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RESUMEN 

Las mutaciones inducidas por ácido piperrúdico, norfloxacina Y 

ácido nalidixico en cepas de SaimoneLLa t yph imuriv.m. hisG428, 

sugieren la generación de radicales libres oxigeno, observándose 

este efecto a dosis inferiores a la concentración núnima 

inhibitoria CHIC). Los radicales libres son una de las principales 

causas endógenas de dafío al DNA, por lo que se utilizaron dos 

antioxidantes, el Ot-tocoferol y el (1-caroteno, para reducir el 

riesgo de dafío genotóxico producido por quinolonas, sin que se 

altere su a cción bactericida. 

El preparado farmacéutico de la vi lamina E al 50Y. en forma de 

acetato de ~-t ocoferol, a una concentración de 4 rng equivalente a 

2 U. I. no presentó efectos tóxicos ni mutagénicos para la cepa S . 

l yph imurivm TA102, sin embargo tampoco fue c apaz de inhibir el 

efecto mutagéni co del ácido piperrúdico y la norfloxacina, debido a 

que el acetato unido al grupo fenólico del Ot- tocoferol impide su 

acción como antioxidante. 

El (1- c aroteno al 30Y., en una concentración equivalente a 1600 

U. I., no presentó efectos tóxicos ni mutagénicos en la cepa S. 

lyphimurium TA102, con esta dosis se inhibió e l efec to mutagénico 

de l a norfloxacina y el ácido nalidi x i c o, mientras que el efecto 

mutagén.ico d e l áci do pipemidico fue inhibido c on 800 V. ~. 

1600 U. I . de (1 caroteno no a lteraron el efecto t e r apéut ico l.n 

vi lro, de las tres quinolonas estudiadas con la técnica de 

d il ución en p laca d e aga r p a ra 20 cepas de Escherichia col.i. y la 

cepa S. typhim.uri.um TA102 . Estos datos sugier en que l as q ui nolonas 

a dosis inferiores a l a terapéutica, generan r adicales libres 

oxigeno que son capturados p o r el (1-caroteno, también se observa 

que este efecto ant imutagénico no afecta el mecanismo bactericida, 

inhi h idor de las topoiso merasas, de quinolonas . 
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INTRODUCCI ON 

En trabajos anteriores, reali zados en e st e hospital, se demostró 

que las quinolonas (ácido pipenúdico y norfloxacina) y sus 

metabolitos, son capaces de inducir trans v e rsiones A-T en cepas de 

S . ly phi.mur i.wn., a dosis 100 y 1000 v e ces menores que la 

concetración rrúnima inhibitoria de los antibióticos estudiados. Se 

ha planteado la hipótesis de que el mecanismo por el cual estos 

medicamentos indujeron mutaciones puntuales en S. lyphi.muri.wn. 

TA102 Y TA104 es por la formación de radicales libres. El 

alfa tocof e rol y beta caroteno, se han empleado como compuestos 

antioxidantes útiles, capaces de inhibir la actividad mutagén.ica 

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 es tudiadas, asi como del ácido nalidi xico, empleado 

corno fármaco de primera elección en infecciones de vias 

urinarias empleando pruebas bacterianas, como la prueba de 

S al..m.onel.. l..a lyphi.muri.wn. de Ames. Paralelamente, se determinará si 

el efecto terapéutico de éstos medicamentos, no es alterado con el 

uso simul tán.eo de alfa tocoferol y beta caroteno. El fin de este 

trabajo, es 

mutagén.esis 

quinolonas. 

dar un.a alternativa para la disminución del riesgo de 

en pacientes que requieran el tratamiento con 

PALABRAS CLA YE. 

radicales libres de oxigeno, 

antioxidantes. 
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ANTECEDENTES 

Q.UI NOLONAS. 

Las enfermedades infecciosas son el principal problema d e 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 

antibióticos, lo cual ha generado problemas de resistencia en 

cepas bacterianas, éste problema ha hecho que se incremente el uso 

de medicamentos opcionales a los antibióticos de primera elección 

ant e los cuales la resistencia bacteriana sea menor, como es el 

g r upo d e las quinolonas. 

Las quinolonas son antibióticos utilizados ampliamente para 

combat i r infecciones de v ias urinarias, infecciones d e v ias 

r espiratorias bajas , sinusitis, infecciones de la piel y tej idos 

b landos , infecciones gastrointestinales como salmonelosis, 

infec ciones d e l Sistema Nervioso Central, otitis y meningitis 

quinolonas 

pipe núdi co, 

CGendrel et al 1993, Ikeda y Tokasaka 1991). 

ut i lizadas en México y Estados Unidos son; 

Algunas 

ácido 

nor :floxacina, ciprofloxacina, enoxacina, pefloxacina, rosoxac i na, 

o fl o xacina y ácido nalidixico; sin embargo, en México, solamente 

el ácido nalidixico, la norfloxacina y el ácido p i penúdico son 

u ti l i zados d entro de cuadr o básico del sector salud. 

Pino et al . en 1991, 

p oduc ir intercambio de 

reportaron que 

croma ti des 

las quinolonas pueden 

hermanas, aberraclones 

cromosómicas y rearreglos cromosómicos. La cipro:floxaci.na y 

enoxacina :fueron mutagénicas en la cepa TA102 y en S . typhim\u-iwn. 

TA92 ChisG46 uvr8+ pl<m10t) CClerch y Lagostera 1992). Estudios 

rea lizados anteriormente en éste laboratorio, han mostrado que la 

nor:f l oxacina y ácido pipenúdico, no produjeron mutaciones por 

substitución de bases en las cepas de Saimoneiia typhimuriwn. TA100 
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(hi.sG46 uvrB- pl<m.101), ni en la cepa UHT8414 Chi.sG46 v.vrB+ pl<m.101) 

sin embargo se mostró la acti vidad mutagénica de los metabolitos, 

de estos compuestos inducidos in vi.lro, en l a s cepas de S. 

t yphi.m.v.ri.wn. TA102 Chi.sG428 , pkm.101 pQ1J y 5. l hphi.muri.wn. TA104 

(hi.sG428, v.vrB - pK.m.101, pAQ1) CArriaga Alba et. al. 1994 , Barran 

Moreno 1995) . Las cepas TA102 y TA104, fueron diseñadas para la 

detecci ó n d e mutágenos oxidati vos, como las quinolonas contienen 

grupos quinona o carbonilo, pueden prese ntar reacciones oxidativas 

y ser generadores de radicales libres, los cuales no eran 

detectados por las cepas cuyos puntos sensibles están en sitios 

GC, como es el caso de cepas con mutaci ones hi.sG46 CTA100J, Levin 

et. al. 1982). Consecuentemente, se ha concluido que es necesario 

valorar mejor la formación de radicales libres entre l os productos 

metabólicos de Acido pipemidico y Norfloxacina. 

' Se ha determinado que los radicales libres de oxigeno, producen 

principalmente mutaciones por transversión CG--AT, que son 

fácilmente detectadas por 5. lyphi.m.11ri.wn. TA102. Los daños 

genéticos producidos por radicales libres de oxigeno y otras 

especies react ivas de oxigeno como hidr óxilo, superóxido, 

hidroperóxido, radicales oxhidrilo, se han asociado con diferentes 

enfermedades en el humano, destacando el envejecimiento celular, 

el cáncer, isquemia, demencia senil, y Parkinson C Chanarat 1992, 

Feig et. al. 1994). 

Estos productos reactivos del oxigeno, son la principal causa 

endógena de inducción de mutaciones, teniendo como consecuencia 

las enfermedades ya mencionadas C Fe.ig et. al . 1994). Debido a que 

éstos se producen en los procesos metabólicos normales, se han 

planteado diversos trabajos para encontrar alternativas para 

reducir el daño biológico, causado por los radicales libres de 

oxigeno, buscando componentes que se encuentran normalmente en la 

dieta . 
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ANTI MUTAGENESI S . 

Los a n t imutágenos son compuestos qui micos 6 

r e duc e n la frecuenc ia de mutación espontánea 

si stemas d e prueba genot ó xica de corta duración. 

e l e studio d e l fenó meno de antimutagé nesis in 

el e mentos que 

o inducida en 

Sin embargo, en 

vitro, deberá 

t e n e rse la precaución de diferenciar la antimutagénesis verdadera 

d e la reducci ó n de las revertantes observadas por muerte celular. 

CCl a rlc y S hanlcel 1975). Se a plant e ado que los antimutágenos 

q ui micos, s on una forma natural para reducir el riesgo de la 

e x posición a los numerosos compuestos quimicos que hay en la 

natur·aleza (Ame s 1985). 

Los compues tos antimutagé nicos, han sido subdi vi di dos en dos 

grupos princ ipales, de acuerdo a su mecanismo de acción: 

Desmut á genos y Antimutágenos verdaderos ó biomut á genos. Se 

consideran c omo desmutágenos aquellos que adsorben el mutágeno 

quimi c o, inhiben la conversión de un pre-mutágeno a un mutágeno,o 

r e ac c ionan con la forma activa del mutágeno, impidiendo que este 

ll e gué a su blanco, el DNA. El grupo de Biomutá genos, comprende 

c ompues tos que promueven los mecanismos de reparaci ó n libres de 

e rr o r e inhibe n el mecanismo de reparaci ó n SOS propenso a error ó 

que increme nta la fidelidad de la DNA polimerasa. CKada et al 

1986 ). 

En base a diferentes estudios epidemiológicos, se ha planteado 

que los compuestos antimutagénicos pueden ser anticarcinogénicos, 

ya que se cuenta con datos que asocian una c o rrelación directa de 

di eta y c á ncer C Ames 1983). En efecto, la mayor di str i buci ón de 

anticarc i n ógenos conocidos, son compuestos que pueden encontrarse 

en l a di e t a , a si se ha demostrado que una dieta rica en vegetales 

como c o l , frijol y brocoli, se asocia a una incidencia baja de 

can ceres de l tracto digestivo CYavelow et. al. 1982, 1983). Otros 

compue stos anticarcinogénicos importantes en la dieta, son 

aq u e llos q u e s o n capaces de atrapar radicales libres de oxigeno, 

como a.-tocoferol, (5-carotenos, clorofila, retinoles y :flavonas, 

pued e n r edu c ir la activi dad mutagénica de algunos compuestos en 

E:scher i chia co L i y S aLm.one t La typhim.urium. , habi é ndose demostrado 
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que también pueden interferir con el proceso de inducción de 

carcinogénesis en animales de laboratorio CBaird y Birbaun 1979, 

Boutwell 1983, Ong 1986, Sani et. al . 1984, Ver na et. al. 1979, 

Wattenberg y Leong 1970). Otros estudios reali zados en humanos 

mostraron que con la administración de 100 000 VI/semana de 

vi lamina A C (3- caroteno), se logró disminuir la inducción de 

micronúcleos epiteliales en personas con el hábito de mascar 

tabaco/betel CStich 1985). 

Las quinonas son compuestos que pueden originar radicales libres 

de oxigeno, capaces de inducir rompimientos y perdidas 

cromosómi cas. Empleando una linea celular con actividad de 

prostaglandina H sintetasa, en presencia de ácido araquidónico, se 

demostró la generación de radicales libres a partir de 

hi droqui nona, capaces de producir núcronúcleos. Este efecto 

mutagénico pudo ser inhibido con catalasa y glutation, Cun 

compuesto antioxidante), que se encuentra frecuentemente en 

semillas de frijol . CDobo y Eastmond 1994). 

PRUEBA DE AMES 

La prueba de mutagénesis en SaLmoneLLa typhimuriwn., 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 medio ambiente. La prueba consta de varias cepas de 

SaLmoneL La typhimurium con diferent~s mutaciones en el operón 

histidina, que les confiere auxotrofia a la histidina, estas cepas 

pueden ser revertidas a su fenotipo original Chis+) por la acción 

de un gran número de compuestos mutagénicos y posibles 

carcinógenos que actuan por diversos mecanismos.La prueba de Ames 

ha sido mejorada adicionando un homogenado de hígado de rata a la 

suspensión bacteriana como una aproximación del metabolismo de 

mamiferos. Con este sistema, más del 80" de los carci nógenos 

qui mi c o s probados han sido detectados como mutágenos CLevin y 
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Ames: 1986, Maron y Ames 1983) . 

Para ensayos de mutagénesis rutinarios se recomienáa el uso de 

las cepas TA97, TA98, TA100, TA1535, TA1 538 y TA102. Las cepas 

TA1535 y TA100 sólo pueden ser revertidas por mutágenos que actuan 

a nivel de substituci ó n de bases en el par GC, mientras que, las 

cepas TA97 , TA98 y TA1538, cuyos puntos sensibl es también se 

encuentran en pares GC, son revertidas a su fenotipo original por 

corrimiento de formato CMaron y Ames 1983) 

Entre las clases de carcinógenos que no son detectados por estas 

cepas se encuentran l os qui micos oxida ti vos, estas sustancias 

mediante la generación de radicales libres, se encuentran entre 

los principales mutágenos que pueden inducir el desarrollo del 

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

La cepa TA102 tiene la capacidad para detectar estos mutágenos 

oxidativos debido a que, a diferencia de las otras cepas prueba, 

presenta un par de bases AT en el lugar de la mutación ocre, que 

la hace más sensibl e a este tipo de mutágenos, además la mutación 

ocre ( hisG428) se encuentra localizada en un plásmido multicopia 

CpAQ1) que da como resultado que cada bacteria posea cerca de 30 

copias del gen mutant e disponibles para su reversión, el plásmido 

también porta un marcador de resistencia a tetraciclina. Esta cepa 

cuenta con un sistema de reparación por excisión completamente 

funcional CLevin et. al. 1982). 

Como todas las cepas d e Ames utilizadas para ensayos de 

mutagénesis rutinario, TA102 tiene una mutaci ó n r/a que causa la 

perdida de la barrera de li popolisacáridos 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 TA102 lleva el 

pl á smido pJOl'101 que contiene los genes 1..l17l.t.1.B y 1..l17l.1..1C que promueben 

el mecanismo de reparación propenso a error, este plásmido 

contiene un marcador de resistencia a ampicilina CLevin et. al . 

1 982, Maron y Ames 1983). 
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La cepa TA102 puede ser revertida a su f enot ipo original median te 

transiciones CTA-CG) , transversiones CTA-AT) y peque~as deleciones 

de 3 a 6 pares de bases que remueven parte o todo e l triplete ocre 

CLevin et.al. 1984). 

Existe otra c epa que tambi é n posee la mutación hi.sG428 TA104, 

pe r o a diferencia de TA102, la mutación se encue ntra sobre e l 

c r omosoma y posee 

incluye ndo v.vr-8 en 

una deleci ó n 

el minuto 18 

desde e l gen 

del cromosoma, 

bi.o al eal.C, 

por lo que es 

incapaz de efectuar correctamente la reparación por excisión. La 

cepa TAJ04, también es revertida mediante mutaciones por 

substituci ó n de bases en el par AT, pero a diferencia de la cepa 

TA102 es más sensible a los compuestos quimicos y no permite 

valorar diferentes concentraciones de los compuestos problema 

CLevin et, al. 1982). 

Aunque se ha encontrado, e n un estudio sobre la respues ta 

mutagénica de TA102 realizadó en tres l aboratorios, que TA102 

posee una reversión espontánea e inducida inestable, lo que puede 

ser el reflejo de variaciones en el númer o de copias del pl á smido 

pAQ1 por célula bacteriana CJung et . al. 1992) , en otro es tudio e n 

el que participaron 13 laboratorios, se e ncontr ó que con excepción 

de un laboratorio e l conteo de revertantes espontáneas e inducidas 

con mitomicina C y bleomicina se encuentra dentro de los valores 

publicados por Maron y Ames, mencionando que la cepa es útil para 

ensayos de mutagénesis siempre que se mantenga un estricto contr o l 

en la preparación de los cultivos stock originales de la cepa 

CWatanabe et,al. 1995). 
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VITAMINA A B-CAROTENO 

Los carotenos se e ncuentran ampliamente di stribuidos en los 

cloroplastos de las células de todas l as plantas v e rdes , estas 

moléculas son a menudo los pigmentos dominantes e n las flores y 

frutos, en las h o j as su presen cia es t á generalme nte enmascarada 

por la mayor a bundanci a de las clorofilas. Se conocen cuatro tipos 

de carotenoides : a. , (5 , y, y ó . 

~-Carotgno CCurtis 1QQ2). 

De es tos el más abundante es el 

es una sustancia oleosa, insoluble en agua, El (5-c a rot e no, 

ác idos y á l calis, pero soluble en sulfuro de carbono, benceno y 

cloroformo. En éter, éter del petróleo, aceites y grasas su 

solubilidad es moderada y escasa en metanol y alcohol. Tiene un 

punto d e fu s i ó n de 181-182°C, y forma cristales fálcilmente. El 

col or de l as soluciones diluidas en l a mayor parte de los 

disolve ntes, es amarill o , mi ent ras que las más concentradas son de 

col or rojo intenso. CFrit z 1950, Karrer y Juker 1950). 

S u mol écula tiene un peso molecular de 536. 85 y consta de una 

cadena polii sopr e noide con d o bles e nlaces conjugados, en la que la 

ordenación "cabeza-cola" de las unidades isopreno, se halla 

caraterlsti camente invertida en el centro de la molécula, cada 

ext remo de la cadena posee un anillo de ciclohexeno sustituido 

insaturado. CLehninger 1983) Su carácter 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 fácilmente perdiendo su actividad 

de vi lami na A. 

En la industria alimenticia se utiliza como agente colorante 

amaril lo, especial mente e n alimentos deshidratados. Se almacena en 

lugares bien cerrados, protejidos de la luz y a bajas temperaturas 

-25 ºc. Los cristal es comercial es de (5-Car oteno tienen una 
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actividad de vitamina A de 1.67 

USP . La Unidad Internacional U.I . 

millones de unidades por gramo 

de 0.6 µg de 0 -Caroteno es casi 

exactamente igual a 0.3 µg de vitamina A.CLawrenc e 1990). 

En las plantas el 0 -Caroteno es un pigmento, cuyos colores van 

del rojo al amarillo. Absorben la luz con mayor intensidad en la 

region azul 

transmitirse 

del espec tro visible. La energia absorbida tiene que 

como energia de e xcitación 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. Ningún 

animal es capaz de sintetizar carotenoides, por lo que estos deben 

ser tomados en su dieta. Por si mismo, el 0 -Caroteno no tiene 

actividad intri nseca de vitamina A, su molécula simétrica se 

escinde por el centro, mediante reacciones enzimáticas 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 0 -Caroteno en la naturaleza son las 

plantas, pero se puede encontrar en el reino animal en el tejido 

graso, higado y riñón 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 CFritz 1950) . 

La dosis diaria recomendada para el ser humano es de 40 U. I. de 

0-Caroteno, la dosis terapéutica para mejorar deficiencias de 

vitamina A, en tratamientos de corta duración es de 5000 U. I. de 

vitamina A CKrause 1970). 
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VITAMINA E o.- T OCOFEROL 

Los tocof e roles s on un grupo de sustancias liposolubles, 

d e rivadas del germen de tri go u obtenidas por sintesis, que poseen 

las propiedades d e la vi lamina E. Se conocen cuatro tipos de 

tocoferol: ex, (1, y y ó , de los cuales, e l a-Tcicoferol es el más 

abundante y activo. CKrause 1 970, Lawrence 1990, Rodwell 1973). 

Su molécula tiene un peso molecular de 430. 69 y comprende un 

núcleo trimetilado y una cadena poliisoprénica. Se presenta como 

un liquido viscoso amarillo, inodoro e insoluble en agua con una 

densidad de O. 950 y un punto de ebullición de 200°C. Es soluble 

en sol ventes orgánicos como alcohol, acetona, cloroformo, éter, 

benceno, aceites y otros solventes grasos. En ausencia de oxigeno 

es estable al calor, los álcalis y no es afectado por á cidos a 

temperaturas mayores de 100°C. Sin embargo es fálcilmente oxidado 

por el oxige no atmosférico. La oxidación es acelerada por la 

expos ici ón a la luz, especialmente a la luz U. V. calor, á lcalis 

y sal es de hierro y cobre. No precipita con digitinona. CLawrence 

1990, Lehninger 1 983, Merck Index 1983, Rodwell 1973). 

Las fuent es principales son los alimentos de origen vegetal, el 

aceite de germen de trigo es la fuente más rica, pero también lo 

contienen el maiz, semillas de girasol, alfalfa, lechuga, aceites 

de soya , frijol, maiz y semilla de algodón, en las nueces, asi 

como en las fuentes de origen animal como yema de huevo, grasa de 

la leche, mantequilla, manteca, y la carne especialmente en el. 

higado. Tambi é n es producido sintéticamente Ckerschner 1984, 

Krause 1970, Rodwell 1973). 

Como l os componentAs de la vitamina E son insolubles en agua, 

permanecen d e una manera estable en los alimen-Los cocinados en 

general y son absorbidos en el intes-Lino en presencia de sales 

bil iares y g rasas . Se depositan en di versos tejidos como, el 

higado, músculos, hipófisis, placenta , gónadas y especialmente en 

e l tejido adiposo. Su requerimien-Lo diario ha sido calculado en 10 
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a 30 mg para el adulto y depende al pare c e r, del contenido de la 

dieta en áci dos grasos no saturados CKrause 1970, La wrence 1990, 

Rodwel l 1973). 

El a.-Tocoferol es un antioxidante efectivo, en los alimentos 

previene la peroxidación de ácidos grasos poliinsaturados, en el 

intestino aumenta la actividad de la vitamina A, evitando su 

oxidación intestinal. A nivel celular, protege a los ácidos 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 polimerización y como consecuencia el desarrollo 

de una estructuctura celular anormal con alteraciones en su 

función. También aumenta la carga lipidica de la sangre y la 

leche. La capacidad de la vitamina E para evitar esta destrucción 

ha llevado a sugerir que tal vez sea de utilidad para prevenir 

alteraciones relacionadas con la destrucción de radicales libres, 

como algunas formas de carcinogé nesis CFisher y Bender 1972, 

Krause 1970, Lawrence 1990, Rodwell 1973). 

La utilidad de la vitamina E para aliviar molestias de la fiebre 

reumá.tica, la distrofia muscular, los trastornos 

toxemias gravidicas, el aborto espontá neo, la 

esterilidad, no han sido confirmados en el ser 

menstruales, 

fibrositis y 

humano. En 

las 

la 

el 

hombre es necesaria para la protección de la integridad vascular , 

la secreción glandular y la elasticidad de los músculos. Su 

ausencia prolongada en la dieta de animales de laboratorio, causa 

distrofia muscular, insuficiencia del poder reproductor, 

artereosclerosis y diabetes mellitus CMerck Index 1983, Rodwell 

1973). 

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 e s igual a 1 mg de 

standar de acetato dl-a-tocoferol C Kraus e 1970, Lawrence 1990, 

Mer c k Index 1983) . 
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OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL. 

Proporcionar una al terna ti va p a ra disminuir el riesgo de daño 

genotóxico durante el tratamiento con quino lonas. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

-Evaluar los efectos tóxicos y mutagénicos de a-tocoferol y 

¡1-caroteno e n S. typhi.mur i.v.m. TA102. 

-Es tudiar si el a-tocoferol inhibe la inducción de transversiones 

A-T e n S . typhi.muri.v.m. TA102 inducidas por norfloxacina y ácido 

pipemi dico. 

-Estudiar s i el ¡1-caroteno puede ser un a ntimutágeno en mutaciones 

inducidas por norfloxacina, áci do pipenúdico y áci do nalidixico. 

-Empleando ácido nalidixico, una quinolona generadora de radicales 

libres , demostrar que los antimutágenos estudiados pueden actuar 

como antioxidantes de radicales libres generados por quinolonas. 

-Evaluar que la actividad antimutágenica de estas vi laminas no 

disminuya la activida d bactericida in vitro de norfloxacina, ácido 

p ipenúdico y á cido nalidixi co . 

- Determinar si los metabolitos de las vitaminas antioxidantes 

gen erados in vitro pue den interferir con la actividad bactericida 

de l o s antibi ót icos 
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HIPOTESIS DE TRABAJO. -

Las mutaciones que e l ácido pipenúdico y la norfloxacina inducen 

en las cepas de S. lyphi.mv.ri.wn. TA102, se atribuyen a la generación 

de radicales libres , por lo tanto, antioxidantes como el 

r -carbteno y el a-tocoferol deben ser capaces de contrarrestar s us 

efectos mulagénicos. 

MATERIAL Y METODO. 

REACTIVOS. 

El ác ido pipenúdico y la norfloxacina fueron donados por 

Aplicaci ó nes Farmacéuticas. El ácido nalidixico fue donado por 

Laboratorios Winthrop. El r - caroteno al 3 0Y. y el a - tocoferol al 

50Y. 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 !ne. El aceite mineral de parafina, NADP, 

G6P, Mitom.i.cina C, 2 arninoantraceno, fueron adquiridos de Sigma 

Chemical Company. La dextrosa y el DMSO fueron adquiridos de J.T. 

Baker . El agar bacteriológico y el agar de Mueller-Hinton fueron 

adquiridos de DIBTCO. 

CEPA BACTERIANA. 

La cepa que se utilizó e n los ensayos de sobrevida, mutagénesis 

y antimutagénes.i.s fue Saimoneiia typhi.mv.ri.wn. TA102 Chi.s428, 

pKM101. pAQI, rja), donada por el Dr. Bruce Ames del departamento 

de Bioqui mica de la Uni versisdad de Berkeley, California U. S . A. 

CA94720. Esta cepa se ha mantenido en criotubos Ccon 100 µl de 

DMSO por 1 nu de cultivo en fase estacionaria) congelado a -75°C, 

en un ultracongelador CVWR Scientific modelo A8514 C-0-S) del 

Laboratorio de Microbiologia del Hospital Juárez de México. 
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CULTIVOS DE RESERVA 

Una asada del cultivo microbiano congelado, fue transferida a un 

tubo de ensaye C16 x 150) con tapón de rosca con 5 ml de caldo 

nutritivo y se incubó en un baño Maria con agitación a 120 rpm. 

durante 18h. a 37°C. Posteriormente se verificaron los marcadores 

genéticos de la cepa , en el cultivo microbiano y se sembró por 

medio de estrias en una caja petri con medio minimo de Vogel-Boner 

con exceso de histidina C0.1 M) y biotina CO. 5 mM) y ampicilina 

C8mg/ml e n NaOH 0.02N) Cver apéndice I), de acuerdo a las 

recomendaciones de Maron y Ames, 1983. Finalmente la caja 

con el cultivo de reserva se incubó durante 24h. a 37°C 

almacenó en refrigeración a 4°C. 

petri 

y se 

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 De esta 

manera, se evitó la manipulación de los cultivos congelados de la 

cepa de Ames por un periodo de 4 a 5 semanas y se acortó el tiempo 

de incubación 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 

repitió 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 typhtmurtum TA102. 

a) REQUERIMIENTO DE HISTIDINA. Se inoculó la cepa en caldo 

nutritivo y se incubó 18h. a rpm. Posteriormente se 

sembró la cepa, por medio de estrias, en una caja petri con medio 

minimo de Vogel-Boner Cver apéndice 1), carente de histidina y se 

incubó invert i da durante 24h. a 37°C. Lo mismo se hizo sobre medio 

minimo complementado con 100 µl de una solución histidina-biotina 

0.5 mM.Cver apéndice I). Sólo debe haber crecimiento en el medio 
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complement ado con his t idina. 

b) MUTACION rfa. Esta mutac{ón es una modificac i ó n en la pared 

celular, la cual le confiere mayor permeabilidad, l o que permite 

que grandes moléculas, como las del c ristal violeta, entren al 

interior de la célula. En una caja petri con agar Infusión Cerebro 

Co razón CBHI), se inoculó 100 µl del cultivo de 18h. de la cepa y 

se dejó secar a temperatura ambiente . En el centro de la caja, se 

colocó un disco de papel filtro estéril de 0.6 cm y sobre este 10 

µl de una soluci ó n de cristal violeta C1mg/ml). La caja se incubó 

durante 18h. a 37°C. Posteriormente la aparición de una zona 

clara de inhbición, aproximadamente de 14 mm. rodeando al disco, 

indicó la presencia de la mutación rfa . 

c) MUTACI ON uvrB. Las cepas con esta mutaci ó n presentan una 

deleci ó n en el minuto 18 del cromosoma bacteriano que va del gen 

eaLC al B i.o, incluyendo el gen uvrB, necesario para reconocer 

daflos al DNA por el mecanismo de reparación por escisi ó n. Las 

cepas con es ta mutación presentan mayor sensibilidad a la luz U.V. 

S . l y phi.m.uri. um. TA102 no presenta este marcador genético. En una 

caj a petri con agar BHI, se sembr ó la cepa, tomada del cultivo de 

18h., por me dio de estrias, la mitad de la caja se cubri ó con 

papel aluminio y se irradió con una l á mpara germicida de luz U.V. 

de 15 W. a una distancia de 33 cm durante 8 segundos. Después se 

incubó invertida durante 18h. a 37°C. El crecimiento de la cepa en 

la zona irradiada y en la zona no irradiada confirmó la ausencia 

de la mutaci ó n en la cepa. 

d) PRESENCIA DEL PLASMIDO pKK101. Este plásmido confiere a la cepa 

resistencia a la ampicilina. En una caja petri con B!Il, se inoculó 

100 µl del cultivo de 18h. de la cepa y se dejó s e c a r a 

temperatura ambiente . En el centro de la caja se colocó un y disco 

de papel f i 1 tro estér i 1 de O. 6 cm y sobre este 1 O µl d e una 

solución de a mpicilina 8 mg/ml en NaOH 0.02M. Después se inc ubó la 

caja invertida durante 18h. a 37°c. La ausencia de una zona clara 

de inhibi c i ó n rodeando al disco indicó la presencia del plásmido 

pKM101 . 
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e ) PRESENCIA DEL PLASMIDO pAQI. Este plásmido comiere a la cepa 

r esisten c ia a la t e traciclina. En una caja petri c on BHI , se 

inoc ul ó 100 µl del cultiva de 18h. de la c e pa y se d e jó secar a 

tempe r atura ambiente . En e l cent ro de la c aja se colocó un disco 

de p a pel f il t ro esté ril d e O. 5 cm y s obre este 1 O µl de una 

soluci ó n d e t e traciclina 8 mg/ml e n HCl 0.02M. Despué s la caja se 

incubó durante 18h. a 37°c. La ausencia de una zona clara de 

inhibición rodeando al disco, indicó la presencia del 

plásmido CMaron y Ames 1983). 

n FRECUENCIA DE REVERSION ESPONTANEA. En tubos de ensaye C13 x 

100) con tapón de rosca, con 2 ml de agar suave con requerimientos 

núnimos de histidina y biotina 0.5 mM (ver apéndice I), derretido 

a 45°C., se inocul ó 100 µl del cultiva de 18h., de la cepa. Los 

tubos se agitaron en un vortex CFisher modelo 12-812), su 

contenido se virti ó en cajas petri con medio núnimo de Vogel-Boner 

y se dejó solidificar a temperatura ambiente. Las cajas petri se 

incubaron inve rtidas durante 48h. a 37°c. Después se contó el 

número de revertantes espontáneas en un cuenta colonia C Fisher 

Accu-Lite modelo 1 3 3-8002). Para la cepa S. lyph i muri W1l. TA102, se 

conside r ó adec uado, un rango de 240 a 320 r e vertant e s por caja 

petri, segú n Ma ron y Ames 1 9 8 3 . 

ENSAYOS DE SOBREVIDA. 

A partir de un cultivo de 15h. de S . l y phimuriW1l. en caldo 

nutritivo se hicieron suspensiones con solución salina isotónica 

CNaCl O. 85%) hasta tener 1 x 104 U. F. C. /ml (Unidades Formadoras 

de Colonias) . Posteriormente, 100 µl de e s ta solución se 

adicionaron a una serie de tubos de ensaye (13 x 100) con tapón de 

rosca, con 2 ml de agar nutritivo al CO. 5%) y 10 µl de una 

s oluci ó n de ~-caroteno diluido en aceite mineral de parafina o 10 

µl de una solución de a-tocoferol diluido en DMSO, en 

conce ntraciones decimales crecí entes de O. 15 µg/caj a a 1500 

µg/caja y d e O. 4 µ g/caja a 4000 µg/caja respectivamente. Como 

cont r o l nega tivo se u t ilizó a la cepa sola, es decir, libre del 

e f ecto d e l a soluci ó n a ntioxi d ante. 
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Los t-ubos de ensaye c:on los compuestos fueron agi lados por tres 

segundos e n un vortex CFisher modelo 12-812), su contenido se 

virti ó en cajas petri c on agar BHI , se dejó solidificar a 

temperatura a mbiente y se incubó las cajas invertidas durante 24h. 

a 37°c. 

Finalmente se contó el número de U. F.C. /caja mediante un cuenta 

colonias CFisher Accu-Lite modelo 133 - 8002) y se determinó el 

porcentaje de sobrevida en base al número de U.F.C. obtenido en la 

caja petri control (100%). 

PREPARACION DE MEZCLA S9 

La mezcla S9 se preparó di sol viendo 26 mg de NADP, 60 mg de 

Glucosa 6 fosfato, 18 ml de un buffer de fosfatos 0.2 M pH 7.4 y 

200µ1 de una solución de cloruros CKCl 1.65 M + MgC12 0.4 M). La 

mezcla se esteri liza por filtración a través de una membrana 

milipore con poro de 45µm. Posteriormente, en condiciones asépticas 

se adicionaron 2 ml de una solución d e higado de rata inducido 

con Arocl or -1254. La mezcla S9, empleada para 

mutagénesis y antimutagénesis se trabaja manteniendo 

ensayo int roducido en una bandeja éon hielos. 

ENSAYO DE MUTAGENESIS CON EL METODO DE AMES. 

ensayos de 

todo el 

En una serie de tubos de ensaye C13 x 100) con tapón de rosca, 

se adicionó por tubo, 100 µl de un cultivo de 16h. de la cepa (1 

x 10
7
), 500 µl de mezcla S9 Cver anexo) y 10 µl de una soluci ó n de 

(1-caroteno diluido en aceite mineral de parafina o 10 µl de una 

solución de a-tocoferol diluido en DMSO, en concentraciones 

crecientes de 15 µg/caja a 1500 µg/caja y de 40 µg/caja a 4000 

µg / caja respe ctivamente. 
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Los tubos de ensaye con los compuestos se incubaron e n un ba~o 

Maria con agitación a 120 rpm durante 1 h. a 37ºc. Después se 

a gr e gó a c ada tubo 2 ml de agar suave, con requerimientos minimos 

d e histidina y biotina C0.5 mM), derretido a 45°C., se agitaron 

por tres s e gundos en un vortex CFisher modelo 12-812) y se 

virtieron en cajas petri con medio minimo de Vogel-Boner, el 

contenido de las cajas se dejó solidificar a temperatura ambiente 

y s e incubaron invertidas durante 4Bh. a 37°C. Finalmente se contó 

el núwero de revertantes histidina + en un cuenta colonias CFisher 

Accu-Lite modelo 133-8002). 

Para cada experimento se incluyó como control a la cepa libre de 

compuestos, como controles negativos la cepa con mezcla S9 y la 

cepa con cada uno de los sol ventes usados para las soluciones 

antioxidantes. En los controles positivos se usaron mutágenos 

conocidos e Mi tomicina e y 2-aminoantraceno), de acuerdo a las 

recomendaciones de Maron y Ames, 1983. 

Se consideró al compuesto como mutagénico si fue capaz de 

inducir el doble de las revertantes espontáneas 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 C13 x 100) con tapón de rosca, 

s e adicionó por tubo, 100 µl de un cultivo de 16h. de la cepa, 10 

µl de una solución de ácido pipemidico ó 10 µl de una solución de 

norfloxina ó 10 µl de una solución de ácido nalidixico, cada una 

diluida con NaOH O . 001N, en concentraciones crecientes de 3. 5 a 

700 µg/caja, de O. 035 a 700 µg/caja y de O. 01 a 100 µg/caja 

respectivamente, 500 µl de mezcla S9 y 10 µl de una solución de 

¡9-caroteno diluido en aceite mineral de parafina ó 10 µl de una 

solución de a-tocoferol diluido en DMSO, en concentraciones 

cre cientes de 150 µg/caja a 3000 µg/caja y de 400 a 4000 µg/caja 

r e s pec tivamente. 
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Los l.ubos de ensaye con los compuestos se incubaron en un baño 

Maria con a gitación a 120 r pm durant e 1h. a 37°c. Después se 

ag r egó a cada tubo 2 ml de agar suave, con requer imi e ntos minimcs 

de hi stidina y biotina C0 . 5 mM), derretido a 45°C., se agitaron por 

tres segundos en un vort ex CFisher modelo 12-812) y se virtieron 

en cajas petri con medio mi nimo de Vogel-Boner, el contenido d e 

las cajas petri s ·e dej ó solidificar a t e mperatura ambiente y se 

incubaron invertidas durante 48h. a 37°C. Finalmente se contó el 

número de revertantes histidina + en un cuenta colonias. 

En cada exper i mento se incluyó como control a la cepa libre de 

compuestos, los control e s negativos fueron la cepa con mezcla 

S9 y la cepa con cada uno de los sol v entes utilizados en las 

soluciones de antibi ó ticos y en las soluciones antioxidantes. Para 

los control es positivos se usaron mutágenos conocidos CMitomicina 

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

Se consideró al compuesto como antimutagénico si fue capaz de 

r e ducir el número de revertantes inducidas por el fármaco 

estudiado a las obtenidas en e l control negativo. 

CONCENTRACI ON MI NI HA I NHI BI TORI A CM. I. C. ) 

La concentrac i ón minima inhibitoria se realizó con la técnica de 

dilución en placa de agar, según lo rec omendado por CWaitz 1990) 

a) PREPARACI ON DE LAS CAJAS PETRI. 

En una serie de tubos d e ensaye C13 x 100) con tapón d e rosca, 

se agregó por tubo, 10 µl de una solución de ácido p ipemidi co 6 10 

µl de una soluci ó n de norfloxacina ó 10 µl de una solución de 

ácido nalidixico, cada una diluida con Na OH O. 001N, e n 

concentraciones crecientes de O . 7 µ g/ml a 700 µg/ml, de O. 007 

µg/ml a 700 µg/ml y de O. 0015 µg/ml a 150 µg / ml respectivamente, 

500 µl de mezcla S9 y 10 µl de una solución de ~-caroteno diluido 

e n aceite mineral de parafina , en concentraciones crecientes de 15 

µg / ml a 300 µg/ml. 
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El c o n tenido d e los t ubo s s e ll ev-ó a 1 ml con Buf fer de fosfato 

pH 7 . 4 , se agit aron manualment e y se virtieron e n c ajas petri., a 

l a s que se 

45°C. Las 

l es adicionó 9 ml. de agar Mueller Hinton , derretido a 

movimientos cajas se a git a ron manualmente, con 

circul a r es , para mezclar l os componentes y s e dejaron solidificar 

a temperatura a mbiente . Como control se utilizaron cajas petri 

pr e paradas en la forma citada pero s in ~-caroteno. 

b) ESTUDI O DEL EFECTO BACTERICIDA. 

Se estudio e l efecto b ac tericida de los antibióticos con y s in 

~-caroteno para 20 cepas de E:scherichia col.i uropatógenas aisladas 

de pacientes que ac udieron al Laboratorio de Investigaci ón 

Mi crobiol ógica del Hospital Juárez de México y la cepa de 

Salmonel. l.a l yph i. m'Uri.'Um. TA 102. De cada una de las cepas 

bacterianas se hizo un cultivo de 16h. en caldo nutritivo, del 

cual se hici e r o n suspensiones con soluci ó n salina isotónica CNaCl 

0. 85%) hasta t e ner 1 x 105 U.F.C . /ml. Posteriormente, con una 

mi c ropipeta clinipette se agregó, por caja p e tri, 10 µl de cada 

uno d e los 21 cultivos bacterianos. Los inoculas s e colocaron en 

hil e ras sobr e la supe rficie del agar separ a dos unos de otros por 

una distancia de 4 a 5nun, se esperó h as ta que secaron a 

temperatura ambiente y se incubar on las caj as invertidas durante 

1 8 h. a 37°C. Después se observó la presencia o ausencia de 

crecimiento bacteriano e n los inoculas . 

Finalme nte se cal culó el porcentaje de cepas resistentes y 

sensibles que presentó cada una de las cajas p e tri con las 

diferentes dos is de los medica mentos , e n presencia y ausencia del 

~-caroteno, para determinar su efecto sobre la acci ó n bactericida 

de los medicament os . 
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RESULTADOS. 

TOXICIDAD DE B-CAROTENO Y ALFA TCX::OFEROL 

Al inicio de este estudio, con el fin de conocer el efecto 

tóxico del 8 -caroteno y a -tocoferol, se realizaron e nsayos de 

sobrevida, en los que se observó que las dosis más altas 

estudiadas de los antioxidantes, (3-caroteno 1500 µg/caja Ctabla # 

1) y a-tocoferol 4000 µg / caj a C tabla # 2) , no tuvieron efectos 

tóxicos en la cepa S. typhi.m:u.ri.um.. TA102. 

EFECTO MUTAGENICO DE BETA CAROTENO Y ALFA TOCOFEROL. 

Una vez descartado el posible efecto tóxico de estas sustancias 

se realizaron ensayos de mutagénesis (figura # 1), en los que se 

comprobó que el (3-caroteno y el a -tocoferol no presentaron efectos 

mutagénicos sobre la cepa en estudio, con las mismas 

concentraciones utilizadas en los ensayos de sobrevida. 

EFECTO ANTIMUTAGENICO DE ALFA TOCOFEROL. 

En cuanto se comprobó que el (3-caroteno y el a -tocoferol no 

fueron tóxicos o mutagénicos para la cepa de S . 

se procedió a trabajar estas sustancias 

antimutagénesis. 

typhi.m:u.ri.um. TA102, 

en e nsayos de 

Los resultados obtenidos en estos ensayos de antimutagénesis con 

a-tocoferol, mostraron que dosis e ntre 40 y 4000 µg/caja no fueron 

capaces de disminuir el efecto mutagénico inducido por la 

norfloxac ina como se observa en la figura # 3, ni el efecto 

mutagénico inducido por el ác ido pipenúdico, como se observa en la 

figura # 2, en la cepa. Por tal motivo el a-tocoferol d e la marca 

Roche no se utilizó en este trabajo para realizar estudios de MIC 

o corno anti mut á geno en ácido nalidixi c o . 
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TABLA 1 

PRUEBA DE SOBREVIDA EN Sa LlnoneLLa lyphimuriwn TA102 CON ~-CAROTENO 

10 µl 

COMPUESTO EN 

µg/CAJA 

o.o 

DE ACEITE MINERAL 

DE PARAFINA 

~-CAROTENO 

0.1 5 

1. 5 

1 5 .0 

150.0 

1500.0 

UFC/CAJA 

943 

919 

91 6 

906 

944 

906 

863 

Cada dato repres e nta e l promedio de 

e n t r es e nsayos diferentes. 

23 

% DE SOBREVIDA 

100.0 

97.4 

97.1 

96.1 

100.1 

96.1 

91. 4 

nueve cajas efectuadas 



TABLA 2 

PRUEBA DE SOBREVIDA EN S. typhim11I'iwn. TA102 CON a-TOCOFEROL 

COMPUESTO EN UFC/CAJA X DE SOBREVIDA 

µg /CAJA 

o.o 719 100.0 

10 µl DE DMSO 714 99.1 

a -TOCOFEROL 

0.4 726 100.9 

4.0 687 95.5 

40.0 700 97.3 

400.0 682 94.7 

4000.0 723 100.4 

Cada dato representa el promedio de nue'<e cajas efectuadas 

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

RE VE RTANTES HI STIDINA + 
600 

300 >- . 

200 

100 

o 15 150 

ug/CAJA. 

1500 

beta-caroteno --f- al fa-tocoferol 

FIGURA 1 

Estudio d e l efecto mutagénico de a-tocoferol y ~-caroteno en 

S. l yphi muriwn TA102, utilizando el método de preincubación con 

activaci ó n metabólica. U.I. Unidades Internacionales C2 U.I. = 4mg 

a-tocofero l, 800 U.I. = 1.5mg de ~-caroteno). Reversión espontánea 

de T A102 C 509) Revertarites Histidina + Controles positivos: 

Mitomicina e ( 5736), 2 -aminoantrac eno (1822). 
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ANTIMUTAGENESIS DE ALFA-TOCOFEROL EN MU
TACIONES INDUCIDAS POR ACIDO PIPEMIDICO 

2400 

2200 

2000 

1800 

1800 

1400 

1200 

1000 

800 

800 

400 

200 

REVERTANTES HISTIDINA + 

0'--~---'~~~~~--'-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

o.o 3 .5 

- OU.I. 

7.0 

ug/CAJA 

-+- 0.2 U.I. 

FIGURA 2 

70.0 700.0 

--*-- 2 U.I . 

Efecto antimutagénico de a-tocoferol en mutaciones inducidas por 

ácido pipemidico en S. typhi.m:uri.v.m. TA102, utilizando el método de 

preincubaci ó n con activación metabólica. u. I. unidades 

internacionales (2 U.I . = 4mg de a-tocoferol). Reversión e s pontánea 

de TA102 C591) Revertantes Histidina + Controles positivos : 

Mitomicina C C1946), 2 - aminoantraceno C1822) . 

Mutaciones inducidas con ácido pipemidico sin a -tocoferol 

-+- Efecto con O. 2 U. I. de a-tocof"erol. 

~ Efecto con 2 U. I. de a-tocoferol. 
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ANTIMUTAGENESiS DE ALFA-TOCOFEROL EN 
MUTACIONES INDUCIDAS POR NORFLOXACiNA 

REVE RTANTES HISTIDINA + 
2800~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

2600 
240 0 
2200 
200 0 
1800 
1600 
1400 
1200 
1000 
800 
600 
400 
200 

...... ~:~~~::::~~~~~~== ........................................... . 
e; .. . ······ · · · ·· · · · · · ······· ·· ········· · • . .. . .. . . . . . .. . . . .. .. . • .. 

O'--~~-'-~~~~~~~L-~~~~~~-"-~~~~~~-'-~~--' 

o.o 0.035 0.07 0.7 

u;¡/CAJA 

- OU.1. -t- 0.2 U.I. ~ 2U.I. 

FIGURA 3 

Efe cto antimutagé nico del a -tocoferol en mutaciones inducidas por 

norfloxacina en 5 . l y phi.m:ur i.wn. TA102, utilizando el método de 

preincubaci ó n c o n activación metabólica. u. I. unidades 

internacional e s C2 U. I . = 4mg a-tocoferol) º Reversión espontánea 

d e TA102 C474) Revertantes Hi st.i di na + Controles positivos: 

Mi t o mic i na C C8144) , 2-aminoantraceno C4760) . 

Mutac iones inducidas con norfl o xacina sin a-tocoferol . 

-+- Efec to c o n O. 2 U. I. de a -tocofe r o l. 

-*- Efecto con 2 U.I. d e a -tocoferol o 
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EFECTO ANTIMUTAGENICO DE BETA CAROTENO. 

Los resultados obtenidos en ensayos de antimutagénesis con 

~-caroteno, mostraron que este compuesto fue capaz de inhibir las 

mutaciones inducidas por ácido pipemidico en S. typh.i.m:uri.LU7l. TA102 

empleando el método de preincubación con la mezcla S9, como se 

muestra en la figura 4. 

Este efecto antimutagénico también se observó sobre mutaciones 

inducidas por norfloxacina, con el mismo método, como se observa 

en la figura 5. Asi mismo, estudiando una quinolona previamente 

reportada como generadora de radicales libres, ácido nalidi xico 

CDe Marini y Lawrence 1992), en este estudio se muestra que el 

~-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 ~-caroteno cuando la 

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

REVERTANTES HISTIDINA + 
1100~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

1800 
1500 
1400 
1300 
1200 
1100 
1000 
000 
800 .. . .... .... . . 

700 
800 
500 
40 0 
300 
200 -
100 
O'--~~__,_~~~~~~-'-~~~~~~-'-~~~~~...=ig._~~~ 

o 7 70 700 

t_,g/CAJA 

- OU.I. -+- 80 U.I. --*'- 800 U.I. -e- 1500 U.I. 

FIGURA 4 

Efect o antimutagénico del ~-caroteno en mutaciones inducidas por 

ácido pipenúdico en 5. typh.im:uriwn. TA102, utilizando el método de 

preincubaci ó n con activación metabólica. u. I. unidades 

internaci onales (1600 u.r. 3mg de ~-c aroteno). Reversión 

espontán ea de TA102 C361J Revertantes Histidina + Controles 

positivos: Mitomi c ina C C1089J , 2-aminiant.raceno C3398 J. 

Mutac iones inducidas con ácido pipenúdico sin ~-caroteno. 

-+- Ef ect o antimutagénico con 80 U. I. de ·~-caroteno. 

~ Efec to antimutagénico con 800 U.I . de ~-caroteno. 

-a- Ef e cto antimutagénico con 1 600 U.I. de ~-carol.eno. 
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ANTIMUTAGENESIS DE BETA-CAROTENO EN -¡ 
MUTAC10NES INDUCIDAS POR NORFLOXACINA 1 

CON ACTIVAC/ON ME7ABOLICA. 

REVERTANTES HISTIDINA + 
2000~~~~~~~~~~~~~~~-~~~~~~~~~~~~-, 

1800 

1600 

1400 

1200 

1000 

800 

eoo 

400 

200 

ol_~_1_~~~_L~~~~i__~~~-'l'Ei;=;¡;;;--~-->f-------~~~-*-~~ 

o.o 0.07 0.7 7.0 70.0 700.0 

ug/CAJA. 

- O U.I. -1- 800 U.I. -+--- 1600 U.I. 

FIGURA 5 

Efecto antimutagénico del (l-caroteno en mutaciones inducidas por 

norfloxacina en S. typhi.m:w.-i.um. TA102, utilizando el método de 

preincubación con activación metabólica. u. I. unidades 

internacionales (1600 U.I. 3mg de (l-caroteno). Reversión 

espontánea de TA102 C401) Revertantes Histidina + Control es 

positivos: Mitomicina C TOXICA, 2-aminoantraceno C1709). 

Mutaciones inducidas con norfloxacina sin (l-caroteno. 

-+- Efecto antimutagénico con 800 U. I. de (l-caroteno. 

____,¡:- Efecto anti mutagéni co con 1600 U. I. de (l-c.arot.eno. 
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ANTIMUTAGENESIS DE BETA-CAROTENO EN 
MUTACIONES INDUCIDAS POR NORFLOXACINA 

SIN ACnVACION MErABOUCA 

REVERTANTES H\SllDINA + 
2soo~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-. 

2600 .... ... ... . . 

2400 
2200 
2000 
1800 
1600 
1400 
1200 
1000 
800 
600 
400 . :¡; · 
200 H O 

o 0.007 0.07 0.7 

ug/CAJA 
7 

O U.1. --t- 1600 U.I. 

FIGURA 6 

70 700 

Efect,o antirnutagénico del (1- caroteno en mutaciones inducidas por 

norf loxacina en 5 . lyphim:urium. TA102, utilizando el método de 

p reincubación sin activación metabó lica. u. I. unidades 

internacionales (1600 U.I. 3mg de (1-caroteno). Reversión 

espontánea de TA102 (357) Revertantes Histidina 
+ 

Control 

positivo: Mitomicina C C7752). 

Mutaciones inducidas con norfloxacina sin (1-caroteno. 

--t- Efecto con 1600 U. I. de (5-carot eno. 
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ANTIMUTAGENESIS DE BETA-CAROTENO EN MU
TACIONES INDUCIDAS POR ACIDO NALIDIXICO 

REVERTANTES HISTIDINA + 
2200~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~----, 

2000 .. ... .. ... ... .. .. .. ......... ... .. ......... .. ..... ... . . . 

1800 

1600 

1400 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200 

ol_~__¡_~~~--1~~~~-'-~~~~'--~~~-L~~~--"*-~~ 

o.o 0.01 0.10 1.0 10.0 100.0 

ug/CAJA 

- O U.I. -+--- 800 U.I. --*- 1600 U.I. 

FIGURA 7 

Efecto antimutagénico del (3-caroteno en mutaciones inducidas por 

ácido nalidixico en S. typhim1..1.riwn. TA102, utilizando el método de 

preincubación con activaci ó n metabólica. u. r. unidade 

internacionales (1600 u.r. 3mg de (3- caroteno). Reversión 

espontánea de TA102 C322) Revertantes Hi s tidina + Controles 

positivos: Mitomicina e (2646), 2 -aminoantraceno (969). 

Mutaciones inducidas con ácido nalidixico sin (3-caroteno. 

-+--- Efecto antimutagé nico con 800 U. I. de (1-caroteno. 

~ Efecto antimutagénico con 1600 U. I. de (3-caroteno. 
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EFECTO DEL B-CAROTENO EN LA ACCION BACTERICIDA 

PIPEMIDICO, NORFLOXACINA, Y ACIDO NALIDIXICO. 

DE ACIDO 

Como se muestra en la tabla 3 la concentración bactericida del 

áci do piperrúdico, la norfloxacina y el ácido nalidixi co no varió 

en las placas que conteni an 300 µg/ml de rs-caroteno 

a 1600 U.I.) comparadas con las cajas que no 

antimutágeno. 

C equivalentes 

contenian el 

En estas pruebas se cons i deró que el ~-caroteno no interfirió 

con el efecto bactericida de los tres antibióticos, por no estar 

presente la mezcla S9. 

Por lo que se realizaron pruebas en presencia de mezcla S9. En 

estos estudios Ctabla 4) se demostró que el ácido piperrúdico, la 

norfl oxacina y el ácido nalidixico en presencia de la mezcla S9, 

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

EFECTO DEL ¡'1-CAROTENO SOBRE LA ACCION BACTERICIDA DE QUINOLONAS 
EN AUSENCIA DE MESCLA S9 

CONCENTRACION DEL 
ANTIBIOTICO EN µg/rnl 

á cido pi p e nú dico 

0.7 
0 .7 
7.0 
7.0 

70.0 
70.0 

700.0 
700.0 

norfloxacina 

0.007 
0.007 
0 . 07 
0.07 
0.7 
0.7 
7 .0 
7.0 

70.0 
70.0 

700 . 0 
700.0 

á cido nalidixico 

0.015 
0.015 
0.15 
0.15 
1. 5 
1. 5 

15. o 
15. o 

150. o 
150.0 

CONCENTRACION DEL 
¡'1- CAROTENO EN µg/rnl 

o 
300 

o 
300 

o 
300 

o 
300 

o 
300 

o 
300 

o 
300 

o 
300 

o 
3 00 

o 
300 

o 
300 

o 
300 

o 
300 

o 
3 00 

o 
300 

" DE 
SENSIBLES 

o.o 
o.o 

33.4 
33.4 
33.4 
33.4 

100. o 
100.0 

o.o 
o.o 

33.4 
33.4 
33. 4 
33.4 
33 . 4 
33.4 
62.0 
62.0 

100. o 
100. o 

o.o 
o.o 
4.8 
4.8 

28.6 
28 .6 
33.4 
33.4 
38. 1 
38.1 

Y. DE 
RESISIENTES 

100.0 
100.0 

66 . 6 
66.6 
66.6 
66 .6 
o.o 
o.o 

100.0 
100.0 

66.6 
66.5 
66.6 
66 . 6 
66 . 6 
66 . 6 
38.0 
38.0 
o.o 
o.o 

100.0 
100.0 

95.2 
95.2 
71. 4 
7 1. 4 
66.6 
66.6 
61. g 
61. g 

Cada dato r epresenta el promedio de o cho cajas efectuadas e n 

cuatro e nsayos diferentes . 
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TABLA 4 

EFECTO DEL ~-CAROTENO SOBRE LA ACCION BACTERICIDA DE QUINOLONAS 

EN PRESENCIA DE MEZCLA S9 . 

CONCENTRACION DEL CONCENTRACION DEL ~ DE Y. DE 

ANTIBIOTICO EN µg / ml ~-CAROTENO EN µg / ml SENSIBLES RESISTENTES 

ácido pipe núdico 

0.7 o o. o 100 . 0 
0.7 3 0 0 o.o 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 o. o 
700.0 300 100 . 0 o.o 

norfloxacina 

0.7 o 33.4 66.6 
0.7 300 33.4 66.6 
7.0 o 33.4 66.6 
7.0 300 33.4 66.6 

70.0 o 62.0 38.0 
70.0 300 62 . 0 38.0 

700 . 0 o 100.0 o. o 
700 . 0 300 100.0 o.o 

á cido nalidixico 

0.15 o 33.4 66.6 
0 . 15 300 33.4 66.6 
1. 5 o 33.4 66.6 
1. 5 300 33.4 66.6 

15. o o 33.4 66. 6 
15. o 3 00 33.4 66.6 

1 5 0.00100. 00.0 
150.03 00100.00.0 

Cada dat o representa el promedio de ocho cajas efectuadas en 

cua tro e nsayos diferentes. 
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DISCUSION 

En trabajos anteriores, se ha reportado que los rnetabolitos del 

ácido pipemidico y la norfloxacina no son capaces de producir 

mutaciones puntuales, por corrimiento de formato o por 

substitución de bases en el par GC, en las cepas de la prueba de 

Ames CTA98, TA100 y UTH8414), pero la norfloxacina o sus 

metabolitos fueron capaces de inducir mutaciones en las cepas 

TA102 y TA104, mientras que los metabolitos de ácido nalidixico, 

generados in uitro en presencia de higado de rata inducida con 

aeroclor 1254 fueron mutagénicos para la cepa de SaLmoneLLa 

typhimurium TA102 CArriaga Alba et. al. 1994, Barran Moreno 1995). 

También se ha demostrado, que algunas quinolonas como el ácido 

nalidixico y oxolónico, con estructura similar al ácido pipemidico 

y norfloxacina, son capaces de revertir a la cepa TA102 mediante 

transiciones, transver·siones y deles iones C Goke 1991). Estas cepas 

hisG428 CTA102 y TA104), a diferencia de anteriores hisG46, 

detectan mutágenos por substitución de bases en el par AT., y 

fueron diseñadas para la detección de mutágenos oxidativos CLevin 

et.al. 1982). 

En el presente trabajo sólo se utilizó la cepa de 5. 

TA102, con · el método modificado de preincubación de la 

typhimurium 

prueba de 

Ames, con activación metabólica, por que 

efecto mutagénico de estas quinolonas a 

permite detectar el 

diferentes dosis. 

Considerando los resultados antes mencionados, se puede pensar que 

estos antibióticos inducen mutaciones puntuales en el DNA mediante 

un mecanismo similar el cual implica la generación de radicales 

libres. 

La principal causa endógena de lesiones en el DNA, son los 

radicales libres oxige no, asi mismo, debido a que los 

oxidativos exógenos pueden producir daños severos al 

et. al. 1985, Feíg et. al. 1994), se ha hecho necesaria 

compues tos 

DNA, (Ames 

la busqueda 

de sustancias que prevengan o disminuyan el daño ocasionado al DNA 
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por e s p e cies reacti v a s de oxigeno º Consec u entement e , en es t e 

t r abajo s e es t_u d io s i la ac t i vidad mut a g é ni c a de l.as quinolonas; 

norfloxac i na , á cido pipemidico y á c ido nalidixico, puede s e r 

reducida con compone n tes antiox idantes que s e encuentren 

normalment e e n la diet a . 

El ~-caroteno y el o -tocoferol son potentes antioxidantes 

CBurton e Ingold 1984, Niki et.al. 1987) utilizados en la industria 

alimenticia como pr e servadores CLawrence 1990), que de manera 

natural se encue ntran en muchos alimentos en cantidades minutas, 

su función es atrapar radicales libres y se ha reportado que 

pueden funcionar como anticarcinógenos (Ames 1983). 

La vitamina A, cuyo precursor es el ~-caroteno, puede ser tóxica 

en concentraciones eleva das por lo tanto, en este trabajo se 

aplicaron ensayos de sobrevida y ensayos de mutagénesis con el 

método de Ames, independientemente para o-tocoferol y ~-caroteno, 

en los que se 

concentracione s de 

presentaron efectos 

typhimurium TA102. 

determinó 

4000 y 

tóxicos 

que estos 

3000 µg/caj a 

o mutagé nicos 

antioxidantes 

respectivamente) 

para la cepa 

Cen 

no 

5. 

Posteriomente se aplicaron ensayos de antimutagénesis con el 

método de Ames, en los que se encontró que el o-tocoferol, 

contrariamente a lo que se esperaba, no tuvo ningún efecto 

antimutagénico Cver figuras # 2 y 3 ), el número de revertantes 

histidina + es muy similar al valor obtenido con los antibiótico s 

(ácido pipemidico y norfloxacina) en ausencia del o-tocoferol. Sin 

embargo, estos resul lados se explican por que generalmente los 

l a boratorios que producen y comercializan el a-tocoferol presentan 

a es t e produc to e n forma de a c etato de o-tocoferol. En esta forma 

se di f icul ta que el grupo f enólico, responsable de la captura del 

oxi geno, reaccione con el mismo, originado asi que el acetato de 

o - tocof e r ol pueda ser un compuesto más e stable, sin embargo esto 

también impide su f unci ó n como antioxidante CLawrence 1990). 
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Por otro lado se considera la hipótesis de que el acetato de 

cx-tocoferol en presenc ia de (5-NADP, G6P y ci tocromo P450 pueda 

sufrir reacciones de óxido-reducción generando acetaldehido que es 

mutagé nico para S. typhi~urium. TA102 CLevin et, al . 1982). Debido 

a esto aqui terminaron la investigaciones que se realizaron con 

cx-tocoferol, haciéndose la observación de que es necesario la 

utilización de vitamina E quimicamente pura d-cx-tocoferol con un 

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

En los ensayos de antimutagénesis con (5-caroteno, utilizando el 

método modificado de preincubación con activación metabólica in. 

vi lro de la prueba de Ames, se encontró que el (5-caroteno fue 

capaz de contrarrestar el efecto mUtagénico del ácido piperrúdico, 

la norfloxacina y el ácido nalidixico. Estos resultados dejan en 

claro que el mecanismo por el cual estos antibióticos inducen 

mutaciones en el ADN de la cepa TA102 es debido a la generación de 

radicales libres, ya que en presencia del (5-caroteno, el cual es 

un atrapador de radicales libres CBurton e Ingold 1984), el efecto 

mutagénico de estos antibióticos desaparece. También hay que hacer 

notar que el efecto antimutagénico del (5-caroteno se logró con 

dosis de 800 U.I. de (5-caroteno para á cido piperrúdico y 1600 U.I. 

para norfloxacina y ácido nalidixico, estas dosis son inferiores a 

las dosis terapéuticas recomendadas para pacientes con deficiencia 

de vitamina A 5000 U.I. CKrause 1970). Estos resultados nos dan 

una pauta para sugerir que una dieta rica en alimentos con 

(5-caroteno, como el jugo de zanahoria y otros vegetales amarillos, 

junto con la toma de los medicamentos pude ser de mucha utilidad 

en la prevención de posibles daños genotóxicos en pacientes 

tratados con estas quinolonas. 

Por otro lado, se observó que el efecto antimutagénico del 

(5-caroteno no fue notori o e n norfloxacina cuando no se utilizó la 

mezcla S9 figur a d 7 , lo que sugiere que la molécula de (5- 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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ant imut a g é ni. c o pueda ser observa.do ( acti vidad biológica d e 

vi t amina A) . Para comprobar esto puede r e petirse este trabajo 

utilizando a lgunas pr e sentaciones de la vit a mina A disponibl es en 

e l comer c i o como All trans Retinol al 70% o 13-cis-re tinol al 85"· 

La norfloxac ina se es tudió de e sta manera por que es el .único 

antibiótico que por si mismo induce mutaciones en l a cepa TA102. 

los Los resultados obtenidos en este trabajo difieren con 

obtenidos por Han en 1 992, él en su experimento sobre el 

de 5 ant imut ágenos comun es de la dieta C~-caroteno, 

ret inoico, vi lamina A, vi lamina C y vi lamina E) observó 

ninguno inhibó las mutaciones en la cepa TA104 inducidas 

peróxido de hidrógeno. Esto posiblemente se debe a que 

efecto 

ácido 

que 

por 

los 

radicales libres actuan por diferentes mecanismos y por tanto son 

inhibidos por diferentes tipos de antimutágenos. Consecuentemente, 

el hecho de que el ~-caroteno haya funcionado como un buen 

antimutágeno para inhibir el efecto mutagénico inducido por estos 

antibióticos, no si 9 nifica que pueda ser utilizado con el mismo 

éxito en contra de otros mutágenos aunque estos sean de tipo 

oxida ti vo. 

Como un tr a bajo a parte, es conveniente 

otros inhibidores de radicales 

mutagénica de estas quinolonas, 

libres 

para asi, 

probar 

tengan 

tener 

el 

sobre 

una 

efecto que 

la acción 

visión 

clara de las especies de radicales libres generadoras de 

DNA sobre las cuales actúa el ~-caroteno . 

daño 

más 

al 

Para conocer si el efecto anti mutagénico del 

la actividad bactericida del á cido pipemidico, 

~-caroteno alteró 

la norfloxacina y 

e l ácido nalidixico, se realizaron estudios con la técnica de 

diluci ó n en placa de aga r, para 20 cepas de Es cherichia coli 

ur o patógenas y la cepa de S. t yph im.11ri11m. TA102, con activación 

metabóli c a (tabla # 3) y sin a ctivación me tabólica Ctabla # 4) en 

l os que se d eterminó que una concentrac ión de 300 µg/ml de 

~-caroteno no interfirió con el efecto t e rapéutico in vitro de 

es t a s tres quinolonas, independienteme nte de la presencia o 

ausencia d e la mezcla S9 . Estos resultados nos indican que la 
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act ividad bactericida de los tres a ntibi ó ticos no es producto de 

l .a generación d e radicales libres , l o que esta de acuerdo con 

numerosos r e portes que señalan que en la bacteria, el blanco 

principal es la DNA girasa, una enzima bacteriana esencial para la 

replicación del DNA CChu y Fernandes 1989, Drlica 1987, Sutcliffe 

1989) 

Consecuentemente, con los resul lados 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 daños genotóxicos, empleando 

una antimutágeno que se encuentra en forma natural y que no 

alterara el efecto bactericida de los fármacos a las dosis 

terapéuticas estudiadas. 
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CONCLUSIONES 

1. - El cx-tocoferol y el (?-carote n o no s on tóxicos ni mutagénicos 

para la cepa SaLmoneLLa typhimurium TA102. 

2. - El preparado farmac é utico de la vi lamina E, marca Roche, no 

inhibe las mutaciones por substitución de bases que el ácido 

pipemidico, la norfloxacina y el ácido nalidixico, inducen en 

la cepa SaLmoneLLa typhimurium TA102. 

3. - El (?-caroteno es antimutagénico en mutaciones inducidas por 

el ácido pipemidico, la norfloxacina y el ácido nalidixico en 

SaLmonei ia typhim.urium TA102. 

4.- El efecto mutagénico producido por el ácido pipemidico, la 

norfloxacina y el ácido nalidixico, en Saimon.eLLa typhimurium 

TA102, se debe a la generación de radicales libres, que al 

ser capturados por el (?-caroteno inhibe su efecto mutagénico. 

5. - El (?-caroteno es un antioxidante que no interfiere con la 

actividad bactericida del ácido pipenúdico, la norfloxacina y 

el ácido nalidixico. 

6. - Los metaboli tos del (1-caroteno, generados in vi tro, tampoco 

afectan la actividad bactericida de las tres quinolonas 

estudiadas. 

7.- El (?-carot e no puede ser útil en la dieta de pacientes tratados 

con quinolonas para disminuir posibles ri esgos genotóxicos. 
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APENDICE 

*MEDIO MINIHO DE VOGEL BONNER. 

Ingredientes para 400.0 ml 

AJ Agar.. ..••••••.. ..•.••.•....• ..•••••.. •. ..•. ..•• .. •. 7.5 g 

Dextrosa. . . • . • . . • . . • • • • . . . . • • . • • • • • • . . . . . . . . • . . • . • . . 1 O. O g 

Agua destilada .••....•.••.•.•.•.•••.•••..•.•.••...•. 400. O ml 

8) SALES DE VOGEL BONNER. para 100 ml 

Sales de Vogel-Bonner •.•••.. .•••••••.••.•.••••..••.••• 10 ml 

Agua destilada .••...•••••..•••••••••..•.••.••.•..•.•. 90 ml 

Esterilizar a 121 ºe 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 45°C ••••.•••••••••.•..•...•••••.••• 670 ml 

Sulfato de Magnesio CMgS04 7 HzO) ••••......••.•••••• 10 g 

Acido Citrico monohidratado ••••••.•••.••.•.•••••.•.• 100 g 

Fosfato de Potasio dibásico Canidro) CKzHP04) •••..•• 500 g 

Fosfato de Sodio y Amonio CNaHNH4CP04 4Hz0) •..••... • 175 g 

Agregar las sales en el orden indicado en W"l matraz de 2 litros 

con agua destilada a 45°C y agitación magnética. Permita que cada 

sal se disuelva completamente antes de agregar la siguiente. 

Distribuya la solución en matraces de 1 litro con tapón de 

algodón. Esterilice en autoclave durante 20 minutos a 121°c. 
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1"SOLUCION DE HISTIDINA 0 . 1 M/BIOTINA O. 5 mM CONCENTRADA. 

Ingredientes para 100 m.l 

L-Histidi na 0.1 M ••••••••••• •· • ·• • •••••••••• • ••• • •• • 1.5516 g 

D-Biotina O. 5 mM. . . . . . . • • . . • . . . • . . • . • • • . • • . . • . • . . • O. 01 22 g 

Agua destilada CHzO) ••••.•..•.•.•.•.••.•.••...••.•.• 100 m.l 

Disuelva la histidina por calentamiento en agua a punto de 

ebullición. Esterilice en autoclave durante 20 minutos a 121 ºc. 
Almacenar la solución en botellas de vidrio a 4°C. 

En ensayo de mutagénesis agr e gar 10 ml por cada 100 ml de agar top. 

*SOLUCION DE HISTIDINA O. 5 mM/BIOTINA O. 5 mM 

MINIMOS 

REQUERIMIENTOS 

Ingredientes para 100 m.l 

t-Histidina 0.5 mM •••••••••••••••••••••••••••••••••• 0.0077 g 

D-Bioti na O. 5 mM. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O. 0122 g 

Agua destilada CHzO) .••.....••••.•••••.••.•.•••.•••• 100 m.l 

*SOLUCION DE AMIPICILINA. 

Ingredientes para 1 OO. O m.l 

Solución de Ampicilina C8mg/m.l) •••••..•••••••••••••• 0.8 g 

Hidróxido de Sodio CNaOH) C0.02N) •..••••••.••••••.•• 100.0 ml 

No es necesario esterilizar la solución de ampicilina, pero debe 

ser filtrada en fil tras de membrana de O. 22-µm. Almacenar en 

botellas de vidrio a 4°C. 
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•SOLUCION DE TETRACICLINA. 

Ingredientes p a ra 100.0 ml 

Soluci ó n de Tetraci c lina C8mg/ml ) .•.. • • •• • • • ...• • .. , 0. 8 g 

Aci d o Clorhidrico CHCl) C0,02 N) .•.. . .. . .. . . .• • •. • .. 100.0 ml 

•AGAR SUAVE CDE SUPERFICIE) 

Ingredientes para 1000 ml 

Agar •..••.•••.•.•...•••.•.•.••••••••.•.•....•••••••• 

Cloruro de Sodio CHCl) .••••••.•••••..•.•.....••••••• 

Agua destilada • • •••••••••.•••••••••.•..•..•.•••...•• 

6 g 

5 g 

1000 ml 

Mezcle completamente las sustancia y transfiera alicuotas de 100 

ml en botellas de vidrio de 250 ml con tapón de rosca. Esterilece 

en autoclave durante 20 minutos a 121°c, con el tapón flojo. Deje 

enfriar y apriete el tapón. Almacenar la mezcla a 4°C. 

•BUFFER DE FOSFATOS C0.2M) pH 7.4 PARA ENSAYOS DE MUTAGENESIS CON 

MEZCLA S9. 

Ingredientes para 500 ml 

Fosfato monobásico de Sodio C O. 2) C NaHzP04 • HzO).. • 60 ml 

(13. 8 g/500 ml) 

Fosfato dibásico de Sodio C0.2) CNazHP04) ••••••••••. 440 m1 

C 14. 2 g/500 mD 

Estos son valor e s aproximados. Revisar el pH. Si es muy bajo 

agr e gar Fosfato dibásico d e Sodio CO. 2M) pH 7. 4. Esterilizar en 

autoclave a 121°c por 20 minutos. 
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* MEZCLA S9 PARA ENSAYOS DE MUT AGENESI S 

para 20.0 ml 

¡1-NADP •••• • ••••••• • • •• • • • •• • .••• • •• • ••. • ••••••••• •• • 

G6P. • ••••• • • •••• • ••• • • • •••••• • •••••• • ••••• • • •• • • ••• • 

0.025 g 

0.06 g 

Buffer de Fosfatos.................................. 18. O ml 

Homogenado de higado d e rata........................ 2. O ml 

Solución de cloruros •••••.••••••••.•••••.•.••••••••• 200. O µl 

•SOLUCI ON DE CLORUROS C 1. 65 KCl M +O. 4 M MgCl z) PARA ENSAYOS DE 

MUTAGENESIS CON S9 

Ingredi e ntes para 100.0 ml 

Cloruro de Potasio CKCl) •. •••••••••••••••••••••••••• 12.30 g 

Cloruro de Magnesio CMgClz • 6 HzO) ••••••••••••••••• 8.14 g 

Agua des ti 1 ada HzO. • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 OO. O ml 

Di solver los ingredientes en agua. Esterilizar en autoclave a 

121°C por 20 minutos. Almacenar en botellas de vidrio con tapón de 

rosca a 4°C. 
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