD y la cepa TA1978 

que, es la homóloga de la cepa TA15~8. La cepa U1lf8413 es la 

homóloga de la cepa TAOO. pero carece de la deleción del gen uvrB. 

Asi el empleo del sistema de Sat1"0nel la typhimuri'l.llfl Uvr-/1.Jvr+ 

permite detectar mutaciones que no son debidamente reparadas, 

además de podor ser útil para detectar mutaciones let.ales, cuya 

falta de reparación induce a la muerte· celuar. siempre y cuando se 

realicen en paralelo pruebas de sobrevida CAmes ~ tl·. 1975; 

Mar on y Ames, 1983). 

Un problema que tenia el sistema de Ames es que en el malllifero in 

vl.vo existen sistemas enzimáticos responsables de la 

transformación metabólica de los compuestos que acceden al 

organismo. convirtiendo el producto e n met.abolit.os 

carcinogénicarnente act.i vos que reaccionen con el ACN en caso de 

haberlos, y que están ausent.es en SalMOn.etta t yphinwriVA. Por ~llo 
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la cornp l e mer.lada medi an!.c 

post - mt loco nd r· l al e~ ( f r :lec ~ ón S -A) de homogenados ::le ó rgan o s d e 

roedores. µ ar a ._, ~ !.. <i r de suplir la acti vac ié1n molaból ica que 

nEK usilan alyur10 s C·. •m!'.;•.1eslos ¡:.iara ~er c arc i nog€·nico~ Ct,mes tl .al. 

1975: Oayan. et. al .. • 1 980; Matsumu l o y Yoshlcta . 1977; "Taki e ~~al.. 

l Q7'5: Pr eussman. R . y St uar . B . , 1 984). 

Por o t.r "' parte L,,; ve:ita .1 as que ofrece este s islem<.t , es la fácil 

mani¡:.iulación, econorr.J a y r~p1dez de ejecuciór>. As1 mi s mo brinda la 

¡.;osibilidacl de ave! ~g ·Jar s .1 tJn ag.;.n•_e qu1ml co es rnulagéni co y a 

lravés d e q•Jé me c .. H>i smo ir.d .. 1<. ·-' ¡ .,, mut.aci6n (Ames . ~t.. al.. 1973; 

lQ7'5 : Esp t n,,~ ;; . l98 0 ) . Además , des pués de varios 

slslem.a de prueba d,.; nH; t. a<JénE:!si. -;; presen ta una a lta 

reproduc ibil1dad de l os dalos en dif;,,rent.es experimentos. 

a..::eptando también q ue c u e nta con una alta sensibílidad . est.o 

signifi c a que c e r c a del 90% de l o s . .:. arcJ.nógeno s probados son 

mutagérucos y una a l t. ,1 espe<.;1 fiel dad ya que . cer c a del 87% de los 

compuestos no carel noq~n1 cos p robados no son mut.agéni c;psC Anderson 

~..i ª1_ . • 1984: Ma.cPh-. 1984; Poli. 1980: Rinl<.us y LE>gat.or. 1979). 
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CJTilATO DE CLOMIFElfO 

PROPIEDADES F ! S!CAS QUIM.ICAS Y EXCRECION 

El Citrato de Clomífeno CCC) es un polvc0 blanco o amarillo con 

olor débil. Su punl.o de fusi 6n es de 11 7° C . Es poco soluble en 

agua . etanol. cl o roformo y metanol, es parcialmente soluble en 

eter diet1lico. Es inestable al aire y a la lu~ CWade, 1077; 

Windholz, 1978). 

La present~ci6n comercial contiene del 98X al lOOX de ce. pudiendo 

ser separado en dos i sómeros uno cis y uno trans, que se han 

denominado como zuclorr.ifeno y enclonúfeno; el isómero trans es el 

enclomifeno mientras que el zuclonúfeno es el isómero cis, el 

isómero cis posee la actividad ant1-estrogén1ca y el trans es 

estrogénico CWade, 197?). Contiene lX de agua, 0.002X de metales 

pesados y 30 a 60X del isómero trans CWindholz, 1976). 

La droga se absorbe fácilmente en el t .ract.o digestivo cuando se 

administra por v1a oral. Se excreta algo por via rit'lon, pero la 

mayor parte por la bilis al intestino y se elimina en las heces. 

La eliminación por las heces es alrededor del 60X en 6 di as. 

siendo · lenta dicha eliminación debido a la circulación 

enterohepática de la droga CWade, 1977). 

USOS DEL CITRATO DE CLOMIFENO. 

El Citrato de Clomifeno es usado en· medicina humana para inducir 

ovulación en mujeres ancvulat.orias y oligoovulatorias. La dosis 
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usua l e s d e 50rng oral e $. 

dla del ciclo rnu~ t r ~:i.J 

amenorr c ic.as. Si oc u :· r~' 

diarios po r 5 d:as cc~e~zando el quinto 

o en cual q ui er mom.-': ilo en pacientes 

l ~:1. ovulación . ~e conLir,(:.~ con la nü:.;m.c. 

dosis h4~ta c on!·;Pqtdr t;.l Cc•n c epcl. 6 r; . f::¡) case· cor1trari o e l 

Lr ,1 t. a mi t'n lo se r "'l-'l l • .,. :: ..:>11 

o vul ;:c i on (Perei r a, ;=t, ,\l ., 

l<X)m<J p<Jr- dl.:i. h<•:'.t.;·, q~:.~ ocu•· r a l a 

1 987). Pero en o.l gt.mos casos la dosis 

s e lleg« increment;.,r 1..h-f roL1· 0 d e un ra~go de 260 a ? 5 0 mg por c iclo, 

con el i' in de l o grar l.-. <.n·ulación en pacientes infí.rtiles CSvigos, 

l 99\.l ; S t 1.:i l ev ~.t~ al . \ ge.;:n. 

PGr o lra parL~ ol CC se ha util : ~ado c o mbinad0 c on gonadolr o pina 

rnenop:..usi •.:,, hurnana (HMO) y g c·i<adolropi na cor ióni c a humana CHCG) 

(Veran e s. J\r·L;t:; , e~. ?'.!:.. · , J9H'::: ) . en p<>c ienles anovulalori as y e n 

pac1 er.L~s rlormoprc!..:a <..t~r1ér.t; c.a.--. t~l~ combi:1.a.c16n con bromoc riplina 

l •JA'~) , · ' 0r:tás de ser u s ado en a soci ación con 

dexamelasol'\a p4r 3 111<.hx J r c"r -i l a c ión en mujer es 1 nfér li les con 

hl perandro9enisrno di!:-c r·elo ~n ~slado anovulatorio crónico . 

I n c r ement ándose ,) s l 1 a ef i cae i a ler ápeul i e a en ca.da uno de los 

1906). 

El · CC t. ambién es usadu en hombres con o li9osperrni a . sin embargo 

e sle Lr at. a m1enl o n o ha r esultado ser muy c onfiat-le, 

Lr;)L ami enlo prolo11gado con CC en pequef'ias dosi s 

ya que, con un 

de 25 mg/ dia 

durant e 24 d1as aurnenla e l número de espermatozoides. pero no se 

elevan los niveles séricos de la hor mona lulE:inizanle CLH) ni la 

de la f o l1 culo esl i mulanle CFStD. además . no hay incrementos 

si9ni ficalivos en la cal i dad del semen CChiorbol f .el al . , 1981; 

1902; Gornéz Alzugaray ~-1. el.· 1985). 

Ot.ro uso 

sl ndrome 

que 

de 

ha l enido el ce 
ovario residual 

ha sido para el di agnóst.1 co del 

en paci en les con ovi ceclomia 

bilaleral, el c u a l se c aracteriza por u n 

Al lralar eslas paci enle~ con CC se 

del or abdo minal i "lenso. 

hi peresll mula el tejido 

rco,;:idual y cos:t.co cos: f.:.·oilm ... nt.co loc•>lizo.bl" ""' un" lamparoscopi a 

e Ka.mi risk i . el ª1_. , l 990) . 
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E!;t.e fármaco también ha sido empleado para el t ratamiento local er: 

~acient.es con Condilo:na acuminado, donde una sola aplicación local 

de CitraLo de Clomifeno bloquea los receptores en piel CF'itz, et. 

al .• 1990). 

INDUCCION DE LA OVULACION Y EMBARAZOS CON CITRATO DE CLOMIFENO 

La terapi a con CC a ..:na dosis de 100 mg durante cinco d1as por dos 

ciclos, ir1d1.1ce antr.e un 70 a un 90~ de ovulación en las pacientes 

tratadas con éste, mientras que los embarazos van de un 30 a. un 

40~~. ya sea en f orma comb.i.nada o administrando únicamente CC 

CSci all i , l 1?96 ; Veranes Arias et. al . , 1905; · Y abur et. al. , 1905). 

Esto sugiere que J~ exposición del si stema genital femenino al CC 

puede tener C()mo consecuencia, una disminución en la capacidad 

para transportar o sostener el embrión temprano CSc.ialli. 1906; 

Svigos, 1990); sin embargo otros autores cor.sideran que los 

abortos se deben a una fase luteal deficiente CWentz tl ll· . 
1990). Asi mismo, parece ser, que la indl.!cción de la ovulación con 

CC incrementa la incidenc ia de embarazos múltiples, ocurriendo de 

un e a 13Y. CDickey et. al .• 1990; Scialli, 1986). 

ES'TUDIOS DE TOXICIDAD CON CITRATO DE CLOMIFENO 

Se ha demostrado que una sola inyección de 10 a 900 µg de ce a 

ratas hembras en el primer dia de nacidas CSprague-Dawley) resulta 

en mul tf ples anormalidades del tracto reproductivo, incluyendo 

ovarios císticos, hipoplasia ovárica, hiperplasia oviductual. 

m&taplas>ia epitelial y tumores uterinos. A dosis altas C600 ~) 

produce ent.re 80 a 100% de las anormalidades anteriores y a dosis 

bajas e intermedias de 10 a !30X CClark. 1977). 
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Asl alg:.mos bioe•·sa yos "1n r oe<:i<.:.r~s ll1liéslrar1 que l a ;i.dministr ac ión 

d e ce e n el a pas t_.,.;;:¡.••anas d e l a ges. t.o.cJ.ón ~ :-uede producir 

t. r ans Lor nos en 
, . 
... . :j. J.mplant.-ac ión . y cii versas 

nc:..l f o rmo.c ¡ o nes cong~· r· il <.t.S. Asi por eJen.plo, se ha rP.portado que la 

admuüs tracl ón ora! :, r alas de o. l mg/l<g d e ce durante la 

gasl acl ón temprana i. nduc e un 100~ de inhibición de implantación. 

La ;;.dmi nis t. r ac .i. ón d a 5 .'\ 1 O mg/Kg dur ant.e 1 a mi ta.d del emba.r azo 

lncremenla la mortalidad felal de un 14 a u n 20X CSuzulci, 1970 a), 

mientr· a s qua. la adrni ru ~;l. . rac i ón or a i de 15 a 18 mg/Kg inhibe la 

1mplant.a ción c uando se da a rat.~nes en l o s pr imero s dias de 

gest.a ci ór1 , además 

< Suzuk i • l 970 b). 

increment..a il l as ª " o rmalidades morfológi cas 

Por otr a l'.J<l rl. A, >e ..... est.ud !adü que la a dmi ni stración de ce en 

rat.as a dultas, puede c a usar diversos afectos t..óx.icos, que 

comprometan a cas .i todos l o<> ór gar1os, asi Hart en 1Q90 relizó un 

estudio eo ratas hembras. t.rat. adas con CC C60 mg/Kg/ dia.por 

cuat. ro dias) <":on el f : o de ver que órgano s afectat>a. siguiendo los 

c ambi<>s er. peso rel a t, "'-' de algunos órganos. Lo~ c ambios afect,aron 

el higado. bazo. corazón, ril'{ón, útero y ovarios siendo 

significa ti vos. Concluyendo que el CC puede afect.ar el peso 

r elat..ivo de algunos de los órganos acluando fundamentalmente a 

nivel ant.i - organot.rópi co. 

EFECTOS SECUNDARIOS AL TRATAMIENTO CON Cll'RATO DE CLOMIFENO 

Veranes - Arias y col·aboradores reportar. en 1985, tan sólo 3. 5% de 

abort.os durante el primer trimest,re d e embar azo en lanto que 

Toshinobu y c olaboradores, en 1979 report.a una frec uenci a del 

2 3. 9% de abort.os entre 93 embarazos obtenidos con ce C250 mg/dia 

por ciclo), en t.ant.o que el grupo control, sólo se enc ontró el 

8. 9X de abortos ent.re 270 embarazos; cabe hacer notar que a 

diferencia de otros esludios en est.e c a so. si logró asociarse el 
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:. ncr~ment.o de la frecuen~ia de .a.boi-t.os al t.ratanú.ent.o con CC. 

También ha s i d o ;-epcrt.a.do que el t ratamiento con HMG y CC 

i ncreinent.a la frecue:-icia de car iot.ipos anormales , traducidos en 

a bortos espor.lánc-<:>s -:le ur, 51 hast.a un 80-/. CBoué, 1973). Aunado al 

hecho de que al ut.ilizar ce para inducir ovocitos provoca 

aneupl o idias in vitro CDel h ant.y y Panketh, 1990). 

Se ha reportado que da 21 paci entes que lograron un embarazo con 

la administración de ec+HMG. sólo ocurrió un embarazo Cl .1Y.) y 

seis pacientes que :·ecibieron ce de 250 a 700 mg por ciclo durante 

13 meses , desarrol l aron un 57% de endornetriosis contra un 7% del 

grupo control, sugiriendo que ésta fuera la causa de que las 

pacientes c ontinuaran con su problema de i nf er t. i l i dad ( Svi gos, 

1990). Ot.ros reportes sugieren que el ce puede incrementar la 

incidenci a de embaraz os molares en 

medicamento, produciendc dilatación 

CScialii, 1985). 

mujeres tratadas con este 

y fibrolisis del útero 

l!olt..on en 1977 repor t a en pacientes que fueron tratadas con ce 
C100 mg/dia durante cinco dias por dos ciclos) el desarrollo de un 

69% de tumores de las células granulosas y un 14% de cáncer de 

mama, mient r as que , en el grupo control los tumores de las células 

granulosas se presentaron en un 5"/o y el desarrollo de cáncer de 

mama fue nulo. 

Por otro lado, se ha reportado que en mujeres infértiles con una 

historia de desordenes psiquicos previas al trat.amient.o con ce. 
son de alto riesgo, ya que, es frecuente que presenten 

enfermedades psicopáticas maniaco-depresivas. en las cuales · hay 

pérdidas del conocimiento, anormalidades psicomotrices y 

alucinaciones. Hasta ahora no se ha descubierto que esto se deba a 

una causa orgáni c a, sino al tratamiento con CC CKapfha-r ~ tl~ , 

1000). 
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08.IETIVOS 

OBJETIVO GENF.:RAL 

Conoce.- si el Ci lralo de Clomi fel"'o es capaz de producir daf'íos en 

f~l ADN. con el f¡n de a porlar un crilerio más para que esle 

medi c..arn~nlo se empl ;;,.,- f.>n una. form,:i. ma.s racional. 

Ofl 1 ET [VOS E~'PECI F r C('rS 

Dislinguir el lipo t.ie mulaciones que pueda producir el Cilralo 

d<t CI oml rc•1)0 en el ADN de SalmDriRl. la Cyphimuriwn. 

Esludiar si las 111•1taciones pl' oduc idas por el Cilrat,o de 

Cl omi feno pueden se:- reparadas usando como sist..ema de detección el 

par c.I~ C•-·pas bacle rianas Uvr-/Uvr+. deficienles y eficienles en el 

sislema de reparación por e scisión. 
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MA TElllAL Y METODOS 

CEPAS BACTERI AMAS 

Las cepa~ de Sa l. m.onel la typh.i1m.;riwn ·TA100 (hisG 48 pkm101) y la 

cepa TA98 (hisD 3052 p k m101) fueron donadas por l a Universidad de 

California; mientras que la cepa Satm.on.et ta typhim:u.riwn. t..rnl8413 

(hisD 3052 pkm101 VvrB+) fue d onada por la Uniyersidad Nacional 

Aut.onóma de México. 

MANTENIMIENTO Y OBTENCION DE LAS CEPAS 

Las bacterias obtenidas por conducto de Dr . Ames llegaron en 

discos de papel filtro impregnados con cultivos recientes de cada 

cepa dentro de bolsitas de plástico con agar blando para evitar la 

desecación. Lo anles posible se colocarón los discos con pinzas 

estériles en 5 m1 de caldo nutritivo Cver apéndice) e incubaron 

toda la noche (aproximadamente 18 hrs.) a 37°C con agitación. Los 

cultivos asi obtenidos se sometieron a las pruebas que se 

describen ~s adelante para verificar la presencia de los 

marcadores genéticos. evaluar la frecuencia de reversión 

espontánea y determinar la sensibilidad a mutAgenos conocidos. Se 

prepararon. además. los cultivos de reserva colocando 0 . 1 ml de 

dimet.ilsu1f6,xido más 1 ml de la suspensión bacteriana 

( incubada 10 h . ) y se congelaron rápidamente sobre hielo 

&aco para 111ant.anerlos dospu•s a -eoºc . CMa.ron y Ames, 1093). 
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P<lr a evitar congel d.r y des<:ongel ar const.anlemente 1 c-.s cultivos de 

reserva se prepararon c ajas de Petri con cultivos que se pudieron 

guardar a 4 ºe hasta por 1 a 2 meses . Para ello se t.om6 con una 

asa de siembra una muestra del cultivo de reserva y se sembro en 5 

ml de cal do nutritivo, se incubó con agitación por 16 h a ·37ºc. 
luego se sembro por medio de eslr las en caja Pelri con medio 

mirdmo dEt Vvgel-Boner complementado con un exceso de his t.idina 

(ver apéndice), ademas s e agregó 0.1 ml de una solución estéril de 

ampicilina C8 mg/ rnl). Los cultivos para l as pruebas de mutagénesis 

se cbt. u vi eron t.or:l.andc. c:c;,n una asa de siembra una muestra de las 

cajas y sttmbrando en 5 ml dtt caldo nut. r .1t.lvo y luego se incubaron 

a 37° <.: durante loaa la noche con agitación. 

MARCADORES GEHETI COS 

Cor. el fin de tener un buen control de calidad del sistema se 

checaron constant.emente los JN1rcadores de las cep.a.s. asi como su 

reversión espontánea y respuesta a mutágenos conocidos . Seg~n lo 

describe Espinosa en 1Q80. 

a) Requerimiento de histidina. Sembrar por medio de est.rias el 

cullivo de 16 hrs. sobre c ajas, conteniendo medio m1nimo de 

Vogel - Boner . Hacer lo mismo sobr·e medio m1 ni mo complementado con 

un exceso de hlst1c;Hna. Solamenle debe haber crecimiento en las 

cajas complementadas con hislidina . 

b) Sensibil i dad al cristal violeta. Para verificar el ll\arcador rfa 

Cmodificación de la pared c•lular), se delerminó la sensibilidad 

de las cepas al cristal violeta. Se inoculó 0.1 ml del cultivo en 
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cajas de Petri con agar infusión cerebro corazón CBHI), y se dejó 

sec ar. Se colocó un disco de papel filtro est•ril en el centro de 

la caja; con ayuda de una pipeta automática "Clinipette" 

se colocaron en 10 µl de una solución de cristal violeta C1 rag/ml) 

Se Incubó 24 h. a 37°C. Una zona clara de inhibición ál rededor 

del disco indicó la presencia de la mutación. 

c) Presencia del pl~smido. Se verifico Ía resistencia de las 

cepas a la ompicilina, y se siguió el mismo procedimiento que para 

el marcador t.fa. 

d) Sensibilidad a la luz ultravioleta. En una caja de Petri con 

agar BHI, se sembraron los cultivos por medio de estrias. Se 

tapó la mitad de la caja con papel aluminio y se irradió con una 

lámpara germicida de luz U. V de 15W a una distancia de 33 a 35 cm. 

por 6 seg. Las cepas que contienen el marcador UvrB crecierón en 

las dos zonas, Tanto la que fue radiada COJllO la que. no lo fué. 

e) Frecuencia de reversión espontánea. Se colocó O. 1 ml del 

cultivo en un tubo de ensayo con tapón de rosca que contenta 2 ml 

de agar suave Cagar de superficie) a 45 °c, mezc6 el contenido con 

ayuda de un vortéx y se distribuyó perfecta-nte sobre 189dio 

lllinimo de Vogel - Boner. Se Dejó solidificar e incubaron invertidas 

a 37 ºe por 48 h, y se contaron las revertantes espont~eas. 
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OBTENCION DE LA FRACCION S9 

Se llti 1i :z;aron ratas macho de la cepa Sprag11e-Dawley con un peso 

aproximado de 

intraperit..oneal 

2 00 

500 

g a 

mg/ Kg 

las 

de 

~ue 

pese 

se 

de 

les administró por via 

Aroclor 1254 diluido en 

acei te de malz a llna concent raciór: de 200 mg/ml Los animales se 

rnantuv.ieron tomando agua -.d ljbitum y se les sunúnistró alimento 

normalme-hte. el cual se l es r et..i r6 12 horas antes de 

s a c r1f1 <. c>.1l <>S. El qu1nt.o dia d.,. .~;. ~;'Jos de la inyección, las ralas se 

s.a.crii i. ~ .a. i · vn p-.or ·J#'.!C41~· : lac 1é.~. 

El material de disección y de vidrio, asi c omo las soluciones que 

se usaron en las etapas subsiguientes estaban estériles. Se 

ext.r aje!"on los h1gados asépticarnente y se c olocaron en vasos que 

contentan 15 nü de soluc ión fria de KCl 0.15 M por gramo de 

higado . Se corlaron en pedazos pequenos con ayuda de tijeras y se 

homooenizaron con ayuda de un apara lo Pot.ter - El vehjem. El 

homogenlzador se c entrifugó a Q,000 rpm por 10 minut.os y el 

sobrenadante ' (denonúnado fracción 5')) se dist.r1buy6 en viales con 

tapón de rosca a razón de 1 ml . Se congelaron r~pida-nt.e sobre 

hielo seco y se mant.uvier6n a -80 ºc. 

ENSAYOS DE M\TTAGENESIS. 

Se ut.ilizaron las c epas de SatmoneHa typhim.v.r(um. TAlOO y TAOO. y 

se procedió de la siguiente manera: 

A dos mililitros de agar de superficie (ver apél'\dice) precalentado 

a 45 ºe, se le arladió 100 µl del cultivo de la cepa de 10 h, 10 

µl de la solución del compuesto problema Clas diferentes dosis del 
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medicament.o) y O. 5 ml de la mezcla S'9 Csi se trabaja con 

activación metabólica). El contenido de la ,_zcla se agit.6 con 

ayuda de un vórtex y se áist.ribuyó en cajas de Pet.ri con a.dio 

minimo de Vogel-Boner. Las cajas se rot.aron activa-nte para que 

se formara una capa homogénea, se dejaron solidificar a 

t.emperat.ura ambiente y se i.ncubaron a 37 ºe por 48 h. 

En vist.a de que a 100 mg de Ci t.rato de Clomifeno se observan 

efectos adversos en las pacientes t.rat.adas y tomando en cuenta 

que el peso promedio de la mujer mexicana es de 54 Kg. y sabiendo 

que el 50~ del compuesto es eliminado en las heces. se t.iene que 

por cada Kg de peso corresponde aproximadamente 1 i:-.g de Citrato de 

Clomifeno equivalente a 1000 µg. Por lo que el rango de dosis a 

probar fue de 25 a 1000 µg /Caja Petri . 

En cada experimento se incluyeron cent.roles positivos para 

verificar las propiedades de las cepas de prueba que consistió en 

el empleo de mut.ágenos conocidos; utilizando los reco-ndados por 

Maron y Ames en 1996. 

MtTTAGENO 

MNNG 

A. p1crol6nico 

2-Aminoant.raceno 

Ciclofosfalllida 

CONCEHTRACIONES 

10 µg 

100 µg 

10 µg 

500 µg 

S9 TA100 

+ 

+ 

+ + 

+Increment.o mayor al doble de la reversión espont.ánea. 
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TA98 

+ 
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Ademas del conlrol posilivo, se lncluye un control con el 

solvent.e, asl como las dosis probadas . Solo en el caso de 

activación met abóli ca se incluyeron c ajas que conlenian bacterias 

y me::cl a S9 >'ªque esla h<:ace variar el número de reverlanles 

esponl áneas. 

Las soluciones de los mutágenos conocidos como las del C.ilralo de 

Cl omi f eno se pre par a ron en OMSO C di mel i l sul f 6xi do) 

cepa se hicieron lres experimenlos por separado, 

Para cada 

con y sin 

activación metaból ic a. usando l r es cajas para cada dilución del 

medlcamenLo como para c ada uno de los controles. 
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ENSAYO DE PREINCUBACION 

Se procedió de la siguiente manera: se arladió 0.1 ml de un cultivo 

de t.. oda la noche, de las cepas con las que se hizo el ensayo 

CTA100 y TA98) en tubos con t..apón de rosca, luego se colocarón 10 

µl de cada dilución del compuesto en los tubos que contenian a 

l a bacteria. se mantuvieron a 4 ºe hasta la adición de la mezcla 

S9. 

La mezcla sg fue pr evi amen t. e preparada, ademá.& &e cal cul 6 la. 

cant.. i dad de NADP y glucosa 8-fosfalo que se utilizó as1 como la 

cant.. i dad de amort..iguadcr de fosfat..os y solución de MgC1 2 - KCl que 

se requirio para disolver la mezcla S9 C ver apéndice). La 

solución resultante se filtro utilizando una unidad Swinex 

Cmilipore Corp. Bedfor Mass) equipada con una membrana de 0 . 45µ de 

poro y se mantuvo en hielo durante el experimento . 

Se agregó O. 5 ml de S9 por tubo de cultivo, el cual conten1a al 

organismo y el compuesto, los tubos se mantuvieron a 4 ºc. Una vez 

que se terminó con la distribución de la fracción S'Q, los tubos se 

incubaron en un bario Maria con agitación CAmerican Scientif'ic 

Producs BTa3) a 90 rpm por eo 1111.nutos a '37 ºc. Despu•s de la 

incubación, los tubos ·se mantuvieron 

plaquear. 

a 4 ºe y se continuó a 

Cada muestra se distribuyó en tres cajas de agar minilllO de 

Vogel-Boner _ y se incubaron invertidas a 37 ºe por 48 horas. 

Después de la incubación, se contó el nem.ro· de revertantes por 

placa con ayuda de un cuenta colonias CFisher Accu-Lite Modelo 

133-SOOéD . 

El control negativo llevó 100 µl del cultivo de 18 horas, 10 

µl de DMSO y O. 5 ml de la ~cla Slil, 1111.enlras que el control 

positivo llevó el mut.ágeno en lugar del DMSO Cel mutágeno que se 
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u•. : 1 1 .:ó d""púnd1 o dE• 1.1 c epa c on .;iue se L 1· aba j ó como ya se hab1 a 

1nd1 ~· .1do ..>nl~lfl•~·rment.e ~n l.a tabla). est.o,; fueron plaqueados como 

SI~IEMA l>E REPARACION 

C.:>r1 el f1n de est.ud1ar el efoclo del mecanismo de reparación por 

e~<- l s1ón par·• e l Ci lrat.o de Clomifeno, las pruebas de 

mut a gerll ..: 1 ".iad 5t- h1c1 er o n en la cepa Salm.on.el la typhi.muri.U/Tl 

tífH84t3 e n r>aralelo ... 0n la c epa Salm.on.eUa typhim.vrium. TA98 en la 

nu :,n1a fo1 ma que s e descri bió para los ensayos de preincubación. Al 

mismo tiempo se hizo el ensayo de sobrevida para ambas cepas. Al 

1ycJal que los ensayos anteriores. se hlclerón Lres experimentos por 

separado pa1·a cons.1 der· ar que los resul lados fueran válidos. 

PRUEBAS DE SOBREVIDA 

Un culLivo de 16 h. de la bacteria se diluyó en solución salina 

i sot.óni ca hast.a una dilución de 1 o-5 cél ul as/ml , O: 1 1111 de est.a 

di lución se colocó en un tubo de ensaye con t.ap6n de rosca 

cont.eni.endo 2m1 de c al do nul r i l i vo con agar al O.~/. C ver 

a péndice ) y se af'ladió 10 µl de la solución problema se agit.6 

en un vort.ex y post.eriorment.e se virt. ió en placas de agar BHI. 

(. ver apéndice) sólo en e 1 caso de las pr uebas con ac l i vac i ón 

met..aból J c a se af'ladl 6 O. 5 ml de 1 a mezcl a S9 C ver epéndi ce). Se 

dejaron secar l a> cajas a t.emperat.ura ambient.e incubándose a ·37ºc 

¡..or 2 4 horas. Se ir.cluyeron como cont.roles la cepa sola y la cepa 

y OMSO. 
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Para los ensayos de sobrevida con el mélodo de preincubaci6n se 

hicieron las diluciones como ya se mencionó y se cont..inuó con el 

mismo procedimient..o, que para la mut..agénesis, con la diferencia 

que se plaqueó en agar BHI y se incubaron por 24 h. , 

realizándose, t..ambién t..res experiment..os por separado para los 

ensayos sin act..ivación met..abólica y los de preincubación. 

INTERPRETACION DE RESULTADOS 

Para los ensayos de mut..agénesis se cont..ó el námero de revert..anles 

Hi s + por placa obtenidas par a cada dosis probada del compuesto, 

para las diferentes técnicas empleadas en ambas c epas Sal.rn.onel.l.a 

typhi.ir..uri.'Wn. CTA100 y TA98); luego se procedió a calcular el 

promedi o para cada concentración, ya que, se ut..il i zaron tres cajas 

para cada dosis del fármaco, de la misma forma se obt..uvieron los 

promedios para los cont..roles posit..ivos Crespuesla mulágenos 

conocidos) y negat..ivos Creversión espont..ánea de la cepa), una 

vez . que se obt..uvieron los promedios para cada mét..odo empleado en 

el estudio se procedió a realizar un análisis por computadora de 

los dalos oblanidos con el programa Harvad Presant..at.ion Graphic 

versión A. 01, el cual perllli lió obt..ener gráficas para cada m4-t..odo 

ut.ilizado. Asi un resultado positivo se interpretó como el 

incremento en el námero da revvrt..ant..as His+ al cual llegara a 

doblar el valor de la reversión espont.ánea y niost..rara un 

incre-nlo en al n~ro de mutant..es en función de la 

concent..ración del compueslo e Maron y .Am9s, 1Q33.). 

Para el ensayo de reparación se procedió da la lllJ.sma forma para 

obtener los promedios y la gráfica, sólo que la int.erpret..ación da 

los resultados 

manifiest.a con 

varia, puesto que, la presencia de reparación se 

la disminución da mut.ant..es en función da la 

concentración del compuesto. 
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A d1 t er~n<.:ia de l os. er1:.a7 <1s de mulagénesi s en l os ensayos de 

'r.<Jhrev 1,1a lo que s .. gráfi c a son los promedios de las unidades 

form.:ido ra"- de col oni~s y la inlerp1·eL.i.cion consist..e en ver si un 

compuest..o es. o no tóxi c o. asl. la. disminución en el número de 

unidades tormadoras de colonias en función de la concentración del 

compues.to. deja de n1.an1f1es.lo la loxicidad del compuesto aún má.s 

c;uando el inc remerito en la dosis del fármaco inhibe el desarrollo 

del crP.c i mi enlo. 



US1JLTAD08 

En las primeras tres gráficas se muest.ran las curvas de 

estandarización a los diferentes mutágenos. donde se pueden 

observar las curvas dosis-respuesta de las cepas de Satmon..tta 

typhí1MU't1J/ll. TA100 y TAQS, tanto con mutágenos direct.os. como 

para aquellos que requieren de act.ivación -t.abólica , con la 

técnica de incorporación en tubo. 

En la gráfica 1 se puede ver la respuesta de la cepa TA100 a la 

N-Metil-N•-Nitro-N-nitrosoguanidina con la técnica de 

incorporación en tubo. En la gráfica 2 se observa la respuesta de 

la misma cepa a la ciclofosfamida con activación metabólica con la 

fracción hepática de hígado de rata inducida con Aroclor CS9). 

CVer Material y Métodos). En la gráfica 3 se muestra la respuesta 

a la cepa S. typhi~'W'i'Ul'fl. TAQ8 al 2-amino-antraceno en presencia de 

la fracción S9 con activación metabólica. 

··. 
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GRAFICA 1. 

Curva de estandari zación para ut.ilizar la N- Met.i 1-N' -

Nitro- N-·Nil r osoguani dirla CMNNG). como cont.rol posit.ivo para los 

ensayos s in act.ivac16n metabólica con Salm.onella typhimuri\.1111. TAlOO 

que responde a mutaciones por sust.1tuci6n de bases. 
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GRAFICA 2 

Curva de estandarización para utilizar la ciclofosfamida (Cf') como 

control positivo para los ensayos de preincubación e incorporación 

en tubo con activación -tabólica en Satnional ta typhi.m.urí\llrl TA100 

que revierte por sustitución de bases. 
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10.0 

Curva de estandarización para utilizar el 2 alftinoantraceno <2 AA) 

como ~:onLrol positlvo en Salmonella typhimuri\Jll\ TA98 que revierte 

por cor rimiento en el marco de lectura. tanto para, los ensayos de 

ir>c .:>rpc.ración an tubo con activación metabólica corno para los de 

pre1 ncubac16n. 
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Las gráficas 4 y 5 muestran el comportamiento de Satmonetta 

Lyphim:uriwn. TA100, representándose en la grát'ica No. 4 el uso de 

dos técnicas diferentes, incorporación en tubo con y sin 

activación metabólica, observándose una respuesta no mut.ágenica 

para ambas técnicas con las distintas dosis del fármaco, mientras 

que, en la grafica No. 5 se observa la respuesta al Citrato de 

Clomifeno en Satmonetl.a typhim'W'i\A TA100 con la técnica de 

preincubaci6n. Sin observarse tampoco ningón aumento de las 

revertantes His+ con las dosis emplead&s . 
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RESPUESTA A CITRATO DE Q.OMFENO EN 
S. typhlmcrltm TA 100 

RCVERfANT ES Hit» 
3000 ----- - - --··- --- - - - --, 
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UG/ O\JA r1: CITRATO DE CLOtv11FENO 
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AEVEASION ESF'ON1'NEA 108 CON sg cama.• f'ClllTIW. 
........a(10U0)234G <F(600UGl6G2 

GRAFICA No. 4 

Co111p<>rtanúento de Salinonetlta LyphitAuri.um TA100 con Citrato de 

Clom.ifeno, usando la técnica de incorporación en tubo con y sin 

a c tivación 1119tab611ca. 

Reversión espont~nea Csin SQ) 120 

Reversión espontánea Ccon $9) 108 

Controles pos1 ti vos: 

MNNG lOµg/caja Petri (sin SQ) 2346 Rev. His+ 

CF' 500µg/caja Petr i (con $9) 562 Rev. His+ 
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RESPUESTA DE S. typhinxriJm 
TA 100 A CITRATO DE CLOMIFENO. 

REVERTANTES HIS+ 
. l20~----------------------, 
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atAFICA No. !S 

Ensayo con Cit.rat.o de Cloiaifeno en Sa.t.arwtta typhtll\urhiA TA100 

con la t.knica de preincubaci6n. 

Rever sión espont.Anea 72.e 

Cent.rol posit.ivo: 

CF . ( 500µg/caja Pet.ri) 454 Rev. His+ 
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La 9r~fica No.6 corresponde al 

Salm.onel la typhimu.riUJfl TA98. en 

ensayo realizado con la cepa 

la c ual se aprecian diferentes 

respuestas entre las técnicas de incorporación en tubo con y sin 

act1vaci6n metabólica . As1 en la técnica sin activación 

nietab6lica. se observa un comportamiento mA.s o menos constante en 

el número de reverlant.es His+ hasta la dosis de e2.5µg/caja Petri 

de Cilralo de Clonúfeno. mientras que, con la técnica de 

activación metabólica se observa una tendencia ascendente hasta la 

dosis de 125J.19/caja Petri de Citrato de Clomifeno• en la gr~fica 

No. 7 sólo se muestra el mismo comportamient.o de S. typhim-urh1m 

TA98 con la técnica de incorporación en tubo con activación 

met.ab61 i ca. con el fin de hacer más evident.• e.l aumento en el 

número de revertant&s His+ correspondiente al aumento en la ·dos.ls 

del f~rmaco, l~egando solo est.e aumento a la dosis de 125µg/caja 

Pet.ri de Citrato de Clonufeno. 
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RESPUESTA DE S. typhÍ711i1111 TA98 
A CITRATO DE CLOMIFENO . 

RE\lt:RTANTES HS• 
95.--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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GRAFICA No. 8 

Respuesta de SatMO~lla typhl'.lltW'(~ TAlil8 con dU'erentes dosis de 

Citrato de Cloai.t•no. ut.ilizando la t.-=nica de incorporación en 

t.ubo con y sin activación .. t.abólica. 

Reversión -pont.•nea Csin S'Q) 20. 3 Rev. HJ.s+ 

Reversión espont.•nea Ccon S'Q) 32. 3 Rev. HJ.s+ 

Controles positivos: 

AIC . picrol6nico 100µg/caja P~ri (sin S'Q) 100 Rev.His+ 
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RESPUESTA DE S. typhimurium TA98 
CON CITRATO DE CLOMIFENO 

RE'A:RTANTES HIS• 
ro.--~~~~~--~~~~~~~~~~~~~~~--. 
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GRAFI CA No. 7 

Respuest.a a CH.ralo de Clomifeno en Sat!M>~lla typhilllur.i\• TAQ8 

usarado l.a t.knica de . 1ncorporac16n en lubo con act.1vac16n 

met.aból ica. 

Reversión esponl~nea 34.3 

Cont.rol posit.ivo: 

2 AA C10µg/caja Pet.ri) 1156 Rev His+ 



Los datos de la gráfica No. e demuestran que el Citrato de 

Clomifeno causa mutaciones por corrimiento de formato -en S. 

typhimuri'l.lm TA98. sólo con la técnica de preincubaci6n. 

En la gráfica No.9 se compara la respuesta de S. typhimuril.llfl. TA98 

a Citrato de Clomifeno. tanto. con el m6todo de incorporación en 

tubo como el de preincubación, en donde se manifiesta que con la 

técnica de preincubaci6n el efecto del Citrato de Clomifeno es 

capaz de producir ~utaciones por corrimiento del marco de lectura 

en forma más evidente. 

Los datos de la grUica No.10 permiten observar que las 11\utaciones 

por corrimiento de forma.to ocasionadas por el Citrato de Clomifeno 

en Salmon.l la typhtmurh.un. TAQB son corregidas por el .sistema de 

reparación por escisión, presente en la cepa UHT8413 CUvr9+). 
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RESPUESTA MUTAGENICA DE 
S. typhimlrium TA98 

·~rvEntl\NTt-S ltS• 
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GaAF'I CA No. 8 

Efecto mul~Qenico del Cit.rat.o de Cloiaifeno en la cepa SallN>rwlla 

typhilMll'iUlll TA98 . con la t~n1ca de pre1ncubac16n. 

Reverslon esponl~nea. ~.3 

Control positivo: 

2 AA ClOµg/Caja Petri) 5153 Rev. His+ 
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MUTACIONES POR CORRIMEINTO DE 
FORMATO INDUCIDAS CON CITRATO DE 

CLOMIFENO EN S.typhmri¡m TA98 
REVERTANTES HIS+ 

140~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 
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Collparaclón de la respuesta a Cit.rat.o de ·c.io.ureno ent.re las 

t.~nicaa de prelncubación y de incorporación en t.ubo con 

act.l vación ..t.ab6lica en S. typhtaw-·h• TAD&. 

Reversión espont.Anea: 

a) CEnsayo de Incorporación) 

b) (ensayo con Pre1ncubaci6n) 
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RESPUESTA A CITRATO DE CLOMIFENO 
CEPAS DE S. typhinxrium 

pKm101 (uvrB-/uvrB+) 
REVERTANTES HIS• 
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Estudio sobre el efecto del sist.eaa de reparación de .ut.aciones 

inducidas por Ci lralo de Clo.iteno. en cepas de Sal.arwtla 

typlümUrl'.\Alft pklll.101 (Uvr8-/Uvr8+). utilizando la t.4kn1ca de 

prei ncubaci 6n. 

R•ver si ón -pon·l~n•.) UHTIM1 3 1 !5. 3 
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Controles positivos: 
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2 AA ClO µg/caja ~e~rl) TAAS 224 Rev. H1s+ 
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Los ensayos de sobrevida para la cepa de SalmonBl la typhimuri't.lm 

TA100 se muest.ra en la gráfica No. 11 y 12 con la t.écnica de 

incorporación en tubo sin act.ivaci6n metabólica y con act.ivación 

metabólica respect.ivamente, en donde se puede ver una respuest.a 

descendent.e en el nómero de células/ml.10-e confor- au-nt.a la 

dosis del Cármaco. 
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Cl.IWA DE CRECIMIENTO DE S. typhinuUn 
TA 100 CON CITRA10 DE ClOt.FENO 

CRU.AS I mi EE8 

=-- 11;~~ 
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GltAf'I CA No. U 

En5ayo ~ sobr•vida COf'\ Citrato de CloeJ.teno en Sal.an.lla 

typhi•"1'iU. TA100 utilizando la tknica de incorporación en tubo 

s1n acti vación .. tabólica. 
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Cl.JIVA DE CREa...:NTO DE S.tYIJ/*tlriln 
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En la gra.f1ca tlo.13 y 14 se representa los datos obt.enidos para la 

cepa S . typhim.v..riwn. Ts\98 con la técnica de incorporación en tubo 

sin aclivac16n metabólica y pre1ncubación , en las cuáles se 

observa una lend~nc i a decreciente para ambas técnicas siendo menos 

..arcado el decremento en el nll-ro de células/ml 10-S en la 

técnica de preincubaci6n en la que el compuesto ha sido activado 

metal.>ólicamente. 

~s curvas de crecimiento obtenidas para S. typhia\lri~ UHT841.3 se 

re~resentan en la gra.fica No.15 y 1e utilizando el co19Puesto con y 

sin activación metabólica . En estas dos gráficas se observa una 

dis1111nuc16n en el número de c•l •.ilas/Jlll 10-8 contor- au-nta la 

dosis de Citrato de Cloalfeno ... pecial-nt.e cuando la cepa •e 

trata con el compuesto quilllica ... nte puro Cgr•tica No.15) .• 

mientras que. la disaünución en el no.ero de c•lula~....-.1 10-
8 en la 

cepa S. typhiinurium. T~. es -nos eviente al activar el 

medicamento -tab6lica111ent.e. 

,, .. 
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Cit.rat.o de ClOlait"eno. usando la t.-=nica de incorporacion en tubo 

sin act.i vacidn -t.ab611ca. . . 
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DISCUSIOR 

CURVAS DE ESTANDARIZA.CION 

Los result.ados que se muest.ran en las curvas dosis r-puest.a 

present adas en las pri-ras grUicas indican que las cepas de 

Sal111Dnet la. typhim:uri'Ulll.. empleadas en este trabajo. estaban 

respondiendo adecuada..nte. ya que se observa una r-puesta 

posit.iva en los t.res *l'sayos de -t.andarizaci6n. interpret•ndose 

as1 . debido a que se aprecia un au-nt.o en el ná-ro de 

revertantes superando por U.s de dos V9C- la frecuencia de 

reversión espontánea 11110Strando ade~ . un incremento en función de 

la concent.raci6n del 111utágeno. Por otro lado. se cuenta con el 

antecedente de que cada una de las cepas de SatlftQrwHa typhüauri\.ta 

contenia los .. rcadores indicados para ·cada una de ellas y su 

reversión espont.ánea se encontraba dentro del rango sugerido para 

cada cepa. · As1 los rangos descritos son: TA100 (120-200). TAQ& 

C30-e<>) y l/Ill8413 (0-20). A\mentando ligera111ent.e en el control 

negat.i vo. cuando se t.rabaja con act.i vac16n -i.abólica CSID CMaron 

y Ames. 1Q83; Espinosa. 1Q80; Hart-n · m., Al.·. 1Q&e) . Ten.i•ndose 

asi la certeza de que los r-ul\.ados obtenidos para el C::it.rat.o de 

Cla.Lt'eno eran cont'iabl ... ya que. lo ant.erior permt.1~ 'IWrit'icar 

los .arcadores genM.icos y par ende las propiedades de las cepas 

de prueba e Ames m.. .... • 1 G79; Espinosa. 1 Q8(). Naron y Ames. 

·188S>. 

En la grUica 1 - obeerva el et'ec:t.o de la N-Net.11-

N• -Nt t.roso-N-Ni t.rosogunldina. la cual no necesita de activación 

-iab6lica para MOSt.rar au ..ct.ividad ..t.~ca. en S. typhtaurtua 

TA100, ya que - un ..t.ag6no dir.c:t.o CMlrvish . 1G79; Preuas.an. R. 

y S\.uart.. 8 .• i084>. Por º""º lacto. la ciclotost'amda CgrUica 2). 

.. un pr..ut.•geno. pueat.o que, requi.,.• • .,. · act.ivado 

met.ab611c.-nt.• para inducir ..t.aciones en S. typhtaurtua TA100 



<h1sG46. pkmlOl. UvrB ). La a ctividad mutagéni. ca de est.os 

compuestos se debe a su capacidad de alquilar al ADN causando 

susl1lu~iones de bases. lo cual hace posible sea detectado por S. 

typhim.urlwn TA100 la cual es susceptible a ser revertida por dicho 

mecanismo (Cortinas de Nava ~A!_ .• 1Q80). 

En la gráfica 3 se representa el efect.o mut.ágenico del 2 

Aminoantraceno en S. typhiinuri\.111\ TAOO ChisD 3052 pkm101 UvrB-). 

que al igual que la ciclofosfamida requiere de .ser biot.ransformado 

~ra ser mut.ágenlco ~ro sólo puede ser 

Ames obtenidas n~diante el mecanismo 

det.ec: t.ado por cepas d• 

de mut.aciones por 

cor r 1 mi en lo en el ma.r co de lec t.ur a C Ames ru._ li· . 1973). por lo 

en S. cual solo se hace evidente su actividad mulag•nlca 

typhim.uri\llR TAQS, ya que •sta sólo es revertida por compuestos 

capaces de inducir mutaciones de este tipo. COayan. M.C. t1'. A!_., 

1Q90; Espinosa, 1QSO; Mc:Cann et li·. 1975). 

cat. hacer not.ar que en ... nuestros ens&yos a pesar de sust.i t.uir el 

caldo nut.ritivo Oxoid No.2 Clngl&terra) descrito por Maron y Alnes, 

1Q83 por •1 caldo nutrlt.ivo Bioxon C ... xico), el rango de reversión 

espont.áne .. de nuestras cepas fué coMparable al 

literatura cientifica. Lo c~l .-stra que el 

reportado •n la 

e.pleo del Nedio 

Bioxon. es una alternativa adecuada para realizar un .onit..oreo 

apropiado de Nutágenos qui.S.cos en laboratorios con pocos recursos 

ec:onólai cos. 

ENSAYOS DE MUT A--si S 

O.bido a que uno de . los internes de probar el C1 trato de 

Cloaif•no en Sat"'On.lla typhtaw-iUM (Prueba de "-9) derivó de 

conocer l0$ ca.t>ios moleculares que pudiera causar este fár .. co en 

el operón de la hist.idina por -.dio de las mutaciones que pudiera 

originar. Se seleccionaron dos cepas que fuerán susceptibles de 

revert.ir por dif•r•nt.es ~aniai.os de iaut.ac16n. una por 
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sustitución de bases y otra por desfasamiento de la secuencia 

nucleotidica; asi se eligieron las cepas TA100 y TA98 las cuales 

reviert..en a su fenotipo original His+ por los mecanismos que se 

mencionaron con anterioridad, adem.is. son las qua se recomiendan 

universalmente para est.udiar un compuesto del 

nada sobre su modo de acción CMacCan !tk !Ü..· • 

.Ames, 1983; Hartman t!.,. al_. • 1 Q86). 

cual no se conoce 

1Q75; Maron y 

Los resultados del trabajo muestran que el Citrato de Clomifeno no 

es capaz de inducir mutaciohes por substitución de bases. ya que 

no se observa una repuesta positiva en la cepa que es susceptible 

a ser revertida a su fenot..ipo original por medio de este 

mecanismo, con ninguna da las diferentes tKnicas empleadas para 

este propósito. en afecto. 1 as g!' U i cas < 4 y !O obt..ani das par a la 

capa de S. typhil!Wrt\1111. TA100 no muestran un au .. nto en el no .. ro 

de ravertantas His+ con respecto a la revers~ón espont..útea, ni al 

t..ratar al compuesto con enzi-s lllicroso-1-. efect..o que pudo 

observarse tanto con la t~nica de incorporación en tubo con 

activación .. t..ab6lica como con la de praincubación. que 

au .. nta la sensibilidad del •todo a mutag6nos quimicos. CMaron y 

Ames . 1gfJ3) Esto puede deberse a qua el Cit.rat..o da Cloalfano en 

su fórmula quimica no pos- radicales alquilo. que al reaccionar 

con el ADN ror .. n aduct..os y puedan causar sust.it.uc:ión de bases. 

despu6s del proceso de replicación. CCort.inaa de Nava n. al_ .• 

1Q80). 

Loes .. t.udio. realizadoe en la cepa de S. &yph(aur(\A TAQ& nas 

indican que el Cit.rat.o de Cloeiteno no .. \W\ .ut.Aeeno direct.o. ya 

que, .. t.e no pr .. ent.a actividad .ut.~ca al .. t.ar en cont.act.o 

con el N:M en ausenc:L.a de enzimas alcroeo.ales ~ propiciaran el 

..t.ab6lisa> de est.a droga. tn vHro. Eat.• etect.o •• pudo obeervar 

con la t.Knica de incorporación en t.ubo, en la grUh:a No e. ya que 

no - ot.erva un incr..ant.o en el n.-.ro de rev.-t.ant. .. Hia+ en 

función de la concentración del compueat.o. alent.raa que. al probar 

el Cit.rat.o de Clollitano con , la t.Knica de incorporacidn en t.ubo 



con actí vaci6n metabólica, da una respuesta dudosa. puesto que 

aumenta el número de revertantes en una sola dosis probada del 

compuesto, sin llegarse a apreciar una curva dosis respuesta, como 

puede verse en las gráficas e y 7 . Debido a esta razón se probó el 

fármaco con la técnica modlflcada de Ames . en ensayos de 

preincubac16n con activación metabólica in vttro. Asi. Los 

resultados de est.a trabajo de111Uest.ran, que al act.1 var 

metabóllcament.e el Citrato de Clomifeno y favorecer por -..s t.iempo 

el conlact.o de este con el ADN, present.a act.1 vi dad mut.ag•nica, 

present.ándose esta por debajo de la dosis t.erapéut.ica, como se 

puede observar en las gráficas 9 y Q en las cuales se ut.iliz6 la 

t~nic• de preincub.ación que permite mant.ener al ADN axpuest.o 

por mas tieMpO al compuesto. F.st.o indica que el Cit.rat.o de 

Clondfeno al igual que et.ros compuest.os requiere de act.ivaciOn 

-t.abólica, por lo cual se consideran dent.ro del grupo de los 

premut•genos y s6lo muest.ran su capacidad de producir •ut.aciones 

con la t.Knica de preincubación como es el caso de los mut.ágenos, 

2 a.inofluoreno o el N,N-01-t.il-4-aminobenc:eno CAmes. B.N. t!._ 

AL·. 1973; Mat.su•uto y Yoshida, 1crr7; Takie, Y. ~AL·• 1~). 

Los dalos de•uest.r.an que . el Cit.rat.o de Clondfeno es capaz de 

producir mutaciones por corrhuento en el .arco de lect.ura . puesto 

qu. la respuesta positiva se regist.ró (lnJ.ca-.nt• para capa S. 

typhil!Nrh• TAQ& la cual reviert.e a su fenot.ipo original por medio 

de este mecanis.o, .. te efecto se observó c:on la t.Knica de 

preincubac16n CgrMica 8 y Q) en la cual se -.st.ra •1 aumento en 

el nü .. ro de rev.rt.ant.es •n función de la concentración del 

CQllPU&Slo y en donde se puede apreciar la pequefta curva dosis 

. respuesta que este .. cu~a-nto indujo en la cepa TAQ&. Las 

IMlt.aci enes produei das por est.e c0111puesto pueden ~rs• a 1 a 

estructura qui.Uca. que presenta • dado que al no presentar aainas 

secundarias o terciar 1 as que son al la-t.e r-ct.i vas con el ACN 

que ca.usan .ut.a.ciones por aust.it.ución de bas- no sea capaz de 

produc:ir dicho afecto y por tant.o la r-puesta obtenida póllr• l• 

cepa S. typht•W'i
0

t.a TAlOO fuera neg.at.iva CPreuss-n. R. y St.ua.rt. 



B. , 1004). No siendo as1 para la cepa TAQS , puesto que, al 

presentar anillos aromáticos , le den la capacidad de actuar a 

alguno de sus metabol i tos como i nler cal ante y por ende ca.usar 

mutaciones por corrimiento en el marco de lectura , COIDO está 

descrito en la literatura para las aminas heteroc1clieas, las 

cuales deben su potencia mut.agénica al sistema de anillos 

aro""-ticos que presentan en su estruct ura quiaica; que al igual 

que el Citrato de ClOJllJ.feno desp~ de ser activado 

-ta.bólicamente puede actuar COlllO i ntercalante, el cual al estar 

intercalado entre las bases del ADN al replicarse puede adicionar 

o deletar pares de bases en la secuencia nucleotidica y a.si correr 

el marco de lectura. CAmes B.N. ti.. M_., 1'773; Daya.n, M. C. ~ Al. .• 
1Q90; Matswnoto, Talcei. Y. ti..~., 1Q?'8 ) . 

ENSAYO DE REPARACION 

Los resultados presentados en este traba.jo d..,..tran que las 

art.aciones producidas por el Citrat.o de Cloiaifeno en S. 

typh\aur(,_ TAQS son reparadas por el sistema de reparación por 

-cisión pr-ente en la cepa de S. t)lpht.ui:t,_ lTl'H8413 CUvrB+ 

pk-101) CGrU'ica. 10), la cual al t.ener intact.o su s1at.- de 

reparación por -cisión disainuye el na.ero de revert.ant..es , por 

cont.ar con el cOllJ)lejo enzilU.t.ico UvrABC int.act.o, el cual repara 

la 1-ionea ocasionadas en el Aa. por un cOlll)U8St.o quialco 

CICillball • Al_. , 1G8'7; Naron y Ames, 1883; Espinosa, A. • Al_ 

1Q8CD. 



ENSAYOS DE SOBREVIDA 

Los resultados indican que el Citrato de Clonúfeno es muy tóxico, 

ya quw. en todas las curva s obtenidas se observa una disminución 

en el numero !de unJ.dades formadoras de colonias CU. F . C. )/ml en 

función de la dosis del fármaco. esto puede deberse a que el 

Citrato de Clomifeno cause mutaciones letales o bien cause 

alteraciones de alguna v1a metabólica indispensable para la 

bacteria <Maron y Ames. 1983; Espinosa . A. ,lge()). En los estudios 

de sobrevida realizados con activación metabólica, a pesar de que 

se mejora la sobrov1da al ser biot.ransformado este medicamento 

<Gráfica 14 y '16) no deja de presentar el efecto tóxico del 

compuost.o, .lo cual concuerda con los resul lados obtenidos en 

b1oensayos a.nimales. en donde la administ.raeiOn de Cit.ralo de 

Clomifeno a dosis enlre 10 a 500µg _t.iene efectos tóxicos sobre .los 

órganos de ralas y di versos efect.os genot.óxicos CClark. 1985; 

Hart., 1990; Hessinis y Templet.on, 19QO; SUzuki. 19'70a; 1970b). 

Por otro lado los efectos tóxicos observados en este sistema de 

prueba, concuerdan con los dalos obtenidos en cultivos de 

linfocitos 1'.r\ vi:tro. en los que se 111uest.ra que -t.• ~icament.o 

tiene un efeet.o cit.olóxico (Gónzalez Pat.ifto ~ ~-. 1QQ2) . 

Es posible qµe la al t.a t.oxieidad que pr-ent.a est.e .-dicament.o, 

sea la causa. de los diferent.es t.rast.ornos que se han observado en 

las pacient.- t.ra.t.adas con est.e .edica-nt.o, t.ales como: el 

desarrollo de endo..t.riosis. t.rast.ronos psicCMM>t.rices, 

alucinaciones, disiainueión en la capacidad para transportar o 

sost.ener al embrión <Scialli. 1Q&e; Svigos, itilQO; ICapfha._r t!.. 

ll·. 1QOO). 

Teniendo en cuenta los resultados de est.e estudio, en los que se 

muestra que los -lab611 los del C1 t. rato . de Cloai feno pueden 

producir aut.aeiones por corriaien\.o de for.at.o, y que est.os 

-t.aból 1 t.os. son t.óxi eos. t.ant.o par a 1 as cepas ef 1 el entes cOllO 
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deficientes en el Sistema de Reparación por Escisión uvrB. y que 

dicho efecto tóxico no puede ser corregido por el sistema de 

Reparación sos. y por otr o lado . dado que en la literatura se han 

reportado numerosos . efectos tóxicos asi como efectos adversos. ya 

mencionados. de esl e medicamento. su empleo deberá realiza rse solo 

después de realizar una evaluaci6n ;de riesgo- beneficio. en el caso 

particular de cada paciente que lo requiera. 

. .. 



C01'CLUSI01'ES 

1 . El Cilrato de Clomifeno no es capaz de producir mutaciones por 

suslituci6n de bases en la cepa S. typhimuri'Ull\ TA100 empleada 

en esle estudio. debido a la ausencia de agentes alquilantes 

en su estructura qu1m1ca . 

2. 

3 . 

Este medicamento es capaz de inducir mutaciones por 

corrim1ento en el marco de leclura en la cepa S. typhimuri'Ull\ 

TA98 , dado que presenta anillos aromáticos en su estrutura 

qui mica. 

Este r~rmaco no es un mulAgeno directo, porque 

mutaciones en ausencia de enzimas microsomales. 

no produce 

4. El Citrato de Clomifeno es un premut•geno ~bil. con un rango 

de actividad mutagénica muy liiaitado. 

5 . El Citralo de Clomifeno es una medica1n1tnto allament.e t.6xico , 

aunque su capacidad tóxica dislftinuye al ser -t.abolizado. 

5. l..a.s aut.aciones let.al- no son corregidas por el sistema de 

re~ración SOS. propenso a error. pr-ent.e en las cepas S. 

tyflhi•uriua TA100 y TAQS empleadas en est.e t.rabajo. 

7. l..a.s · aut.aciones puntuales. ocasionadas por el Cit.rat.o de 

ClOIDifeno . son debid&~t.e corregidas por el sistema de 

reaparación por escisión. 

8. S. deber•n rea.llzar eat.udioa para ct.t.erllainar si el etect.o 

t.óxico de este medic.-nt.o . que se observa en -t.e sistema de 

prueba se debe a d&f'los genot.óxicós o es debido a alteraciones 

en la c•lula. 



Q. ~os efectos tóxicos que produce asta medicamento, aunados a su 

capaciodad de producir mutaciones por corrimiento de formal~ 

deben ser lomados en cuenta para prescribir este fármaco sólo 

en casos en que el beneficio sea mayor que el riesgo. 



APEKDICE 

MEDIOS DE CULTIVO 

CALDO NUTRITIVO BIOXON tt.E>OCO) 

Disolver 0 . 0g de medio en 100m.l de agua destilada. Esterilizar en 

autoclave a 1Z1 ºe 15 lb de presión/20 núnutos 

AGAR NFUSION CEREBRO CORAZON (EH) 

Preparar agar infusión cerebro corazón CDIBICO) ' según las 

instruciones del fabricante. 

AGAR SUAVE CE SUPERFICE 

NaCl 

Bact.o agar 

Agua destilada 

0.5g 

o.~ 

OO. Om.l 

Est.erilizar •n aut.oclave a 121 ºe 16 lb de pr•a16n/20 ainut.os , 

dejar enfr 1ar el agar a 45 ºe y afta.dir 10llll de solución de 

hist.idina-biot.1~ Crequeri.ent.os) . Vertir en tubos a razón de 21111 

C/U. 



AGAR BHI PARA LOS ENSAYOS DE S08REVDA 

BHI 

Bact.o agar 

Agua dest.ilada 

0.6g 

0.6g 

100nü 

Est.erilizar en aut.oclave a 121 ºe 1!3 lb de presi6n/20 .Unut.os. 

vert.ir en tubos con 2nü e/u. 

SOLUCION DE SALES DE VOGEL BONER 

Solución A. En eoo.l. de agua clest.ilada se disuelven en el 

siguiente orden: 

MgS04. 7 Hao 
.Acido citrico. Hao 
KaffPO .f. anhidro 

)f&NH4HP04 .f. Haº 

10g 

100g 

eoOg 

175g 

Morar a 1000al y -t.erilizar con clorotora:> al 0 . 1". Al.acenar en 

frascos ambar a temperatura ambiente. 



· f\.EDtO ~MO DE VOGEL 80NER 

Solución A 

Mezclar 10ml de la~ sales de Vogel Boner en 90ml de agua 

dest.i lada. 

Solución B 

Dextrosa 10.0g 

lb.ele agar 7 . 5g 

Agua destilada 400. 0ml 

Esterilizar por separado las soluciones a 121ºc 15 lb de 

presi6n/20 11\inulos. Una esterilizadas se 

as•ptic&menle y se vierten en cajas Petri. 

SOLUCX>N CE HSTDNA EIO"Tf'.IA (Requerimi..,tos minimos) 

Hist.idina 0.0079 

Biotina 0 . 01&?9 

Agua destilada 1001111 

00 



PREPARACION DE LA tvEZCLA S9 

Fracción SQ 

Sol. de MgC1 2 0.4M KCl 1.68M 

Glucosa 6 fosfato 

NADP 

Amortiguador de fosfatos 

0.2M pH~.4 

0.5ml 

0 . 02Jal. 

0.0030g 

O.Oml 

Las cantidades que se presentan son las que · se necesi t.an por 

mililitro. 
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