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RESUMEN

Las mutaciones inducidas por &cido pipemidico, norfloxacina ¥y
4cido nalidixico en cepas de Salmonella typhimuriun hisG4E8,
sugieren la generacidén de radicales libres oxigeno, observandose
este efecto a dosis inferiores a la concentracién minima
inhibitoria C(MIC). Los radicales libres son una de las principales
causas enddgenas de dafo al DNA, por lo que se utilizaron dos
antioxidantes, el oa-tocoferol y el (3-caroteno, para reducir el
riesgo de dafio genotéxico producido por gquinolonas, sin que se

altere su accidén bactericida.

El preparado farmacéutico de la vitamina E al 50% en forma de
acetato de a-tocoferol, a una concentracién de 4 mg equivalente a
2 U.I. no presentd efectos téxicos ni mutagénicos para la cepa S.
typhimurium TA102, sin embarge tampoco fue capaz de inhibir el
efecto mutagénico del acido pipemidice y la norfloxacina, debido a
que el acetato unido al grupo fendlico del a-~tocofercl impide su

accidn como antioxidante.

El pf-caroteno al 30%, en una concentracién equivalente a 1600
U.I., no presenté efectos téxicos ni mutagénicos en la cepa S.
typhimuriun TA102, con esta dosis se inhibid el efecto mutagénico
de la norfloxacina y el Acido nalidixico, mientras gue el efecto

mutagénico del Acido pipemidico fue inhibido con 800 U.I.

1600 U.I. de f3-caroteno no alteraron el efecto terapéutico in
vitro, de las tires quinolonas estudiadas con la técnica de
dilucidén en placa de agar para 20 cepas de Escherichia coli y la
cepa 5. typhimuriun TA102. Estos datos sugieren que las quinolonas
a2 dosis inferiores a la terapéutica, generan radicales libres
oxigeno que son capturados por el fi~caroteno, también se observa

que este efecto antimutagénico no afecta el mecanismo bactericida,

'+« inhibidor de las topoisomerasas, de quinolonas.



INTRODUCCION

En trabajos anteriores, realizados en este hospital, se demostré
que las quinolonas Cacido pipemidico y norfloxacinal) y sus
metabolitos, son capaces de inducir transversiones A-T en cepas de
S5 typhimuriun, a dosis 100 y 1000 veces menores gque la
concetracién minima inhibitoria de los antibidéticos estudiados. Se
ha planteado la hipdtesis de que el mecanismo por el cual estos
medicamentos indujeron mutaciones puntuales en S. typhimurium
TA102 ¥ TA104 es por la formacidn de radicales libres. El
alfa tocoferol y beta caroteno, se han empleado como compuestos
antioxidantes utiles, capaces de inhibir la actividad mutagénica
de los radicales libres. En el presente trabajo se desea estudiar
el efecto de estos antioxidantes, que se encuentran frecuentemente
en los alimentos, para inhibir la actividad mutagénica de las
quinolonas estudiadas, asi como del &4cido nalidixico, empleado
como farmaco de primera eleccidn en infecciones de vias
urinarias empleando pruebas bacterianas, como la prueba de
Salmonella typhimuriun de Ames. Paralelamente, se determinarid si
el efecto terapéutico de éstos medicamentos, no es alterado con el
uso simultaneo de alfa tocoferol y beta caroteno. El fin de este
trabajo, es dar una alternativa para la disminucidén del riesgo de
mutagénesis en pacientes que requieran el tratamiento con

quinolonas.

PALABRAS CLAVE.

radicales libres de oxigeno, quinolonas, antimutagénesis,

antioxidantes.



ANTECEDENTES

QUINOLONAS.

Las enfermedades infecciosas son el principal problema de salud
en México. Dentro de éstas, las infecciones urinarias ocupan el
tercer lugar de incidencia representando un problema de salud
importante. Este hecho ha propiciado un uso indiscriminado de
antibidéticos, lo cual ha generado problemas de resistencia en
cepas bacterianas, éste problema ha hecho que se incremente el uso
de medicamentos opcionales a los antibiéticos de primera eleccidn
ante los cuales la resistencia bacteriana sea menor, comoc es el

grupo de las quinolonas.

Las quinolonas son antibidticos wutilizados ampliamente para
combatir infecciones de wvias wurinarias, infecciones de vias
respiratorias bajas, sinusitis, infecciones de la piel y tejidos
blandos, infecciones gastrointestinales como salmonelosis,
infecciones del Sistema Nervioso Central, otitis y meningitis
(Gendrel et al 1993, Ikeda y Tokasaka 1991). Algunas quinoclonas
utilizadas en México y Estados Unidos son; 4&cido pipemidico,
norflexacina, ciprofloxacina, enoxacina, pefloxacina, rosoxacina,
ofloxacina y 4cido nalidixico; sin embargo, en México, solamente
el Acido nalidixico, la norfloxacina y el &4cido pipemidice son

utilizados dentro de cuadro basico del sector salud.

Pino et al. en 1991, reportaron que las quinolonas pueden
producir intercambio de cromatides hermanas, aberraciones
cromosémicas ¥y rearreglos cromosédmicos. La ciprofloxacina vy

enoxacina fueron mutagénicas en la cepa TA102 y en S. typhimurium
TA92 (hisG46 wurB+ pKmi01> (Clerch y Lagostera 1992). Estudios
realizados anteriormente en éste laboratorio, han mostrado que 1la
norfloxacina y 4cido pipemidico, no produjeron mutaciones por
substitucién de bases en las cepas de Salmonella typhimurium TA100



ChisG4E uvrB- pKmiC1>, ni en la cepa UHTB414 (hisG46 wurB+ pKmiO12
sin embargo se mostré la actividad mutagénica de los metabolitos,
de estos compuestos inducidos in witre, en las cepas de S,
typhimurium TA102 ChisG428, pkmi0O!l pQI> y S. thphimurium TA104
ChisG428, wvurB- pKmi0fi, pAQf> CArriaga Alba et. al. 1894, Barron
Moreno 1995). Las cepas TA102 y TA104, fueron disefiladas para la
deteccidén de mutigenos oxidativos, como las quinolonas contienen
grupos quinona o carbonilo, pueden presentar reacciones oxidativas
y ser generadores de radicales 1libres, 1los cuales no eran
detectados por las cepas cuyos puntos sensibles estian en sitios
GC, como es el caso de cepas con mutaciones htisG46 (TA1002>, Levin
et, al. 1982). Consecuentemente, se ha concluido que es necesario
valorar mejor la formacidén de radicales libres entre los productos

metabdélicos de Acido pipemidico y Norfloxacina.

Se ha determinadc que los radicales libres de oxigeno, producen
principalmente mutaciones por transversién CG--AT, que son
facilmente detectadas por S. typhimuriun TA102. Los dafios
genéticos producidos per radicales libres de oxigeno y otras
especies reactivas de oxigeno como hidréxilo, superdéxido,
hidroperdéxido, radicales oxhidrilo, se han asociado con diferentes
enfermedades en el humano, destacando el envejecimiento celular,
el cancer, isquemia, demencia senil, y Parkinson ( Chanarat 199g,
Feig et, al. 1994).

Estos productos reactivos del oxfigeno, son la principal causa
enddgena de induccién de mutaciones, teniendo como consecuencia
las enfermedades ya mencionadas (Feig et. al. 1994). Debido a que
éstos se producen en los procesos metabdlicos normalés, se han
planteado diversos trabajos para encontrar alternativas para
reducir el dafio bioldégico, causado por los radicales libres de

oxigeno, buscando componentes que se encuentran normalmente en la
dieta.



ANTIMUTAGENESI S.

Los antimutigencs son compuestos quimicos & élemntos que
reducen la frecuencia de mutacidn espontidnea o inducida en
sistemas de prueba genotéxica de corta duracidn. Sin embargo, en
el estudio del fendmeno de antimutagénesis in wvitro, debera
tenerse la precaucidén de diferenciar la antimutagénesis verdadera
de la reduccién de las revertantes observadas por muerte celular.
(Clark y Shankel 1975). Se a planteado que los antimutiagenos
quimicos, son una forma natural para reducir el riesgo de 1la

exposicién a los numerosos compuestos quimicos que hay en la

naturaleza CAmes 1985).

Los compuestos antimutagénicos, han sido subdivididos en dos
grupos principales, de acuerdo a su mecanismo de accidn:
Desmutédgenos y Antimutigenos verdaderos ¢ biomutiagenos. Se
consideran como desmutigenos aquellos que adsorben el mutiageno
quimico, inhiben la conversién de un pre-mutiageno a un mutéageno, o
reaccionan con la forma activa del mutigeno, impidiendo que este
llegu® a su blanco, el DNA. El grupo de Biomutigenos, comprende
compuestos que promueven los mecanismos de reparacidén libres de
error e inhiben el mecanismo de reparacidén SOS propenso a error ©
que incrementa la fidelidad de la DNA polimerasa. (Kada et al
1986).

En base a diferentes estudios epidemiolégicos, se ha planteado
que los compuestos antimutagénicos pueden ser anticarcinogénicos,
ya que se cuenta con datos que asocian una correlacidén directa de
dieta y cancer C(Ames 1983). En efecto, la mayor distribucién de
anticarcindgenos conocidos, son compuestos que pueden encontrarse
en la dieta, asi se ha demostrado que una dieta rica en vegetales
como col, frijol y brocoli, se asocla a una incidencia baja de
canceres del tracto digestivo (Yavelow et., al. 1982, 1983). Otros
compuestos anticarcinogénicos importantes en la dieta, son
aquellos que son capaces de atrapar radicales libres de oxigeno,
como o—~tocoferol, [3-carotenos, clorofila, retinoles y flavonas,
pueden reducir la actividad mutagénica de algunos compuestos en

fscherichia coli y Salmonella typhimurium, habiéndose demostrado

5



gque también pueden interferir con el proceso de induccidén de
carcinogénesis en animales de laboratoric (Baird y Birbaun 1979,
Boutwell 1983, Ong 1986, Sani et, al. 1984, Verna et., al. 1879,
Wattenberg y Leong 1970).0tros estudios realizados en humanos
mostraron que con la administracién de 100 000 Ul/semana de
vitamina A (f3-caroteno), se logré disminuir la induccidén de
micronticleos epiteliales en personas con el habito de mascar

tabacosbetel (Stich 1985).

Las quinonas son compuestos que pueden originar radicales libres
de oxigeno, capaces de inducir rompimientos Y perdidas
cromosémicas. Empleando wuna linea celular con actividad de
prostaglandina H sintetasa, en presencia de &cido araquiddnico, se
demostré la generacidn de radicales libres a partir de
hidroquinona, capaces de producir micronucleos. Este efecto
mutagénico pudo ser inhibido con catalasa y glutation, Cun
compuesto antioxidanted, que se encuentra frecuentemente en

semillas de frijol. (Dobo y Eastmond 1994).

PRUEBA DE AMES

La prueba de mutagénesis en Salmonella typhimurium, desarrollada
por el Dr. Bruce N. Ames, ha sido muy utilizada para detectar el
efecto mutagénico de una amplia variedad de sustancias presentes
en nuestro medic ambiente. La prueba consta de varias cepas de
Salmonella ityphimuriun con diferentes mutaciones en el operdn
histidina, que les confiere auxotrofia a la histidina, estas cepas
pueden ser revertidas a su fenotipo original Chis™ por la accidn
de un gran ndmero de compuestos mutagénicos Yy posibles
carcindgenos que actuan por diversos mecanismos.lLa prueba de Ames
ha sido mejorada adicionando un homogenado de higado de rata a la
suspensién bacteriana como una aproximacién del metabolismo de
mamiferos. Con este sistema, mis del 80% de los carcindgenos

quimicos probados han sido detectados como mutigenos (Levin vy



Ames 1986, Maron y Ames 1883).

Para ensayos de mutagénesis rutinarios se recomienda el uso de
las cepas TA97, TA98, TA100, TA1535, TA1538 y TA102. Las cepas
TA1535 y TA100 séleo pueden ser revertidas por mutigenos que actuan
a nivel de substitucién de bases en el par GC, mientras que, las
cepas TA97, TA98 y TA1538, cuyos puntos sensibles también se
encuentran en pares GC, son revertidas a su fenotipo original por

corrimiento de formato (Maron y Ames 1983)

Entre las clases de carcindgenos que no son detectados por estas
cepas se encuentran los quimicos oxidativos, estas sustancias
mediante la generacién de radicales libres, se encuentran entre
los principales mut£genos que pueden inducir el desarrollo del

cancer y envejecimiento celular (Ames 1983, Levin et. al. 1984).

La cepa TA102 tiene la capacidad para detectar estos mutigenos
oxidativos debido a que, a diferencia de las otras cepas prueba,
presenta un par de bases AT en el lugar de la mutacidén ocre, que
la hace mas sensible a este tipo de mutigenos, ademi&s la mutacidén
ocre ChisG4282 se encuentra localizada en un plasmido multicopia
CpAQ1)> que da como resultado que cada bacteria posea cerca de 30
copias del gen mutante disponibles para su reversidn, el plasmido
también porta un marcador de resistencia a tetraciclina. Esta cepa
cuenta con un sistema de reparacidén por excisidn completamente
funcional (Levin et. al. 1982).

Como todas las cepas de Ames wutilizadas para ensayos de
mutagénesis rutinario, TA102 tiene una mutacidén rfa que causa la
perdida de la barrera de lipopolisaciridos que cubre la superficie
de la bacteria e incrementa la permeabilidad a moléculas como el
cristal violeta que no penetra normalmente la pared celular. Al
igual que las cepas TA97, TA98 y TA100, la cepa TAi02 lleva el
plasmido pKM101 que contiene los genes wnuB y wunuC que promueben
el mecanismo de reparacién propense a error, este plasmido
contiene un marcador de resistencia a ampicilina C(Levin et, al.

1982, HMaron y Ames 1983)D.



La cepa TAl102 puede ser revertida a su fenotipo original mediante
transiciones (TA-CG), transversiones (TA-AT) y pequefias delecicnes
de 3 a 6 pares de bases que remueven parte o todo el triplete ocre
C(Levin et. al. 1984).

Existe otra cepa que también posee la mutacidn hisG4c8 TA104,
pero a diferencia de TA102, la mutacidén se encuentra sobre el
cromosoma Yy posee una delecidén desde el gen bio al galC,
incluyendo wvurE en el minuto 18 del cromosoma, por lo que es
incapaz de efectuar correctamente la reparacién por excisidén. La
cepa TA104, también es revertida mediante mutaciones por
substitucién de bases en el par AT, pero a diferencia de la cepa
TA102 es miAs sensible a los compuestos quimicos ¥y no permite
valorar diferentes concentraciones de los compuestos problema

(Levin et, al. 1982).

Aunque se ha encontrado, en un estudio sobre la respuesta
mutagénica de TA102 realizadd en tres laboratorios, que TA102
posee una reversidn espontinea e inducida inestable, lo que puede
ser el reflejo de variaciones en el numero de copias del plasmido
pAQl por célula bacteriana (Jung et, al. 1992), en otro estudio en
el que participaron 13 laboratorios, se encontré que con excepcién
de un laboratorio el conteo de revertantes espontianeas e inducidas
con mitomicina C y bleomicina se encuentra dentro de los valores
publicados por Maron y Ames, mencionando que la cepa es util para
ensayos de mutagénesis siempre que se mantenga un estricto control

en la preparacién de los cultivos stock originales de la cepa
(Watanabe et,al. 1995).



VITAMINA A B-CAROTENO

Los carotenos se encuentran ampliamente distribuideos en los
cloroplastos de las células de todas las plantas verdes, estas
moléculas son a menudo los pigmentos dominantes en las flores y
frutos, en las hojas su presencia estid generalmente enmascarada
por la mayor abundancia de las clorofilas. Se conocen cuatro tipos
de carotenoides: o,(3, ¥, ¥y &é. De estos el mas abundante es el
fi=Caroteno (Curtis 1002).

El [f-caroteno, es wuna sustancia oleosa, insoluble en agua,
4cidos y 4&lcalis, pero soluble en sulfuro de carbono, benceno y
cloroformo. En é&ter, éter del petrdleo, aceites y grasas su
solubilidad es moderada y escasa en metanol y alcohol. Tiene un
punto de fusidn de 181—1880C, y forma cristales fAlcilmente. E1
color de las soluciones diluidas en la mayor parte de los
disolventes, es amarillo, mientras que las mis concentradas son de

color rojo intenso. (Fritz 1950, Karrer y Juker 1950).

Su molécula tiene un peso molecular de 536.85 y consta de una
cadena poliisoprencide con dobles enlaces conjugados, en la que la
ordenacién 'cabeza-cola'" de las unidades isopreno, se halla
caraterlsticamente invertida en el centro de la molécula, cada
extremo de la cadena posee un anillo de ciclohexeno sustituido
insaturado. (Lehninger 1983) Su caricter quimico de hidrocarburo
no saturado se pone de manifiesto por el blanqueamiento gradual
del caroteno, a medida que los cristales absorben el oxigeno del
aire. Estas moléculas se oxidan ficilmente perdiendo su actividad

de vitamina A.

En la industria alimenticia se utiliza como agente colorante
amarillo, especialmente en alimentos deshidratados. Se almacena en
lugares bien cerrados, protejidos de la luz y a bajas temperaturas

-z5 “c. Los cristales comerciales de [3-Caroteno tienen una



actividad de vitamina A de 1.67 millones de unidades por gramo
USP. La Unidad Internaciconal U.I. de 0.6 ug de [3-Caroteno es casi

exactamente iqual a 0.3 ug de vitamina A.(Lawrence 19390).

En las plantas el (3-Caroteno es un pigmento, cuyos colores van
del rojo al amarillo. Absorben la luz con mayor intensidad en la
region azul del espectro visible. La energia absorbida tiene que
transmitirse como energia de excitacién a las moléculas de
clorofila, antes de que pueda utilizarse para la fotosintesis. En
el cuerpo de los animales es el precursor de la vitamina A. MNingun
animal es capaz de sintetizar carotenocides, por lo que estos deben
ser tomados en su dieta. Por s{ mismo, el [3-Caroteno no tiene
actividad intrinseca de wvitamina A, su molécula sim&trica se
escinde por el centro, mediante reacciones enzimaticas que se
llevan a cabo en el higado y principalmente en la mucosa
intestinal, para dar origen a dos moléculas de vitamina A.

CCurtis 1992, Lehninger 1983, White 1970).

La fuente principal de (-Caroteno en la naturaleza son las
plantas, pero se puede encontrar en el reino animal en el tejido
graso, higado y rifién de mamiferos, en el cuerpo luteum de vacas y
ovejas, en la leche y la placenta humana, en los huevos de peces y

en el tegumento de insectos (Fritz 1950).

La dosis diaria recomendada para el ser humano es de 40 U.I. de
3=Caroteno, la dosis terapéutica para mejorar deficiencias de
vitamina A, en tratamientos de corta duracién es de S000 U.I. de

vitamina A (Krause 1970).
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ViTaMiNA E a~TOCOFEROL

Los tocoferoles son un grupo de sustancias liposolubles,
derivadas del germen de trigo u obtenidas por sintesis, que poseen
las propiedades de la vitamina E. Se conocen cuatro tipos de
tocoferol: o,3,» ¥y &, de los cuales, el «o-Tocoferol es el mas

abundante y activo. (Krause 1970, Lawrence 1990, Rodwell 1973).

Su molécula tiene un peso molecular de 430.69 y comprende un
nucleo trimetilado y una cadena poliisoprénica. Se presenta como
un liquido viscoso amarillo, inodoro e insoluble en agua con una
densidad de 0.950 y un punto de ebullicidédn de 200°c. Es soluble
en solventes organicos como alcohol, acetona, cloroformo, éter,
benceno, aceites y otros solventes grasos. En ausencia de oxigeno
es estable al calor, los 4lcalis y no es afectado por &4cidos a
temperaturas mayores de 100°C. Sin embargo es falcilmente oxidado
por el oxigeno atmosférico. La oxidacién es acelerada por la
exposicién a la luz, especialmente a la luz U.V. calor, 4Alcalis
y sales de hierro y cobre. No precipita con digitinona. (Lawrence

1990, Lehninger 1983, Merck Index 1983, Rodwell 1973).

Las fuentes principales son los alimentos de origen vegetal, el
aceite de germen de trigo es la fuente mis rica, pero también lo
contienen el maiz, semillas de girasol, alfalfa, lechuga, aceites
de soya , frijol, maiz y semilla de algoddn, en las nueces, asi
como en las fuentes de origen animal como yema de huevo, grasa de
la leche, mantequilla, manteca, ¥ la carne especialmente en el
higado. También es producido sintéticamente Ckerschner 1984,
Krause 1970, Rodwell 1973).

Como los componentes de la vitamina E son insolubles en agua,
permanecen de una manera estable en los alimentos cocinados en
general y son absorbidos en el intestino en presencia de sales
biliares y grasas. Se depositan en diversos tejidos como, el
higado, musculos, hipdfisis, placenta , gbnadas y especialmente en

el tejido adiposo. Su requerimiento diario ha sido calculado en 10
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a 30 mg para el adulto y depende al parecer, del contenido de la
dieta en Acidos grasos no saturados (Krause 1970, Lawrence 1980,
Rodwell 1973).

El a~Tocoferol es un antioxidante efectivo, en los alimentos
previene la peroxidacidén de 4cidos grasos poliinsaturados, en el
intestino aumenta la actividad de la vitamina A, evitando su
oxidacién intestinal. A nivel celular, protege a los acidos grasos
poliinsaturados, presentes en los lipidos de las membranas
celulares y subcelulares, contra el deterioro ocasionado por el
oxigeno, eliminando los radicales libres que contienen oxigeno,
evitando asi{ su polimerizacién y como consecuencia el desarrollo
de una estructuctura celular anormal con alteraciones en su
funcién. También aumenta la carga lipidica de la sangre y la
leche. La capacidad de la vitamina E para evitar esta destruccidn
ha llevado a sugerir que tal vez sea de utilidad para prevenir
alteraciones relacionadas con la destruccién de radicales libres,
como algunas formas de carcinogénesis (Fisher vy Bender 1972,

Krause 1970, Lawrence 1990, Rodwell 1973).

La utilidad de la vitamina E para aliviar molestias de la fiebre
reumadtica, la distrofia muscular, los trastornos menstruales, las
toxemias gravidicas, el aborto espontaneo, 1la fibrositis y 1la
esterilidad, no han sido confirmados en el ser humano. En el
hombre es necesaria para la proteccién de la integridad vascular,
la secrecidén glandular y la elasticidad de 1los midsculos. Su
ausencia prolongada en la dieta de animales de laboratorio, causa
distrofia muscul ar, insuficiencia del poder reproductor,
artereosclerosis y diabetes mellitus CMerck Index 1983, Rodwell
19730.

Se administra en forma de acetato di~2-tocoferol, en dosis de 20
a 100 mg por dia por via oral. Se mide en Unidades
Internacionales, la U.I. de la vitamina E es igual a 1 mg de
standar de acetato dl-a-tocoferol (Krause 1970, Lawrence 1990,
Merck Index 1983).
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Proporcionar una alternativa para disminuir el riesgo de dafio

genotdxico durante el tratamiento con quinolonas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

-Evaluar los efectos téxicos y mutagénicos de a-tocoferol vy

fi—caroteno en S. typhimurium TA102.

~Estudiar si el oa-tocoferol inhibe la induccidén de transversiones
A-T en S. typhimuriwn TA102 inducidas por norfloxacina y &cido
pipemidico.

-Estudiar si el f3-caroteno puede ser un antimutigeno en mutaciones

inducidas por norfloxacina, &cido pipemidico y &cido nalidixico.

-Empleando 4cido nalidixico, una quinolona generadora de radicales
libres, demostrar que los antimutigenos estudiados pueden actuar

como antioxidantes de radicales libres generados por gquinolonas.

-Evaluar que la actividad antimutidgenica de estas vitaminas no
disminuya la actividad bactericida in vitro de norfloxacina, &cido

pipemidico y Acido nalidixico.
-Determinar si los metabolitos de las wvitaminas antioxidantes

generados in vitro pueden interferir con la actividad bactericida

de los antibidéticos
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HIPOTESIS DE TRABAJO. -

Las mutaciones que el &cido pipemidico y la norfloxacina inducen
en las cepas de S. typhimuriun TA102, se atribuyen a la generaciodn
de radicales libres, por lo tanto, antioxidantes como el
3-caroteno y el a-tocoferol deben ser capaces de contrarrestar sus

efectos mutagénicos.

MATERIAL YMETGDO.

REACTIVOS.

El &cido pipemidico ¥y 1la norfloxacina fueron donados por
Aplicacidnes Farmacéuticas. El 4cido nalidixico fue donado por
Laboratorios Winthrop. El (3-caroteno al 30% y el o~tocoferol al
50% fueron donados por Productos Roche S.A. de C.V. El homogenado
de higado de rata inducido con aroclor 1254 fue adquirido de
Molecular Toxicology Inc. El aceite mineral de parafina, NADP,
G6P, Mitomicina C, 2 aminoantraceno, fueron adquiridos de Sigma
Chemical Company. La dextrosa y el DMSO fueron adquiridos de J.T.
Baker. El agar bacteriolégico y el agar de Mueller-Hinton fueron
adquiridos de DIBTCO.

CEPA BACTERI ANA.

La cepa que se utilizd en los ensayos de sobrevida, mutagénesis
y antimutagénesis fue Salmonella typhimuriuwn TAL102 C(his4Zs,
pKM101, pAQI, rfad, donada por el Dr. Bruce Ames del departamento
de Bioquimica de la Universisdad de Berkeley, California U.S.A.
CA94720. Esta cepa se ha mantenido en criotubos C(con 100 ul de
DMSO por 1 ml de cultivo en fase estacionaria) congelado a —?SOC,
en un ultracongelador (VYWR Scientific modelo A8514 C-0-S) del
Laboratorio de Microbiologia del Hospital Juirez de México.
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CULTIVOS DE RESERYA

Una asada del cultivo microbiano congelado, fue transferida a un
tubo de ensaye (16 x 150) con tapén de rosca con 5 ml de caldo
nutritivo y se incubdé en un bafic Maria con agitacidén a 120 rpm.
durante 18h. a 37°C. Posteriormente se verificaron los marcadores
genéticos de la cepa , en el cultivo microbiano y se sembré por
medio de estrias en una caja petri con medio minimo de Vogel-Boner
con exceso de histidina (0.1 M) y biotina (0.5 mM) y ampicilina
(8mgs/ml en NaOH 0.02N) (ver apéndice 1), de acuerdo a las
recomendaciones de Maron y Ames, 1983. Finalmente la caja petri
con el cultivo de reserva se incubé durante 24h. a 37°C y se

almacend en refrigeracidén a A-C;

Los cultivos microbianos de la cepa, usados en los ensayos de
sobrevida, mutagénesis y antimutagénesis, se hicieron de la caja
petri con el cultivo de reserva almacenado a 47, De esta
manera, se evitdé la manipulacidédn de los cultivos congelados de la
cepa de Ames por un periodo de 4 a 5 semanas y se acortd el tiempo

de incubacidn de los cultivos microbianos a 16h.

Finalizando el periodo de 4 a 5 semanas, la caja petri con el
cultivo de reserva fue desechada y todo el procedimiento se
repitid desde el principio, con el fin de mantener un buen control

de calidad de los marcadores genéticos de la cepa.

CONFIRMACION DEL GENOTIPO DE Salmonella typhimurium TA102.

a) REQUERIMIENTO DE HISTIDINA. Se inoculd la cepa en caldo
nutritivo y se incubd 18h. a 37°%c 120 rpm. Posteriormente se
sembré la cepa, por medio de estrias, en una caja petri con medio
minimo de Vogel-Boner (ver apéndice I), carente de histidina y se
incubd invertida durante 24h. a 37°C. Lo mismo se hizo sobre medio
minimo complementado con 100 ul de una solucidén histidina-biotina

0.5 mM.Cver apéndice I2. Sélo debe haber crecimiento en el medic
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complementado con histidina.

b) MUTACION rfa. Esta mutacién es una modificacidén en la pared
celular, la cual le confiere mayor permeabilidad, lo que permite
que grandes moléculas, como las del cristal violeta, entren al
interior de la célula. En una caja petri con agar Infusién Cerebro
Corazdédn (BHID, se inoculd 100 ul del cultivo de 18h. de la cepa y
se dejé secar a temperatura ambiente. En el centro de la caja, se
colocd un disco de papel filtro estéril de 0.6 cm y sobre este 10
ul de una solucidén de cristal violeta (imgrsmld). La caja se incubd
durante 18h. a 37°C. Posteriormente la aparicién de una =zZona
clara de inhbicién, aproximadamente de 14 mm, rodeando al disco,

indicd la presencia de la mutacidn rfa.

c) MUTACION wwrB. Las cepas con esta mutacidén presentan una
delecidén en el minuto 18 del cromosoma bacteriano que va del gen
galC al Bio, incluyendo el gen wvrEB, necesario para reconocer
dafios al DNA por el mecanismo de reparacién por escisidén. Las
cepas con esta mutacidn presentan mayor sensibilidad a la luz U.V.
5. typhimurium TA102 no presenta este marcador genético. En una
caja petri con agar BHI, se sembré la cepa, tomada del cultivo de
18h., por medioc de estrias, la mitad de la caja se cubridé con
papel aluminio y se irradié con una lampara germicida de luz U.V.
de 15 W. a una distancia de 33 cm durante 8 segundos. Después se
incubd invertida durante 18h. a S?OC. El crecimiento de la cepa en
la zona irradiada y en la zona no irradiada confirm$ la ausencia

de la mutacidén en la cepa.

d> PRESENCIA DEL PLASMIDO pKM101. Este plismido confiere a la cepa
resistencia a la ampicilina. En una caja petri con BHI, se inoculd
100 pl1 del cultivo de 18h. de la cepa y se dejé secar a
temperatura ambiente. En el centro de la caja se colocd un y disceoe
de papel filtro estéril de 0.6 cm y sobre este 10 ul de una
solucién de ampicilina 8 mgs/ml en NaOH O.02M. Después se incubd la
caja invertida durante 18h. a 370C. La ausencia de una zona clara

de inhibicidén rodeando al disco indicé la presencia del pléasmido
pKM101.
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e) PRESENCIA DEL PLASMIDO pAQI. Este plAsmido confiere a la cepa
resistencia a la tetraciclina. En una caja petri con BHI, se
inoculd 100 pl del cultivo de 18h. de la cepa y se dejdé secar a
temperatura ambiente. En el centreo de la caja se colocéd un disco
de papel filtro estéril de 0.6 cm y sobre este 10 ul de wuna
solucién de tetraciclina 8 mgs/ml en HCl 0.0ZM. Después la caja se
incubé durante 18h. a 37°C. La ausencia de una zona clara de
inhibicidn rodeando al disco, indicd la presencia del

pladsmido (Maron y Ames 1983).

f) FRECUENCIA DE REVERSION ESPONTANEA. En tubos de ensaye (13 x
1003 con tapdén de rosca, con 2 ml de agar suave con requerimientos
minimos de histidina y biotina 0.5 mM Cver apéndice 1), derretido
a 45°C., se inoculd 100 ul del cultivo de 18h.,de la cepa. Los
tubos se agitaron en un vortex (Fisher modelo 12-812), su
contenido se virtidé en cajas petri con medio minimo de VYogel-Boner
Yy se dejé solidificar a temperatura ambiente. Las cajas petri se
incubaron invertidas durante 48h. a 37°C. Después se contéd el
numero de revertantes espontineas en un cuenta colonia (Fisher
Accu-Lite modelo 133-8002). Para la cepa 5. typhimuriun TA102, se

considerd adecuado, un rango de 240 a 320 revertantes por caja

petri, segun Maron y Ames 1983.

ENSAYOS DE SOBREVIDA.

A partir de un cultivo de 16h. de S. typhimurium en caldo
nutritivo se hicieron suspensiones con solucidn salina isotdnica
C(NaCl 0.85%) hasta tener 1 x 10* U.F.C.ml (Unidades Formadoras
de Colonias). Posteriormente, 100 wul de e=z=ta solucidén se
adicionaron a una serie de tubos de ensaye (13 x 1002 con tapdén de
rosca, con 2 ml de agar nutritivo al €0.6%) y 10 ul de una
solucién de f3-caroteno diluido en aceite mineral de parafina o 10
ul de una solucidén de a=tocoferol diluido en DMSO, en
concentraciones decimales crecientes de 0.15 pgscaja a 1500
Hgscaja y de 0.4 ugrscaja a 4000 ugrscaja respectivamente. Como
control negativo se utilizé a la cepa sola, es decir, libre del

efecto de la solucidén antioxidante.
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Los tubos de ensaye con los compuestos fueron agitados por tres
segqundos en un vortex (Fisher modelo 12-812);, su contenido se
virtid en cajas petri con agar BHI, se dej¢ solidificar a
temperatura ambiente y se incubd las cajas invertidas durante 24h.

(]
a 37 C.

Finalmente se conté el numero de U.F.C.~-/caja mediante un cuenta
colonias (Fisher Accu-Lite modelo 133-8002) y se determind el
porcentaje de sobrevida en base al numero de U.F.C. obtenido en la
caja petri control (100%).

PREPARACION DE MEZCLA =9

La mezcla S9 se prepard disolviendo 26 mg de NADP, 60 mg de
Glucosa 6 fosfate, 18 ml de un buffer de fosfatos 0.2 M pH 7.4 ¥y
200ul de una solucidén de cloruros (KCl 1.65 M + MgClZ2 0.4 M). La
mezcla se esteriliza por filtracién a través de una membrana
milipore con porc de 45um. Posteriormente, en condiciones asépticas
se adicionaron 2 ml de una solucidén de higado de rata inducido
con Aroclor-1254. La mezcla S99, empleada para ensayos de
mutagénesis y antimutagénesis se trabaja manteniendo todo el

ensayo introducido en una bandeja con hielos.

ENSAYO DE MUTAGENESIS CON EL METODO DE AMES.

En una serie de tubos de ensaye (13 x 1002 con tapén de rosca,
se adiciond por tubo, 100 pl de un cultivo de 16h. de la cepa (1
* 107), 500 pl de mezcla S9 C(ver anexo) y 10 ul de una solucidn de
f3-caroteno diluido en aceite mineral de parafina o 10 ul de una
solucién de oa-tocoferol diluido en DMSO, en concentraciones

crecientes de 15 pgrscaja a 1500 ugscaja y de 40 ugrscaja a 4000

ug-scaja respectivamente.
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Los tubos de ensaye con los compuestos se incubaron en un bafic
Marfia con agitacidén a 120 rpm durante 1h. a 7 Después se
agregd a cada tubo 2 ml de agar suave, con requerimientos minimos
de histidina y biotina (0.5 mM), derretido a 450C., se agitaron
por tres segundos en un vortex (Fisher modelo 12-812) y se
virtieron en cajas petri con medio minimo de Vogel-Boner, el
contenido de las cajas se dejé solidificar a temperatura ambiente
y se incubaron invertidas durante 48h. a 37°C. Finalmente se conté
el numero de revertantes histidina + en un cuenta colonias (Fisher

Accu-Lite modelo 133-8002).

Para cada experimento se incluyé como control a la cepa libre de
compuestos, como controles negativos la cepa con mezcla S9 y la
cepa con cada uno de los solventes usados para las soluciones
antioxidantes. En los controles positivos se wusaron mutigenos
conocidos (Mitomicina C ¥y 2=aminoantraceno), de acuerdo a las

recomendaciones de Maron y Ames, 1983.

Se consideré al compuesto como mutagénico si fue capaz de
inducir el doble de las revertantes espontineas de la cepa y si

incrementada la dosis pudo graficarse una curva dosis respuesta.

ENSAYO DE ANTIMUTAGENESIS CON EL METODO DE AMES.

En una serie de tubos de ensaye (13 x 100) con tapdn de rosca,
se adiciond por tubo, 100 ul de un cultivo de 16h. de la cepa, 10
ul de una solucién de Acido pipemidico ¢ 10 ul de una solucién de
norfloxina ¢ 10 ul de una solucidédn de 4dcido nalidixico, cada una
diluida con NaOH 0.001N, en concentraciones crecientes de 3.5 a
700 pgrscaja, de 0.035 a 700 upugrscaja y de 0.01 a 100 ugrscaja
respectivamente, 500 ul de mezcla S9 y 10 ul de wuna solucidén de
fi—caroteno diluido en aceite mineral de parafina & 10 ul de una
solucidén de a-tocoferol diluido en DMSO, en concentraciones
crecientes de 150 pgrscaja a 3000 ugscaja y de 400 a 4000 ugrscaja

respectivamente.
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Los tubos de ensaye con los compuesteos se incubaron en un bafio
Maria con agitacidén a 12C rpm durante 1h. a 37%. Después se
agregd a cada tubo 2 ml de agar suave, con requerimientos minimcs
de histidina y biotina (0.5 mM), derretido a 450C.,se agitaron por
tres segundos en un vortex (Fisher modelo 12-812) y se virtieron
en cajas petri con medio minimo de Vogel-Boner, el contenido de
las cajas petri se dejé solidificar a temperatura ambiente y se
incubaron invertidas durante 48h. a 37°C. Finalmente se conté el

numero de revertantes histidina + en un cuenta colonias.

En cada experimento se incluyd como control a la cepa libre de
compuestos, los controles negativos fueron la cepa con mezcla
S9 y la cepa con cada uno de los solventes utilizados en las
soluciones de antibidticos y en las soluciones antioxidantes. Para
los controles positivos se usaron mutigenos conocidos C(Mitomicina

C y 2-aminoantraceno) recomendados por Maron y Ames, 1983.

Se considerd al compuesto como antimutagénico si fue capaz de
reducir el numero de revertantes inducidas por el farmaco

estudiado a las obtenidas en el control negativo.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (M.I.C.D

La concentracidén minima inhibitoria se realizdé con la técnica de

dilucidén en placa de agar, segun lo recomendado por (Waitz 19902

a) PREFPARACION DE LAS CAJAS PETRI.

En una serie de tubos de ensaye (i3 x 100) con tapédn de rosca,
se agregd por tubo, 10 pyl de una solucidn de Acido pipemidico & 10
pul de una solucién de norfloxacina ¢ 10 pul de una solucién de
Acido nalidixico, cada una diluida con NaOH 0.001N, en
concentraciones crecientes de 0.7 ugsml a 700 upg-ml, de O.CO07
ugsml a 700 pugsml y de 0.0015 upugsml a 150 ug-ml respectivamente,
S00 pl de mezcla S9 y 10 pl de una solucién de f3-carotenoc diluido
en aceite mineral de parafina, en concentraciones crecientes de 15

Hgs/ml a 300 ugeoml.



El contenido de los tubcs se llevd a 1 ml con Buffer de fosfato
pH 7.4, se agitaron manualmente y se virtieron en cajas petri, a
las que se les adiciond 9 ml de agar Mueller Hinton , derretido a
45°C. Las cajas se agitaron manualmente, con movimientos
circulares, para mezclar los componentes y se dejaron solidificar
a temperatura ambiente. Como control se utilizaron cajas petri

preparadas en la forma citada pero sin {3-caroteno.
b> ESTUDIO DEL EFECTO BACTERICIDA.

Se estudio el efecto bactericida de los antibidéticos con y sin
f-caroteno para 20 cepas de Escherichia coli uropatdgenas aisladas
de pacientes que acudieron al Laboratorio de Investigacidn
Microbioldégica del Hospital Juarez de México y la cepa de
Salmonella typhimurium TA10Z. De cada una de las cepas
bacterianas se hizo un cultivo de 16h. en caldeo nutritivo, del
cual se hicieron suspensiones con solucidn salina isotdnica C(NaCl
0.85%) hasta tener 1 x 105 U.F.C. 7ml. Posteriormente, con una
micropipeta clinipette se agregd, por caja petri, 10 ul de cada
uno de los 21 cultivos bacterianos. Los inoculos se colocaron en
hileras sobre la superficie del agar separados unos de otros por
una distancia de 4 a Smm, se esperd hasta gque secaron a
temperatura ambiente y se incubaron las cajas invertidas durante
18h. a B?OC. Después se observd la presencia o ausencia de

crecimiento bacteriano en los inoculos.

Finalmente se calculdé el porcentaje de cepas resistentes vy
sensibles que presentd cada una de las cajas petri con las
diferentes dosis de los medicamentos, en presencia y ausencia del
fi—carotenn, para determinar su efecto sobre la accidén bactericida

de los medicamentos.
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RESULTADOS.

TOXICIDAD DE B-CAROTENO Y ALFA TOCOFEROL

Al inicio de este estudio, con el fin de conocer el efecto
téxico del B-caroteno y a-tocoferol, se realizaron ensayos de
sobrevida, en los que se observd que las dosis mas altas
estudiadas de los antioxidantes, {3-caroteno 1500 ugrscaja Ctabla #
1) y a-tocoferol 4000 pugrscaja (Ctabla # 22, no tuvieron efectos

téxicos en la cepa S. typhimurium. TA102.

EFECTO MUTAGENICO DE BETA CAROTENO Y ALFA TOCOFEROL.

Una vez descartado el posible efecto téxico de estas sustancias
se realizaron ensayos de mutagénesis (figura # 1), en los gue se
comprobd que el (3-caroteno y el a-tocofercl no presentaron efectos
mut agénicos sobre la cepa en estudio, con las mismas

concentraciones utilizadas en los ensayos de sobrevida.

EFECTO ANTIMUTAGENICO DE ALFA TOCOFEROL.

En cuanto se comprobdé que el f3-caroteno y el a-tocoferol no
fueron tdéxicos o mutagénicos para la cepa de S. typhimuriun TA102Z,
se procedid a trabajar estas sustancias en ensayos de

antimutagénesis.

Los resultados obtenidos en estos ensayos de antimutagénesis con
a-tocoferol, mostraron que dosis entre 40 y 4000 ug-scaja no fueron
capaces de disminuir el efecto mutagénico inducido por 1la
norfloxacina como se observa en la figura # 3, ni el efecto
mutagénico inducido por el Acido pipemidico, como se observa en la
figura # 2, en la cepa. Por tal motivo el a-tocoferol de la marca
Roche no se utilizd en este trabajo para realizar estudios de MIC

o como antimutigeno en Acido nalidixico.
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TABLA 1

PRUEBA DE SOBREVIDA EN Salmonella typhimuriun TA102 CON [3-CAROTENO

COMFUESTO EN UFCrsCATJA % DE SOBREVIDA
HgsCATA
0.0 g43 100.0

10 pl DE ACEITE MINERAL

DE PARAFINA g19 a7.4
3-CAROTENO

0.15 g16 a7.1

1.5 906 g96.1

18.0 a44 100.1

150.0 906 96.1

1500.0 863 91.4

Cada dato representa el promedio de nueve cajas efectuadas

en tres ensayos diferentes,

a3



TABLA 2

PRUEBA DE SOBREVIDA EN S. typhtimurtum TA102 CON a~TOCOFEROL

COMPUESTO EN UFC-/CAJA % DE SOBREVIDA
ug/CAJ A
0.0 719 100.0
10 ul DE DMSO 714 gg. 1

a~TOCOFEROL

0.4 726 100.9
4.0 687 95.5
40.0 700 g97.3
400.0 682 94.7
4000.0 7es 100.4

Cada dato representa el promedio de nueve cajas efectuadas

en tres ensayos diferentes.
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MUTAGENESIS DE BETA-CAROTENO
Y ALFA-TOCOFEROL

REVERTANTES HISTIDINA +
0
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ug/CAJA.

— beta-caroteno —t+— alfa-tocoferol

FIGURA 1

Estudio del efecto mutagénico de «a-tocoferol Y [3-caroteno en
S. typhimuriun TA102, utilizando el método de preincubacién con
activacidén metabdlica. U.I. Unidades Internacionales (2 U.I. = 4mg
a-tocoferol, 800 U.I. = 1.5mg de (3-caroteno). Reversidén espontanea
de TA102 (509) Revertantes Histidina . Controles positivos:
Mitomicina C (5736), 2-aminoantraceno (1822).



ANTIMUTAGENESIS DE ALFA-TOCOFEROL EN MU-
TACIONES INDUCIDAS POR ACIDO PIPEMIDICO

REVERTANTES HISTIDINA +
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FIGURA 2

Efecto antimutagénico de a-tocoferol en mutaciones inducidas por
4cido pipemidico en $. typhimuriun TA102, utilizando el método de
preincubacidén con activacidén metabdlica. ¥ o unidades
internacionales (2 U.I.= 4mg de oa-tocoferol). Reversién espontinea
de TA102 (5917 Revertantes Histidina +., Controles positivos:

Mitomicina C (18946), Z2-aminocantraceno (1822).

—— Mutaciones inducidas con &4cido pipemidico sin a-tocofercol
—t+— Efecto con 0.2 U.I. de a-tocoferol.
—— Efecto con 2 U.I. de a-tocoferol.



ANTIMUTAGENESIS DE ALFA-TOCOFEROL EN
MUTACIONES INDUCIDAS PCR NORFLOXACINA

REVERTANTES HISTIDINA +
2800
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FIGURA 3

Efecto antimutagénico del a-tocoferol en mutaciones inducidas por
norfloxacina en 5. typhimuriun TA102, wutilizando el método de
preincubacidn caon activacidn metabdlica. U.I. unidades
internacionales (2 U.I. = 4mg a-tocoferol). Reversién espontinea
de TA102 (474) Revertantes Histidina *, Controles positivos:
Mitomicina C (8144), 2~-aminocantraceno (4760).

—— Mutaciones inducidas con norfloxacina sin a—-tocoferol.
—+ Efecto con 0.2 U.I. de a-tocoferol.
—#% Efecto con 2 U.I. de a-tocoferol.



EFECTO ANTIMUTAGENICO DE BETA CAROTEMO.

Los resultados obtenidos en ensayos de antimutagénesis con
fi-—caroteno, mostraron que este compuesto fue capaz de inhibir las
mutaciones inducidas por Acido pipemidico en S. typhimuritum TA102
empleando el método de preincubacién con la mezcla SS9, como se

muestra en la figura 4.

Este efecto antimutagénico también se observéd sobre mutaciones
inducidas por norfloxaciné, con el mismo método, como se observa
en la figura S. As{ mismo, estudiando una quinolona previamente
reportada como generadora de radicales libres, 4dcido nalidixico
(De Marini y Lawrence 1992), en este estudio se muestra que el
3-caroteno fue antimutagénico sobre mutaciones inducidas por esta
en la prueba de Ames <(figura 7). El efecto mutagénico de
norfloxacina no pudo ser inhibido por [f-caroteno cuando la

vitamina no fue tratada con la mezcla S9 (figura 6).
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ANTIMUTAGENESIS DE BETA-CAROTENO EN MU-
TACIONES INDUCIBAS POR ACIDO PIPEMIDICO

REVERTANTES HISTIDINA +

) 7 70 700
ug/CAJA
— QUL —+ 80UL —% 800Ul —= 1600 Ul
FIGUERA 4

Efecto antimutagénico del -caroteno en mutaciones inducidas por

4dcido pipemidico en S. typhimuriwn TA102, utilizando el método de

preincubacidn con activacidn metabdlica. U.I. unidades
internacionales (1600 U.I. = 2mg de [B-caroteno). Reversidn
espontanea de TA102 (3613 Revertantes Histidina +, Controles

positivos: Mitomicina C (10849), 2—-aminiantraceno (3398).

Mutaciones inducidas con 4cido pipemidico sin [i-caroteno.

Efecto antimutagénico con 80 U.I. de {3-caroteno.

Efecto antimutagénico con 800 U.I.

¢t 1]

Efecto antimutagénico con 1600 U.I.
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ANTIMUTAGENESIS DE BETA-CAROTENO EN
MUTACIONES INDUCIDAS POR NORFLOXACINA
CON ACTIVACION METABOLICA.

REVERTANTES HISTIDINA +
2000
180C
1600
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1200
1000
800
800
400
200

O I 1 8 x
0.0 0.07 0.7 7.0 70.0 700.0

ug/CAJA.
—— OUL —+ 80OUIL —*— 1600 Ul

FIGURA 5

Efecto antimutagénico del {3-caroteno en mutaciones inducidas por

norfloxacina en S. tvyphimurium TA102, utilizando el metodo de
preincubacidén con activacidn metabdlica. U.I. unidades
internacionales (1600 U.I. = 3mg de [I-caroteno). Reversidén

espontianea de TA102 (401) Revertantes Histidina +, Controles

positivos: Mitomicina C TOXICA, Z-aminoantraceno <C1709).

—— Mutaciones inducidas con norfloxacina sin {i-carocteno.
—t+= Efecto antimutagénico con 800 U.I. de (3-caroteno.
—#— Efecto antimutagénico con 1600 U.I. de fF-caroteno.



ANTIMUTAGENESIS DE BETA-CAROTENO EN
MUTACIONES INDUCIDAS POR NORFLOXACINA
SIN ACTIVACION METABOLICA

REVERTANTES HISTIDINA +
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FIGURA 6

Efecto antimutagénico del [3~caroteno en mutaciones inducidas por

norfloxacina en $. typhimuriun TA102, utilizando el m&todo de
preincubacién sin activacidn metabdélica. U.I. unidades
internacionales (1600 U.I. = 3mg de [I-caroteno). Reversidén
espontidnea de TA102 (357) Revertantes Histidina +, Control

positivo: Mitomicina C (7752).

-+ Mutaciones inducidas con norfloxacina sin [3-caroteno.

—+— Efecto con 1600 U.I. de fB-caroteno.
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ANTIMUTAGENESIS DE BETA-CAROTENO EN MU-
TACIONES INDUCIDAS POR ACIDO NALIDIXICO

REVERTANTES HISTIDINA +

0.0 0.01 0.10 1.0 10.0 100.0
ug/CAJA

— 0O UL —+ 800 UL —¥— 1800 U.I.

FIGURA 7

Efecto antimutagénico del f3-caroteno en mutaciones inducidas por

acido nalidixico en 5. typhimurium TA102, utilizando el m¢todo de

preincubacidn con activacidn metabdlica. U.I. unidade
internacionales (1600 U.I. = 3mg de [i-caroteno). Reversidén
espontanea de TA102 (322) Revertantes Histidina +, Controles

positivos: Mitomicina C (2646), Z2-aminoantraceno (969).

—— Mutaciones inducidas con Acido nalidixico sin [3-caroteno.
—t— Efecto antimutagénico con 800 U.I. de f3~caroteno.

—#— Efecto antimutagénico con 1600 U.I. de f3~carotena.



EFECTO DEL B-CAROTENO EN LA ACCION BACTERICIDA DE ACIDO
PIPEMIDICO, MNORFLOXACINA, Y ACIDO NALIDIXICO.

Comolse muestra en la tabla 2 la concentracién bactericida del
4dcido pipemidico, la norfloxacina y el 4cido nalidixico no wvaridé
en las placas que contenian 200 pugs/ml de (3-caroteno (equivalentes
a 1600 VU.I.)> comparadas con las cajas que no contenfan el

antimutéageno.

En estas pruebas se considerd que el (i-caroteno no interfirid
con el efecto bactericida de los tres antibidéticos, por no estar

presente la mezcla S9.

Por lo que se realizaron pruebas en presencia de mezcla S9. En
estos estudios Ctabla 4) se demostrd que el 4cido pipemidico, la
norfloxacina y el acido nalidixico en presencia de la mezcla 3S9,

mostraron el mismo patron de sensibilidad con o sin {-caroteno
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TABLA 3

EFECTO DEL [3-CAROTENO SOBRE LA ACCIOM BACTERICIDA DE QUINOLONAS
EN AUSENCIA DE MESCLA S9

CONCENTRACION DEL CONCENTRACION DEL % DE % DE
ANTIBIOTICO EN pgsml  (3-CAROTENO EN pgsml  SENSIBLES RESISTENTES

4dcido pipemidico

0.7 (o] 0.0 100.0
0.7 300 0.0 100.0
7.0 (o] 33.4 66. 6
7.0 300 33. 4 66.6
70.0 (o] 33.4 66.6
70.0 300 33.4 66.6
700.0 (o] 100.0 0.0
700.0 300 100.0 0.0
norfloxacina
0. 007 (o] 0.0 100.0
0.007 300 0.0 100.0
0.07 o] 33.4 66. 6
0.07 300 33.4 66. 6
0.7 (o] 33.4 66. 6
0.7 300 33. 4 66. 6
7.0 o} 33.4 66.6
70 300 33.4 66. 6
70.0 (4] 62.0 38.0
70.0 300 62. 0 38.0
700.0 (o] 100.0 0.0
700.0 300 100.0 0.0
dcido nalidixico
0.015 0 0.0 100.0
0.015 300 0.0 100.0
0.15 0 4.8 a5. 2
0.15 300 4.8 as. 2
1.5 (o] 28.6 71.4
1.5 300 28.6 71.4
15.0 o] 33.4 66. 6
i5.0 300 33.4 66.6
150.0 0 38.1 61.9
150.0 300 38.1 61.9

Cada dato representa el promedio de ocho cajas efectuadas en

cuatro ensayos diferentes.



TABLA 4

EFECTO DEL (3-CAROTENO SOBRE LA ACCION BACTERICIDA DE QUINOLONAS
EN PRESENCIA DE MEZCLA =9.

CONCENTRACION DEL CONCENTRACION DEL % DE % DE
ANTIBIOTICO EN pgs/ml  (3~CAROTENO EN pgsml  SENSIBLES RESISTENTES

4dcido pipemidico

0.7 (o] 0.0 100.0
0.7 300 0.0 100.0
7O (o] 33. 4 66.6
7.0 300 33.4 66. 6
70.0 (o) 33. 4 66.6
70.0 300 33.4 66. 6
700.0 (o) 100.0 0.0
700.0 300 100.0 0.0
norfloxacina
0.7 [¢) 33.4 66. 6
0.7 300 33.4 66. 6
Ta D 0 33. 4 66. 6
4 ) 300 33.4 66. 6
70.0 0O 62.0 38.0
70. 300 62.0 38.0
700.0 (o) 100.0 0.0
700.0 300 100.0 0.0
4dcido nalidixico
0.15 o} 33.4 66.6
0.15 300 33.4 66.6
1.5 0 33. 4 66. 6
1.5 300 33.4 66.6
15.0 (0] 33.4 66. 6
15.0 300 33.4 66. 6

150.00100.00.0
150. 03001 00. 00.0

Cada dato representa el promedio de ocho cajas efectuadas en

cuatro ensayos diferentes.



DISCUSION

En trabajos anteriores, se ha reportado que los metabolitos del
4cido pipemidico ¥y la norfloxacina no son capaces de producir
mutaciones puntuales, por corrimiento de formato o por
substitucidén de bases en el par GC, en las cepas de la prueba de
Ames (TAQ98, TA100 y UTH8414D, perc la norfloxacina o sus
metabolitos fueron capaces de inducir mutaciones en las cepas
TA102 y TA104, mientras que los metabolitos de 4cido nalidixico,
generados in vitro en presencia de higado de rata inducida con
aeroclor 1254 fueron mutagénicos para la cepa de Salmonella
tvyphimurium TA102 CArriaga Alba et. al. 1994, Barron Moreno 1995).
También se ha demostrado, que algunas quinolonas coma el Acido
nalidixico y oxoldnico, con estructura similar al 4cido pipemidico
y norfloxacina, son capaces de revertir a la cepa TA102 mediante
transiciones, transversiones y delesiones (Goke 1891). Estas cepas
hisG428 (TA102 y TA104), a diferencia de anteriores hisG46,
detectan mutigenos por substitucién de bases en el par AT., ¥y
fueron disefiadas para la deteccidn de mutigenos oxidativos C(Levin

et, al. 1982).

En el presente trabajo sélo se utilizd la cepa de S. typhimurium
TA102, con el método modificado de preincubacién de la prueba de
Ames, con activacién metabdlica, por que permite detectar el
efecto mutagénico de estas quinolonas a diferentes dosis.
Considerando los resultados antes mencionados, se puede pensar gque
estos antibidticos inducen mutaciones puntuales en el DNA mediante

un mecanismo similar el cual implica la generacién de radicales

libres.

La principal causa enddgena de lesiones en el DNA, son los
radicales libres oxigeno, asi mismo, debido a que 1los compuestos
oxidativos exdgenos pueden producir dafos severos al DNA, CAmes
et. al. 1985, Feig et. al. 1994), se ha hecho necesaria la busqueda

de sustancias que prevengan o disminuyan el dafio ocasionado al DNA
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por especies reactivas de oxigeno. Consecueniemente, en este
trabajo se estudio si 1a actividad mutagénica de las quinolonas;
norfloxacina, A&cido pipemidico y 4&cido nalidixico, puede ser
reducida con componentes antioxidantes que se encuentren

normalmente en la dieta.

El p-caroteno y el a~tocoferol son potentes antioxidantes
CBurton e Ingold 1984, Niki et. al, 1987) utilizados en la industria
alimenticia como preservadores (Lawrence 1890), que de manera
natural se encuentran en muchos alimentos en cantidades minutas,
su funcidén es atrapar radicales libres y se ha reportado que

pueden funcionar como anticarcindgenos CAmes 1883).

La vitamina A, cuyo precursor es el [3-caroteno, puede ser téxica
en concentraciones elevadas por lo tanto, en este trabajo se
aplicaron ensayos de sobrevida y ensayos de mutagénesis con el
método de Ames, independientemente para oa-tocoferol y f3-caroteno,
en los que se determind que estos antioxidantes Cen
concentraciones de 4000 y 3000 ug-s/caja respectivamente) no
presentaron efectos téxicos o mutagénicos para la cepa S.

typhimuriun TA102.

Posteriomente se aplicaron ensayos de antimutagénesis con el
método de Ames, en los que se encontré gque el o-tocoferol,
contrariamente a lo que se esperaba, no tuvo ningun efecto
antimutagénico C(ver figuras # 2 ¥y 3 ), el numero de revertantes
histidina + es muy similar al valor obtenido con los antibiéticas
C4cido pipemidico y norfloxacina) en ausencia del a-tocoferol. Sin
embargo, estos resultados se explican por que generalmente los
laboratorios que producen y comercializan el a-tocoferol presentan
a este producto en forma de acetato de a-tocoferol. En esta forma
se dificulta que el grupo fendlico, responsable de la captura del
oxigeno, reaccione con el mismo, originado as{ que el acetato de
a-tocoferol pueda ser un compuesto mi&s estable, sin embargo esto

también impide su funcién como antioxidante C(Lawrence 19390).
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Por otro lado se considera la hipétesis de que el acetato de
a-tocoferol en presencia de [(-NADP, GB6P y citocromc PAS0 pueda
sufrir reacciones de ¢xido-reduccién generando acetaldehido que es
mutagénico para S$. typhimuriun TA102 (Levin et, al. 1882). Debido
a esto aqui terminaron la investigaciones que se realizaron con
a-tocoferol, haciéndose la observacidén de que es necesario la
utilizacidén de Qitamina E quimicamente pura d-o-tocoferol con un

grado de pureza del 95%, para poder completar este trabajo.

En los ensayos de antimutagénesis con [3-caroteno, utilizando el
método modificado de preincubacién con activacién metabdlica in
vitro de la prueba de Ames, se encontré que el fi-caroteno fue
capaz de contrarrestar el efecto mutagénico del Acido pipemidico,
la norfloxacina y el 4cido nalidixico. Estos resultados dejan en
claro que el mecanismo por el cual estos antibiéticos inducen
mutaciones en el ADN de la cepa TA102 es debido a la generacién de
radicales libres, ya que en presencia del [f?-caroteno, el cual es
un atrapador de radicales libres (Burton e Ingold 1984), el efecto
mutagénico de estos antibidticos desaparece. También hay que hacer
notar que el efecto antimutagénico del [3-caroteno se logrd con
dosis de 800 U.I. de (3-caroteno para Acido pipemidico y 1600 U.I.
para norfloxacina y a4cido nalidixico, estas dosis son inferiores a
las dosis terapéuticas recomendadas para pacientes con deficiencia
de vitamina A 5000 U.I. (Krause 1970). Estos resultados nos dan
una pauta para sugerir que una dieta rica en alimentos con
f;-caroteno, como el jugo de zanahoria y otros vegetales amarillos,
junto con la toma de los medicamentos pude ser de mucha utilidad
en la prevencién de posibles daflos genotéxicos en pacientes

tratados con estas quinolonas.

Por otro lado, se observéd que el efecto antimutagénico del
f3i=caroteno no fue notorio en norfloxacina cuando no se utilizdé la
mezcla SO figura # 7, lo que sugiere que la molécula de [3-caroteno
tiene que ser escindida, por las enzimas del higado de rata

{mezcla S9), en dos moléculas de vitamina A, para que su efecto
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antimutagénico pueda ser observado Cactividad biolégica de
vitamina A). Para comprobar estc puede repetirse este trabajo
utilizando algunas presentaciones de la vitamina A disponibles en
el comercio como All trans Retinol al 70X o 13-cis-retinol al 85%.
La norfloxacina se estudié de esta manera por que es el dnico

antibidtico que por si mismo induce mutaciones en la cepa TA102.

Los resultados obtenidos en este trabajo difieren con los
obtenidos por Han en 1992, ¢l en su experimento sobre el efecto
de 5 antimutigenos comunes de la dieta (f3-caroteno, adcido
retinoico, wvitamina A, vitamina C€C y wvitamina E) observéd que
ninguno inhibd las mutaciones en 1la cepa TA104 inducidas por
peréxido de hidrégeno. Esto posiblemente se debe a que los
radicales libres actuan por diferentes mecanismos y por tanto son
inhibidos por diferentes tipos de antimutigenos. Consecuentemente,
el hecho de que el f3-caroteno haya funcionado como un buen
antimutigeno para inhibir el efecto mutagénico inducido por estos
antibiéticos, no significa que pueda ser utilizado con el mismo
éxito en contra de otros mutidgenos aungue estos sean de tipo

oxidativo.

Como un trabajo a parte, es conveniente probar el efecto que
otros inhibidores de radicales 1libres tengan sobre 1la accidén
mutagénica de estas quinolonas, para asi{, tener una visién mas
clara de las especies de radicales libres generadoras de daffio al

DNA sobre las cuales actua el (-caroteno.

Fara conocer si el efecto antimutagénico del [(-caroteno alterd
la actividad bactericida del 4cido pipemidico, la norfloxacina ¥y
el 4dcido nalidixico, se realizaron estudios con la técnica de
dilucién en placa de agar, para 20 cepas de Escherichia colt
uropatdgenas y la cepa de S. typhimuriuwn TA102, con activacidén
metabdélica (tabla # 3) y sin activacidén metabdélica C(tabla # 4) en
los que se determiné que wuna concentracién de 300 upugsml  de
(i-—caroteno no interfiridé con el efecto terapéutico in witro de
estas tres qgquinolonas, independientemente de la presencia o

ausencia de la mezcla S9. Estos resultados nos indican que la
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actividad bactericida de los tres antibidéticos no es producto de
la generacidén de radicales libres, lo que esta de acuerdo con
numerosos reportes que sefialan que en la bacteria, el blanco
principal es la DNA girasa, una enzima bacteriana esencial para la

replicacidén del DNA (Chu y Fernandes 1989, Drlica 1987, Sutcliffe
19893

Consecuentemente, con los resultados de este estudio, se
demuestra la utilidad que puede tener, aconsejar al paciente una
dieta rica en -caroteno durante el tratatamiento con quinolonas,
para disminuir posibles riesgos de daflos genotéxicos, empleando
una antimutigeno que se encuentra en forma natural y que no
alterara el efecto bactericida de los farmacos a las dosis

terapéuticas estudiadas.
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CONCLUSIONES

El a-~tocoferol y el f-caroteno no son téxicos ni mutagénicos

para la cepa Salmonella typhimurium TA102.

El preparado farmacéutico de la vitamina E, marca Roche, no
inhibe las mutaciones por substitucién de bases que el Acido
pipemidico, la norfloxacina y el &cido nalidixico, inducen en

la cepa Salmonella typhimurium TA102.

El -caroteno es antimutagénico en mutaciones inducidas por
el Acido pipemidico, la norfloxacina y el Acido nalidixico en
Salmonella typhimurium TA102.

El efecto mutagénico producido por el Acido pipemidico, la
norfloxacina y el &cido nalidixico, en Salmonella typhimurium
TA102, se debe a la generacién de radicales libres, que al

ser capturados por el f3-caroteno inhibe su efecto mutagénico.

El [f3-caroteno es un antioxidante que no interfiere con 1la
actividad bactericida del Acido pipemidico, la norfloxacina y
el Acido nalidixico.

Los metabolitos del [3-caroteno, generados in vitre, tampoco
afectan la actividad bactericida de 1las tres quinolonas

estudiadas.

El f3-caroteno puede ser Gtil en la dieta de pacientes tratados

con quinolonas para disminuir posibles riesgos genotdxicos.
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APENDICE

*MEDIO MINIMO DE VOGEL BONNER.

Ingredientes para 400.0 ml
A) AQA<..:sescesscsssssssssssssssssssssssssasnsssssansssas 7.5 g
Dextrosa: s isssssdpssasseismma e varasswass 1040 g
Agua destilada..scissessssnsssnssonssmissssssnsesess 400.0 ml
B) SALES DE VYOGEL BONNER. para 100 ml
Sales de Yogel-BoONNer...scssssesassssssssssssssssssas 10 ml
Agua destiladaccccivessssccesecsossscasssssncnasassasas S0 ml

Esterilizar a 121°¢c a 20 psi por 20 minutos por separado.

Mezclar y distribuir en cajas petri.

*SALES DE VOGEL BONNER

Ingredientes para 1000 ml
Agua Destilada a 450C............................... 670 ml
Sulfato de Magnesio (MgSO4 7 H20)..........cccve00.. 10 g
Acido Citrico monohidratado...eeeececccesassesnsasaas 100 g

Fosfato de Potasio dibasico Canidro) (KzHPO4)....... 500 g
Fosfato de Sodio y Amonio (NaHNHeCPOs 4HzO)......... 175 g

Agregar las sales en el orden indicado en un matraz de 2 litros
con agua destilada a 45°¢ Yy agitacién magnética. Permita que cada
sal se disuelva completamente antes de agregar la siguiente.
Distribuya la solucién en matraces de 1 1litro con tapdn de

algodén. Esterilice en autoclave durante 20 minutos a 121%¢.
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#*SOLUCION DE HISTIDINA CG.1 M/BIOTINA C.5 mi{ CONCENTRADA.

Ingredientes para 100 ml
L-Histidina 0.1 Mi.eoeiiiiaeeccsncnnssssensscnenssss 1.5516 g
D-Biotina 0.5 MMecsssannsna desvasviisasssssnesnsse 0.0122 g
Agua destilada CHzO) ... eeieeracnsnsnsenassncsssennss 100 ml

Disuelva la histidina por calentamiento en agua a punto de
ebullicién. Esterilice en autoclave durante 20 minutos a 1210C.
Almacenar la solucidn en botellas de vidrio a 40C.

En ensayo de mutagénesis agregar 10 ml por cada 100 ml de agar top.

*SOLUCION DE HISTIDINA 0.5 mMs/BIOTINA 0.5 mM REQUERIMIENTOS
MINIMOS

Ingredientes para 100 ml
l-Histidina 0.5 mM.sso i ncecnnsnesessnnssscnssss 0.0077 g
D-Biotina G5 oM sssss s ddEss e ysEeRee s wewws Oaligd g
Agua destilada CHzO) .. i i e i eeinncsacsensesssssesse 100 ml

*SOLUCION DE AMIPICILINA.
Ingredientes para 100.0 ml
Solucidén de Ampicilina (8mg/ml)...ccecccccccscnsnnnas 0.8 g
Hidréxido de Sodio (NaOH) C0.02N)....ieeestesenssses 100.0 ml
No es necesario esterilizar la solucién de ampicilina, pero debe

ser filtrada en filtros de membrana de O0.22-um. Almacenar en
botellas de vidrio a 4°C.
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#*SOLUCLION DE TETRACICLINA.

Ingredientes para 100.0 ml
Solucién de Tetraciclina (8mg/ml).eceecccssnsosccaaes 0.8 g
Acido Clorhidrico CHC1) C0.02 M)....nuvnnn cesrssssss 100.0 ml

*AGAR SUAVE (DE SUPERFICIE)

Ingredientes para 1000 ml
AQAlc s e essesanssssssanssssasassssssssssssssssssssnsess 6 g
Clorurao de Sodio (HCl).ccessaosaseosssnssssssssssansse 5g
Aguia esStillada:cess s o i ossmesms s e bnae s eebe e b e 1000 ml

Mezcle completamente las sustancia y transfiera alicuotas de 100
ml en botellas de vidrio de 250 ml con tapén de rosca. Esterilece
en autoclave durante 20 minutos a 121°C, con el tapdédn flojo. Deje

enfriar y apriete el tapén. Almacenar la mezcla a 47,

#*BUFFER DE FOSFATOS (0.2M) pH 7.4 PARA ENSAYOS DE MUTAGENESIS CON
MEZCLA S9.

Ingredientes para 500 ml
Fosfato monobasico de Sodio €0.2) (NaHzPO« ° Hz20)... 60 ml
€13.8 g-500 ml)
Fosfato dibé4sico de Sodio (0.2) (NazHPO4).:.seesss0a. 440 ml
(14.2 g-500 ml)

Estos son valores aproximados. Revisar el pH. Si es muy bajo

agregar Fosfato dibidsico de Sodioc (0.2M) pH 7.4. Esterilizar en
autoclave a 121°¢C por 20 minutos.
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*MEZCLA S2@ PARA ENSAYOS DE MUTAGENESIS
para 20.0 mi
(TR & ovaa im0 o T 0.026 g
= R s e R g e 0.06 g
Buffer de FosfaloS.cissidisssssasssnssassssne sessase 18.0 ml
Homogenado de higado de rata....ceceiceecssnsnsensns 2.0 ml

Solucidn de CloruUroS.sesssecsscssssscsssssssssssssssss 200.0 ul

#SOLUCION DE CLORUROS (1.65 KC1 M +40.4 M MgClzd PARA ENSAYOS DE
MUTAGENESIS CON S9

Ingredientes para 100.0 ml
Cloruro de Potasio (KCl).iiesiseencsssssssnsssscsssss 12.30 g

-

Cloruro de Magnesio (MgClz B HaO)ueveevvoeoooasonnns 8.14 g

Agua destilada HzOusevnsisssnassasnsssssnsnanssssaass 1000 ml
Disolver los ingredientes en agua. Esterilizar en autoclave a

121 por 20 minutos. Almacenar en botellas de vidrio con tapdén de

o
rosca a 4 C.
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