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RESUMEN

La produccion masiva de mas de 70,000 compuestos sintéticos por la industria en
el ambito internacional, los cuales pueden encontrarse como contaminantes en el
medio ambiente, ha obligado al desarrollo de técnicas analiticas que permiten
identificar cuales de estas sustancias son potencialmente mutagénicas. En este
trabajo se instrumentaron dos técnicas analiticas, la de Ames y una modificacion a
esta denominada microfluctuacién, para la deteccién del impacto causado por
compuestos genotdxicos presentes en el agua con base en un sistema biolégico
andlogo: cepas mutantes de Salmonella typhimurium. La prueba de Salmonella
juega un papel importante en la deteccién de mutagenicidad pues posee una alta
especificidad, distincion entre sustancias conocidas mutagénicas y no
mutagénicas, sensibilidad para la deteccion de los compuestos hasta cantidades
del orden de ng/ml y confiabilidad de mas del 95 por ciento. Su papel es una base
que permite estimar el riesgo genético en la identificacion del potencial mutagénico
natural (Kier, 1986) con el objeto de poder prevenir sus efectos sobre la poblacién
humana al estar en contacto con ellas.

Ambas técnicas se estandarizaron para detectar al compuesto quimico difosfato
de cloroquina por razones de disponibilidad, manipulacion practica, actividad
genotoxica conocida y su deteccion por la cepa de Salmonella typhimurium
TA1537, mediante la adicion combinada de un cultivo de esta cepa y solucién del
mutageno problema. A nivel laboratorio se emplearon varias concentraciones del
compuesto quimico a probar. Debe notarse que el procedimiento para la prueba
de microfluctuacion utilizando el equipo Bioscreen C se ha iniciado recientemente,
por consiguiente, no se tienen evaluaciones experimentales realizadas por otros
laboratorios con este equipo aplicandolo a pruebas de mutagenicidad. Debido a
la escasez de datos generados para esta prueba, fue necesario consultar
estudios en los que se realizé el procedimiento tradicional para la prueba de
microfluctuacion y de esta manera mejorar nuestro criterio de procedimiento de
comparacion, con base en la concordancia y sensibilidad.

Para la prueba de incorporacién en placa de Ames se realizaron 14 experimentos.
El analisis de cada concentracion se realizo por triplicado, haciendo un total de 39
cajas por experimento. Para cada concentracién se obtuvo un valor promedio, los
cuales variaron de 18 revertantes por placa para 100 pg/mL y 95 revertantes por
placa para 300 pg/mL. Y para la prueba de microfluctuacion se realizaron nueve
experimentos. En el andlisis de cada concentracion se utilizaron 15 pozos,
haciendo un total de 195 pozos por cada experimento realizado, los resultados de
densidad éptica obtenidos por concentracion de dosis —minima y maxima—
fueron de 0.004 a 100 pg/mbL y 0.051 a 250 pug/mL respectivamente. En ambas
pruebas se incluyeron un control positivo y uno negativo. Y aunque la prueba de
microfluctuacién resulté relativamente mas sensible a ciertas concentraciones que




la prueba de incorporacion en placa de Ames; los resultados obtenidos en este
estudio comparados con los de la literatura fueron similares.

Conclusion respaldada mediante el andlisis estadistico de los datos analiticos
generados utilizando el modelo completo de la curva dosis-respuesta para
examinar las propiedades del procedimiento y efectuar las comparaciones con los
modelos matematicos obtenidos de acuerdo con los siguientes criterios: (1) la
dispersiones de los puntos fueron similares para ambas pruebas; (2) y la exactitud,
y sensibilidad de ambas pruebas fue alta.

Con en estos resultados y el analisis estadistico desarrollado se establecieron los
criterios para considerar actividad mutagénica cuando un resultado de prueba sea
significativo con base en lo siguiente:

1. Prueba de incorporacioén en placa (Ames): cuando se presenta un incremento
doble de revertantes en placas con el compuesto quimico a probar con respecto
a las placas control del solvente (Maron, 1983).

2. Prueba de microfluctuacion: un incremento significativo en el nimero de pozos
con turbidez en el medio que contenia el mutageno con respecto al niUmero de
pozos con turbidez en el testigo negativo (Gilbert, 1980).

El alto rendimiento analitico de ambas pruebas, aunado al hecho de que la
prueba de Ames esta probada y validada, permite afirmar que puede realizarse la
aplicacion de la prueba de microfluctuacion a gran escala para evaluar un ndmero
grande de muestras ambientales. Y el empleo de estas pruebas en conjunto con
otras pruebas de genotoxicidad podria jugar un papel muy importante,
particularmente dentro de esquemas de evaluacion del riesgo ecotoxicolégicos. Es
decir, la asociacion de la prueba de Salmoneila con una o mas pruebas mejoraria
substancialmente Ia sensibilidad predictiva de esta evaluacion.

vi
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, los problemas de calidad del agua en el pais han superado la
contaminacion netamente organica (como la presencia de bacterias). La
contaminacion con metales pesados, plaguicidas y otras sustancias obliga al
desarrolio de técnicas analiticas que detecten efectos mutagénicos y genotéxicos.

La investigacién en los campos de la toxicologia ambiental, genética y molecular,
ha permitido demostrar la vinculacion que existe entre la exposicién a xenobioticos
o0 a la radiacién ionizante y las mutaciones en el ambito de células germinales y
somaticas, asi como la aparicién de malformaciones congénitas, esterilidad, o de
enfermedades degenerativas y cancer (Gonsebatt, 1994).

De acuerdo a la publicacién “Chemical Abstracts”, 10 millones de productos
quimicos fueron registrados hasta el afio de 1984. Aproximadamente 65,725
compuestos distintos estan regulados e inventariados por las agencias
estadounidenses “Food and Drug Administration” y “Environmental Protection
Agency”. La mayoria de estas sustancias no han sido estudiada en cuanto a su
naturaleza téxica y mucho menos en su comportamiento mutagénico (Ehling,
1991).

Ello ha impulsado al desarrollo de una serie de sistemas de prueba y de modelos
experimentales, que han sido la fuente primaria de informacién acerca de los
efectos en la salud y que se toman en cuenta para las evaluaciones de sustancias
toxicas. La falta de esta informacién hace que muchos xenobidticos sean
identificados soélo a través de desastres ecologicos.

Para identificar los mecanismos de accién de un xenobibtico se requiere de una
observacién exhaustiva de los organismos afectados, donde la exposicién muestre
la probabilidad de ocurrencia de un efecto genotoéxico, el cual a su vez incrementa
el peligro de un padecimiento.

La exposicién a sustancias toxicas produce cambios o alteraciones tempranas en
los individuos, estos cambios podrian convertirse en sefiales o marcadores de
prevencion del desarrollo de una enfermedad. Estas alteraciones pueden ser
evaluadas mediante estrategias adecuadas, y correlacionarse con los efectos
observados a largo plazo o en grupos de organismos expuestos en modelos
experimentales.

La magnitud de la alteracion que produce la exposicion a sustancias toxicas
dependera de la naturaleza del compuesto, de la dosis de exposicion y de la
funcién que desempefie en el organismo él (los) tejido (s) afectado (s).

Por ello, los indicadores o marcadores biolégicos son aquellos elementos
relacionados con la actividad de los seres vivos, que permiten determinar eventos



relacionados con su fisiologia de manera cualitativa o0 cuantitativa.
Consecuentemente, la deteccidon de un xenobidtico en los fluidos o tejidos es una
sefal de que el organismo fuvo contacto con éste; por lo que constituira un
marcador de exposicion. Cuando éste ha causado cambios en los organismos, es
posible caracterizarlos cualitativa o cuantitativamente a través de diferentes
estrategias.

En sintesis, los marcadores o indicadores biologicos de efecto son las alteraciones
bioguimicas, fisiolégicas, genéticas o de ofro tipo que, dependiendo de su
magnitud, pueden ser reconocidas como un dafio potencial o efectivo sobre a
salud. Por otro lado, los marcadores biolégicos de susceptibilidad son indicadores
de una limitacion heredada o adquirida de la capacidad de un organismo para
responder a la exposicion a un agente xenobidtico (Gonsebatt, op. cit.).

En general, la accion de los agentes xenobidticos estd relacionada con su
estructura quimica, por lo que las mutaciones pueden resultar de la accion directa
de estos agentes quimicos sobre el material genético o sobre componentes
celulares ligados a él funcionalmente, por ejemplo, los que participan en la division
celular, las proteinas de la cromatina y las enzimas que contribuyen a la
replicacion o reparacion de! &acido desoxirribonucleico (ADN). El dafo asi
producido a través de la mutagénesis, es uno de los peligros toxicologicos no
valorados apropiadamente, a pesar de su repercusion en la salud de los individuos
afectados y sus descendientes. Por consiguiente, es apremiante identificar qué
sustancias del medio ambiente son potenciaimente mutagénicas, con el objeto de
prevenir sus efectos sobre la poblacién humana al estar en contacto con ellas.

Aln cuando los datos epidemiologicos son insustituibles para proveer informacion
directa sobre el efecto en la salud de la poblacion, éstos se obtienen tardiamente.
Por lo tanto, es esencial identificar y detectar en el agua aquellas sustancias
capaces de inducir mutaciones, existiendo para ello la posibilidad de utilizar
bacterias como organismos de ensayo. Esto permite reducir el tiempo de
obtencion de datos a dias en lugar de meses que se requieren cuando se utilizan
animales. Con base en lo anterior, el reto de estimar el peligro que representa un
compuesto dado para el hombre, requiere de un sistema bioldgico para detectar
de manera objetiva la presencia o ausencia de actividad mutagénica de los
agentes quimicos, en estado natural o mezclados. Las evaluaciones con bacterias
han demostrado ser reproducibles, de facil realizacion, relativamente sencillas,
econdmicas y de corta duracion.

Las caracteristicas mas relevantes de las pruebas de este tipo para la
identificacion de mutagenos incluyen dos niveles:

1. Mediante el empleo de las pruebas bioldgicas puede corroborarse si una
alteracién particular del ADN se traduce en una mutacion.



2. La induccion de alteraciones génicas puede determinarse en varias especies
bacterianas: Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Vibrio fischeri y Bacillus
subtilis.

Las lesiones en el ADN inician un complejo proceso celular que en células de
mamiferos puede conducir con el tiempo a un estado canceroso; los agentes que
lesionan el ADN son por lo tanto, mutagenos en potencia.

El ADN es el material hereditario de todas las células vivas, y tanto las lesiones del
ADN, como de los procesos celulares que las representan, son notablemente
similares en las bacterias y en las células humanas: de manera que los resultados
obtenidos con componentes que mostraron ser reactivos con el ADN pueden ser
extrapolados a las especies donde el compuesto, puede producir efectos
similares. Esta es la justificacion teérica que permite sustituir las células de
mamiferos por bacterias en la deteccion de lesiones al ADN. La cual se apoya en
resultados experimentales y practicos: los ensayos bacterianos distinguen entre
sustancias mutagénicas y no mutagénicas, ya conocidas, con una confiabilidad de
mas del 90 por ciento. Asi mismo, se han utilizando pruebas con bacterias
identificando productos quimicos nuevos potencialmente mutagénicos que,
posteriormente, han mostrado su naturaleza mutagénica en pruebas con animales
(Devoret, 1979).

Las cepas utilizadas en las pruebas poseen una alta especificidad y sensibilidad
para la deteccién de los compuestos, pudiendo detectar cantidades del orden de
ug/mbL. Esto permite la deteccion de una gran cantidad de compuestos
mutagénicos, por ejemplo plaguicidas, aminas aromaticas, nitroaromaticas,
poliaromaticas, halometanos y compuestos genotéxicos como aflatoxinas y
organometales.



2. OBJETIVOS

- General
instrumentar dos técnicas analiticas para detectar impactos genéticos causados
por compuestos genotoxicos presentes en el agua.

- Particulares.
Instrumentar la prueba analitica de Ames para la deteccion de mutagenos
mediante cepas mutantes de Salmonella typhimurium.

Instrumentar la técnica analitica de microfluctuacion para la deteccion de
mutagenos a nivel traza en muestras ambientales utilizando las cepas de
Salmonella typhimurium.

Comparar los resultados analiticos de estas técnicas mediante analisis
estadistico, evaluando exactitud y precision.

Proponer en las evaluaciones de calidad del agua el criterio de genotoxicidad y
mutagenicidad, como parametro de evaluacion y prevencion.



3. ANTECEDENTES

El desarrollo experimentado por la humanidad, principalmente en las tres Gltimas
decadas, propicio que la industria produjera masivamente mas de 70,000
compuestos sintéticos, que de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), pueden encontrarse como contaminantes en el medio ambiente. Estos
productos quimicos, innegablemente, han sido importantes en el mejoramiento de
las condiciones de vida de la poblacién, aunque también se ha puesto de
manifiesto que algunos de ellos tienen efectos indeseables, tal como el de inducir
cambios que afecten su material genético. Por lo tanto, ha sido necesario
investigar procedimientos de pruebas réapidas, simples y de costo-eficiente para un
numero siempre mayor de agentes quimicos y muestras ambientales haciendo de
la busqueda un esfuerzo constante.

Se desconoce el nimero exacto de sustancias quimicas o mezclas complejas a
las que el hombre y/o el medio ambiente estan expuestos, mientras tanto se cree
que estan en el orden de millares. Una encuesta realizada en los Estados Unidos
estima que cada afio son introducidas al mercado aproximadamente de 700 a
3,000 nuevos productos quimicos.

3.1 Efectos sobre la salud humana
3.1.1 Enfermedades hereditarias

Los agentes que dafian al ADN son de preocupacion particular porque sus efectos
en el hombre pueden dar lugar a mutaciones, deformidades, enfermedades
degenerativas yf/o canceres. La existencia de estas enfermedades hereditarias se
ha ido reconociendo e incluso en Estados Unidos se ha realizado una estimacion
de las mismas, las cuales han variado de 10 mil a 15 millones por afio (Brusick et
al., 1992). En la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos de estas enfermedades
causadas por mutaciones en células germinales.

Brusick et al., 1992, reportan que estas enfermedades son actualmente incurables,
no existen hasta el momento tratamientos o este es minimo, pudiendo ser
transmitidas a sus siguientes generaciones. AUn no ha sido posible asociar
directamente el mecanismo que se lleva a cabo para la induccion de estas
enfermedades genéticas en el hombre causadas por mutaciones especificas
inducidas por radiaciones o agentes quimicos. No obstante la existencia
comprobada de mutagenos que causan dafios en células germinales en especies
diferentes a la humana y el actual conocimiento sobre genética, mutagénesis y
enfermedades hereditarias, no dejan dudas de la existencia de los riesgos de
induccion de estas enfermedades como consecuencia de la exposicién del hombre
a estos agentes.



Tabla 1. Enfermedades en el hombre causadas por mutaciones en células
germinales, asi como el numero de casos estimados en los Estados
Unidos.

Dislexia 15,000.000
Arteriosclerosis 6,700.000
Cancer 5,000.000
Sindrome maniaco-depresivo 2,000.000
Esquizofrenia 1,500.000
Diabetes juvenil 1,000.000
Enfermedad de rifidn policistico en adultos 500.000
Enfermedad familiar de Alzhaimer 250.000
Esclerosis multiple 250.000
Sindrome del Cromosoma X-fragil 100.000
Anemia falciforme 65.000

Brusick et al., 1992.

3.1.2 Cancer

Colin en 1980, argumentd que, en lugar de tratar de definir un carcinégeno el cual
sigue siendo un dogma, seria mas apropiado considerar una definicion para un
grupo de compuestos que causan toxicidad irreversible, es decir, dafios
irreparables y permanentes a las células o componentes de ella responsables de
transferir la informacion genética a las futuras células.

Una mutacion inducida en una célula somatica puede generar efectos adversos
desde muerte celular hasta la alteracion o pérdida de regulaciéon natural de
proliferaciéon celular. Este ultimo puede llevar a la multiplicacién descontrolada de
células y, por consiguiente, a tumores, cancer y metastasis. La preocupacion
principal de la exposicion de células somaticas a los mutagenos es la induccién de
cancer. :

A pesar de que no se conocen con precision los mecanismos por los cuales los
carcindgenos inducen el cancer, se sabe que las mutaciones estan claramente
involucradas en el proceso. Genes especificos, cuando sufren mutaciones causan
cancer, ya han sido descubiertos y clasificados en dos tipos: los oncogenes y los
genes supresores de tumores (anti-oncogenes).



Los oncogenes son formas alteradas de genes normales (llamados proto-
oncogenes) que cuando sufren de mutaciones causan descontrol en la division
celular y como consecuencia el cancer.

Como contraste de los oncogenes, estan los genes supresores de tumores (son
los inhibidores de ia proliferacién celular), cuando su funcién es suprimida por una
mutacion, ocurre también un descontrol en la division celular. Al parecer la
mayoria de los tumores son causados por mutaciones en varios genes, incluyendo
a los proto-oncogenos y a los genes supresores de tumores. Las mutaciones en
las células somaticas estan también involucradas en otros problemas de salud
como enfermedades cardiovasculares, catarata senil, y ciertas enfermedades del
aparato digestivo y envejecimiento, (Brusick op. cit.).

3.2 Efectos en el medio ambiente

En cuanto a la contaminacién ambiental en México, el agravamiento del problema
con relacion a los ecosistemas acudticos merece un énfasis particular,
considerando la diversidad de las vias a través de las cuales esta contaminacion
puede ocurrir. Incluye, el lanzamiento de desechos industriales a las aguas
residuales, sin un tratamiento previo, y también en las aguas superficiales, el
transporte de substancias toxicas tales como plaguicidas, herbicidas y fertilizantes
empleados en la agricultura o de contaminantes toxicos cuya disposicion no fue
hecha de manera individual. Por otro lado, se debe refiexionar también que los
problemas subsecuentes causados por los efectos toxicos en estos ecosistemas
no se limitan a los desequilibrios ecolégicos provocados en los cuerpos receptores
de agua. Se contempla la posibilidad de que ocurran fendmenos de
bicacumulacién, es decir, la persistencia de contaminantes téxicos a lo largo de la
cadena alimenticia, incluyendo al hombre.

Estudios realizados en plantas y animales nativos en el medio ambiente
impactaron por los resultados obtenidos, ya que estan expuestos a desechos
peligrosos o efluentes industriales, proporcionando una evidencia adicional de
efectos genotdxicos. Klekowski y Levin en 1979, estudiaron un rio con exceso de
contaminacion producida por e! efluente de una fabrica de papel y pulpa,
reportando un aumento significativamente estadistico en mutaciones de los
cromosomas de las plantas recolectadas a lo largo del rio contaminado cuando
este efecto fue comparado con las plantas que crecen en un sitio no contaminado.
Estudios en peces de agua dulce y salada mostraron altas incidencias de
neoplasmas en especies que se encuentran en canales contaminados con
desechos industriales, peces expuestos a la contaminacién industrial en el rio Rin
presentaron dafio citogenético (Prein et al., 1978; Alink et al., 1980). Una clara
asociacion fue demostrada entre la exposicion de desechos peligrosos vy
aberraciones cromosomicas en roedores de campo gue se encuentra en estos
sitios (Thompson ef al., 1988; McBee et al., 1987).



Se sabe que el medio ambiente participa activamente en el aumento de la
incidencia de enfermedades hereditarias, sin embargo, el céalculo de tal
participacion es dificil al tratar de correlacionarlo con el hombre, ya que se debe
considerar la escala del tiempo, pues a medida que siguen su curso las
generaciones, existira una variedad de formas diferentes de exposicion.

La evidencia de que Gnicamente el 10% de los agentes quimicos hechos por el
hombre han sido evaluados adecuadamente en cuanto a su capacidad de causar
mutaciones (Brusick et al., 1992) lleva a reflexionar sobre la gran importancia de la
existencia de metodologias rapidas y eficientes para probarlos, esto ha originado
una extensa cantidad de estudios que se han realizado y que han generando
importantes datos cientificos. Los progresos en este campo se deben, en gran
parte, al desarrollo y uso de bioensayos genéticos de tiempo corto. Su simplicidad
y sensibilidad al dafio genético, el tiempo, el bajo costo de experimentacion y la
pequefia cantidad de muestra y material requerido para el andlisis, ha permitido la
investigacion en la toxicologia genética con estas pruebas. Los resultados de
bioensayos genéticos son importantes para la salud humana debido a que el
blanco toxicolégico es el ADN, que existe en todas las formas de vida celular. Los
resultados obtenidos con compuestos que mostraron ser reactivos con el ADN son
extrapolados a las especies donde se producen efectos similares.

3.3 Conceptos basicos sobre el material genético
3.3.1 Acido desoxirribonucieico

La informacién genética de una célula esta dentro de una molécula de doble hebra
denominada acido desoxirribonucleico (ADN). Las moléculas del ADN, son
cadenas de nucledtidos formadas por una base nitrogenada, un azicar, la
desoxirribosa y un fosfato. Las bases nitrogenadas son puricas, como la adenina y
la guanina, y pirimidicas, como la citosina y la timina (Figura 1).

El modelo de la doble hélice describe la conformacidn de las moléculas del ADN
en el espacio. Cada hélice es una cadena de nucleétidos que se mantiene unida a
través de puentes fosfodiester, de tal manera que el grupo fosfato forma un puente
entre los grupos OH de dos azlcares adyacentes (Figura 2). Las dos hebras son
complementarias, es decir, estan orientadas en direccion opuesta, se mantienen
unidas entre si por puentes de hidrégeno que se establecen entre las bases
nitrogenadas, las cuales se aparean complementariamente. Debido a la estructura
quimica de las moléculas, {a adenina solo puede aparearse con la timina mediante
dos puentes de hidrogeno, y la citosina con la guanina con tres puentes de
hidrogeno. A diferencia de los enlaces covalentes, los puentes de hidrégeno son
relativamente débiles, hecho que es muy importante para las funciones que realiza
esta macromolécula esencial (Rodriguez, 1995), pues estos enlaces se pueden
hacer y deshacer con relativa facilidad. Esto significa que la informacién codificada



en la secuencia estd duplicada: cada una de las hebras contiene toda la
informacion. Asi cuando las cadenas se separan, cada una puede servir para
regenerar la cadena opuesta. Este proceso se llama replicacién, y explica como la
molécula de ADN es capaz de transmitir informacion de padres e hijos (Soberén,
1996).

Figura 1. Bases nitrogenadas del ADN.

iz o
H CC . _N
ja 8C7 7 HN{6 o N
|2 || BCH l || 8CH
HCL / H H2N—- c\ !lzl
Adenina H Guanina
o
l 'l\‘H4
/ c
Hr‘lla ﬁﬁHa N{A ScH
<
o=c? CH —pr?2 6
N 0=eJ &/CH
H
Timina H
Citosina
Figura 2. Estructuray Replicaciéon del ADN.
Azacar — <>
Bases — @

Grupo
Fosratado




Los organismos utilizan una enzima, la ADN polimerasa, para llevar a cabo la
duplicacién del material genético, usando las propias hebras como molde, a este
proceso se le denomina duplicacion semiconservativa (Figura 3). El proceso de
duplicacién como la manutencion del ADN dentro de la célula debe ser un proceso
libre de errores, para garantizar la informacién genética de las especies y el
adecuado funcionamiento de la célula. Sin embargo, a veces el cambio de un solo
aminoacido es suficiente para alterar la funcién de una proteina. Estos cambios en
la estructura de las proteinas son producto de alteraciones o mutaciones en la
secuencia de bases de un gen en particular. Si llegan a ocurrir lesiones en la
molécula de ADN, tales como rompimiento de la hebra, transferencias, adiciones o
delecciones de las bases nitrogenadas, la célula recurrira a diversos mecanismos
de reparacién, que restauraran en la medida de lo posible, la molécula original.
Cuando este proceso no se efectla bien, la lesion que se mantiene se denomina
mutacion.

Figura 3. Esquema de la duplicacién semiconservativa del ADN.
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Las mutaciones son cambios al azar que ocurren en el material genético y que se
heredan a la siguiente generacion. Existen mutaciones puntuales, o microlesiones
que se dan entre los genes, los cuales cambian a una nueva forma alélica,
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también hay mutaciones de la estructura, o del numero cromosémico
denominadas macrolesiones.

Las mutaciones puntuales ocurren en forma natural debido a errores poco
frecuentes durante la duplicacion del ADN, o a dafios espontaneos en la molécula.

Los errores ocasionales en el apareamiento de las bases durante la sintesis de
ADN ocasionan sustituciones de una base original por otra (Figura 4).

Figura 4. Tipos de mutaciones de puntuales.
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Existen otras mutaciones, como las que ocurren por corrimiento del marco de
lectura, mutacion frameshift que se deben a la adicién o a la deleccion de una o
mas bases nitrogenadas del ADN durante la replicacion. La informacién contenida
en los genes es “escrita” en codones de tres bases (tripletes) (Tabla 2). Las
mutaciones que alteran los codones que especifican un determinado aminoacido
para codones de punto final, son denominados codones sin sentido y pueden ser
del tipo ocre (UAA), umbar (UGA) y ambar (UAG).

Tabla 2. Diccionario de los tripletes del cédigo genético. El tercer nucleétido
de cada codén (en negrita), es menos especifico que los dos
primeros. La direccién de lectura es 5° —» 3’. Ejemplo, pUpUpA =

leucina.
U c A G

uuu Phe ucu Ser UAU Tyr uGu Cys

uuc Phe ucc Ser UAC Tyr ucc Cys
U

UUA Leu UCA Ser UAA Ocre UGA Opal

uuG Leu | UCG Ser UAG Ambar| UCG Trp

Cuu Leu | CCU Pro CAU His UGU Arg

cucC Leu ccc Pro CAC His ucc Arg
c

CUA Leu | CCA Pro CAA Gin UGA Arg

CuG Leu | CCG Pro CAG Gin UcG Arg

AUU lle ACU Thr AAU Asn AGU Ser

AUC lle ACC Thr AAC Asn ACC Ser
A

AUA lle ACA Thr AAA Lys AGA Arg

AUG Met ACG Thr AAG Lys ACG Arg

GUU Val GCU Ala GAU Asp GGU Gly

GUC Val GCC Ala GAC Asp GCC Gly
G

GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly

GUG Val GCG Ala GAG Glu GCG Gly

Lehninger, 1976

Las mutaciones cromosémicas son aquellas donde ocurren cambios en el numero
o en la estructura de los cromosomas. Estas alteraciones se detectan analizando
las células eucariontes bajo el microscopio. En el humano, la falta de un
cromosoma, 0 su presencia en numeros mayores al diploide, genera diversas

12



alteraciones frecuentemente asociadas con retraso mental severo, periodos de
vida cortos y con esterilidad.

Las mutaciones son procesos que se presentan en frecuencias muy bajas en las
poblaciones naturales, sin embargo, los cambios que ocurren en el material
genético pueden ser inducidos por agentes fisicos o quimicos, llamados agentes
genotoxicos, que aumentan considerablemente su frecuencia. La induccion del
dafo genético por exposicion a agentes genotdxicos es un proceso que se realiza
en etapas. Inicialmente el agente xenobidtico entra al organismo, es absorbido, se
distribuye y atraviesa las membranas. Dentro de la célula, el agente puede tener
un comportamiento reactivo por si mismo (es decir, de accién directa), o puede ser
activado por enzimas metabolicas, de esta manera la accién es indirecta, a estos
agentes se les denomina promutagenos. Ocurre entonces la interaccion con el
ADN, la cual puede ser reparada de manera eficiente e ineficiente de tal forma que
el dario genético inicial permanecera o no, esto se expresa en diferentes niveles
celulares (Rodriguez op cit.) (Figura 5).

3.4 Categorias de sustancias mutagénicas

Sustancias que se ha determinado son peligrosas debido a efectos mutagénicos
pertenecen a las siguientes categorias:

Categoria 1 sustancias que se conocen son mutagénicas al humano;

Categoria 2 sustancias que deben considerarse como si fueran mutagénicas al
humano;

Categoria 3 sustancias que causan preocupacion al humano debido a posibles
efectos mutagénicos, con respecto a la informacién disponible no
demuestra satisfactoriamente dafio genético heredable.

3.4.1 Categoria 1

En esta categoria una sustancia es clasificada como téxica (R46) si hay evidencia
suficiente para establecer una asociacion causal entre exposicién humana y dafio
genético heredable. Se requieren evidencias positivas de estudios de
epidemiologia de mutacion en el humano. Se ha reconocido que es
extremadamente dificil obtener informacion fidedigna de estudios de incidencia de
mutaciones en poblaciones humanas, o posibles incrementos en sus frecuencias.

3.4.2 Categoria 2
Una sustancia en esta categoria es clasificada como nociva si hay evidencia

suficiente, principalmente sobre la base de estudios en animales y otra
informacion pertinente, proporcionando una fuerte presuncion de exposicion al
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humano que resulta en el desarrollo de dafio genético heredable. Se requieren
resultados positivos de pruebas que muestren: (a) efectos mutagénicos; o (b)
interacciones celulares relevantes a mutagenicidad, en células germinales de
mamiferos in vivo, o (c) efectos mutagénicos en células somaticas de mamiferos
in vivo en combinacién con evidencia clara de que la substancia o metabolitos
alcanzan las células germinales

Figura 5. Etapas del dafio genético inducido por agentes genotdxicos
(Rodriguez, 1995).

Agente
| genotoxico
l |
Agente indirecto
Agente directo
{metabolismo)
l J
|
I Interaccion con el ADN ]
i Reparacion |
|
[ Eficiente | { Ineficiente |
l l
[ ADNno alterado | [ Dafo genético |
Células Células
somaticas erminales |
| l
Cancer Alteracion
heredable

3.4.3 Categoria 3

Incluye substancias clasificadas como nocivas (R40) si hay evidencia de estudios
de mutagenicidad apropiados, que concierne a la exposicion humana pudiendo
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resultar en el desarrollo de dafio genético heredable, cuando hay evidencia
insuficiente para poner a la substancia en la Categoria 2. Se requieren resultados
positivos en pruebas que muestren: (a) efectos mutagénicos; o (b) otra interaccion
celular pertinente a mutagenicidad en células somaticas de mamiferos in vivo.
Este dltimo, puede ser sustentado por resultados positivos de pruebas de
mutagenicidad in vitro.

3.5 Origen de los bioensayos empleados en la deteccién de agentes mutagénicos

En la actualidad existen mas de 200 pruebas de corta duracién que utilizan
microorganismos, insectos, plantas, y animales y que han sido desarrolladas en un
lapso de tiempo de 20 a 25 arios para ayudar en la identificaciéon de agentes que
poseen un peligro genético a los humanos (DeMarini et al., 1989; Waters et al.,
1988). Las pruebas pueden ser separadas en grupos con base al sistema
bioldgico empleado. Los bioensayos con procariontes (bacterias) detectan agentes
que inducen mutaciones en el gene y dafio principaimente al ADN. Incluyendo en
esta categoria a la prueba de mutagenicidad de Salmonella o prueba de Ames.
Las pruebas con eucariontes (pruebas con hongos, plantas, y cultivos de células
de mamiferos) detectan un amplio rango de dafio genético, incluyendo mutaciones
en los genes, dafio y reparacion al ADN, dario cromosdmico, y aneuploide.

La literatura publicada sobre la genotoxicidad de agentes quimicos y mezclas
complejas que se encuentran en el medio ambiente permite hacer una compilacion
y analisis de esta informacion.

Historicamente, el descubrimiento fue hecho por Auerbach, en 1941, al encontrar
que un gas de la semilla de mostaza provocaba mutaciones en Drosophila
melanogaster, demostrandose primero la mutagénesis quimica inducida
(Auerbach y Robson, 1946; Auerbach, 1973). A pesar de su implicacién
descubierta en el area de la salud humana, la mayoria de los genetistas entre
1940 y 1950 estaban interesadas en usar las mutaciones indirectas para entender
mejor los procesos genéticos y celulares. En los afios 60s, surgio la necesidad de
controlar las grandes cantidades de productos lanzados al medio ambiente.
Dandose inicialmente atencidon al efecto de las mutaciones en las células
germinales, capaces de causar enfermedades hereditarias, en esa época fueron
desarrollados, varios ensayos de mutagenicidad in vivo. A pesar de la teoria de
mutacién somatica y cancer que debid haber sido expuesta muchos afios antes no
habia experimentos que asociaran definitivamente a los mutagenos quimicos con
el proceso de la carcinogénesis.

Esta teoria fue retomada cuando el Dr. Bruce Ames {Ames et al., 1973) vy su
grupo. Desarrollaron una prueba in vitro, de corta duracion, que combinada con un
sistema de metabolizacion in vitro (Fraccion S9, Malling, 1971) mostré una alta
correlacién entre varios mutagenos y carcindgenos conocidos (McCann et al,
1975; Commoner et al., 1978; McCann y Ames, 1976; Purchase et al, 1978;
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Simmon, 1979). Esta prueba es conocida actualmente como {a prueba de Ames
considerada muy importante en la historia de la genética toxicolégica.

Es antes del final de los 70s cuando se demostré la correlacién que existe entre
diversos agentes quimicos, y el desarrollo de algunos tipos de cancer. Esta
correlacién se establecié debido a que la mayoria de los carcinégenos actiia de
manera directa o indirecta en el ADN, causando cambios que pueden ser
heredables (Rodriguez, 1995).

Durante todos estos afios la discusion acerca de que si los ensayos de
mutagénesis de corta duracién daban una respuesta de alerta temprana para
prevenir la carcinogénesis, dio fugar al desarrollo de varias pruebas. En la Tabla 3
se muestran, en forma resumida, algunos de los ensayos mas utilizados, no sélo
con microorganismos, sino con diferentes sistemas bioldgicos.

Esta hipdtesis no sélo implicd que la prueba de Ames fuera revisada de nuevo,
sino que se introdujeron varias cepas nuevas a la misma y se modifico el protocolo
original, generandose de esta manera, una cantidad enorme de informacion sobre
la mutagénesis potencial de millares de agentes quimicos y de mezclas complejas
ambientales.

La prueba de Salmonella desarrollada por el Dr. Bruce Ames y sus colaboradores
en los 70s (Ames et al., 1973; y corregida por Maron y Ames en 1983), es la
prueba de mutagenicidad mas citada, ha sido usada en todo el mundo por mas de
dos décadas para evaluar la genotéxicidad de agentes quimicos puros y mezclas
complejas ambientales; presenta una gran sensibilidad para la deteccion de dafio
al ADN. El efecto sobre el ADN ha sido también valorado usando otro tipo de
bacterias y cultivo de fibroblastos humanos, y el dafio al cromosoma ha sido
evaluado usando hongos, plantas, y cultivas de células de mamifero. Las pruebas
in vivo de corta duracion, son generalmente mas complejas y caras que las
pruebas in vitro.

La prueba de Ames emplea un juego de cepas de la bacteria Salmonella
typhimurium gue requieren de histidina, para detectar mutaciones inducidas por un
agente de prueba. Esta es Hlamada prueba de mutacion reversa debido a que las
cepas de prueba son mutadas en el operdn de la via de biosintesis de la histidina
y, consecuentemente, no pueden sintetizar la histidina, un aminoacido necesario
para su crecimiento, una mutacion adicional es requerida para revertir las células a
histidina independientes

Para incrementar la susceptibilidad de las cepas de Salmonella a los mutagenos,
se hicieron varias modificaciones a las cepas originales. Modificaciones que
incluyeron la remocién del sistema de reparacion por excision al ADN de la
bacteria, resultando en una disminucién en ia habilidad de la bacteria para corregir
el dafio al ADN y la pérdida parcial de la estructura de polisacaridos de la pared
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celular, permitiendo de esta manera la penetracion de grandes moléculas de
mutagenos a la célula (algunos como hidrocarburos aromaticos policiclicos).
Presentan también la adicion de una pieza extra-cromosomal llamada plasmido
(PKM101), quien codifica para el sistema SOS propenso a error, y ha sido
insertado en algunas de las cepas de prueba. Las cepas que contienen el
plasmido reparan incorrectamente ciertos tipos de dafio al ADN y existe mas
probabilidad de expresar una mutacion.

Tabla 3. Pruebas de corta duracién para la deteccién de efectos genotdxicos

'Dafio primario al
ADN en
microorganismos

Prueba de reparacion de ADN

Escherichia coli po p
Bacillus subtilis rec *Irec’

Cromotest (SOS) Escherichia coli PQ37
Inductest Escherichia coli WP2/TH008
Prueba de recombinacion| Saccharomyces cerevisiae D4 y D7

{mitdtica y conversidn genica).

Prueba de bioluminicencia -
BLT

Vibrio fischeri

Mutacion  génica
en bacterias o
hongos

Prueba de Ames Salmonella typhimurium
Prueba de Kado Salmonella typhimurium
Prueba de fluctuacion Escherichia coli WP2 o Saimonella

typhimurium

Prueba de mutacion directa
(hacia adelante)

Salmonella typhimurium TM667

Prueba de mutacion
levaduras

con

Saccharomyces cerevisiae $S138 y
S211

Otras pruebas con hongos

Aspergillus nidulans
Neurospora crassa

Mutacion  génica
en sistemas
superiores

Prueba de timidina — quinasa —
TK {(mutacion directa)

Células de linfoma de raton L5178y

Prueba de HGPRT -
hipoxantinaguanidina
(fosforibosil transferasa

(mutacién directa)

Células de ovario de hamster chino
(CHO),

Células de pulmon de hamster
chino (V79) y fibroblastos humanos.

Prueba de recesivo letal ligado
al sexo

Drosophila melanogaster

Prueba en plantas

Tradescantia paludosa
Allium cepa
Vicia faba

Environmental Assesment — Short — term tests for carcinogens, mutagens and
other genotoxic Agentes — EPA — 625/9-79-003
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Algunas de las cepas de prueba contiene mutaciones frameshift (adicién o
deleccion de nucleétidos dentro de la molécula de ADN) y puede ser revertida solo
por agentes que inducen frameshift. Otras cepas contienen mutaciones de
substitucion de pares de bases (nucledtidos alterados) y pueden ser revertidos
solo por agentes que inducen substituciones de pares de bases.

Algunos de los productos quimicos que se analizan, necesitan ser metabolizados
in vivo para que sus derivados presenten actividad mutagenica, y son llamados
pro-mutagenos o mutagenos indirectos (ejemplo, benzofajpireno, afiatoxina B1).
Esto fue en principio una deficiencia de las pruebas con procariontes debido a que
a la bacteria le faltan enzimas con actividad metabdlica presente en los
mamiferos. Algunas de estas enzimas activan sustancias transformandolas en
compuestos electrofilicos que se unen covalentemente al ADN. Para eliminar esta
deficiencia, el metabolismo de mamiferos puede ser imitado in vitro por la adicion
de un homogenado de células de higado de rata tratado con Aroclor 1254, que
induce un aumento de enzimas (CYP) en este organo. La fraccion S9 de higado
es adicionada con pH y cofactores adecuados para que las reacciones de
metabolizacion ocurran, activandose muchos componentes que de otra manera
podrian no ser mutagénicos en bioensayos in vitro.

3.5.1 Principales bioensayos con microorganismos

Son varios los bioensayos bacterianos basados en la mutacion reversa, dentro de
ellos podemos mencionar la prueba reversa de Ames Yy varias de sus
modificaciones, también han sido desarrolladas basadas en la induccion de la
respuesta, asi como ofras pruebas que emplean bacterias deficientes en
reparacion, y por ltimo pruebas basadas en la luminiscencia. Todas son descritas
brevemente en las Tablas 4, 5,6,y 7.

Ef analisis de la informacion bibliografica permitié seleccionar dos técnicas para el
logro de los objetivos enunciados. La primera de ellas es la prueba de
incorporacién en placa de Ames y la segunda la prueba de microfluctuacion.
Ambas técnicas se basan en un sistema biologico analogo que genera informacion
sobre la capacidad mutagénica de los compuestos o agentes quimicos, en estado
natural o disueltos en agua.
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Tabla 4. Principales pruebas de mutacion reversa

Cepas: TA1535,
TA100, TA1538,
TA1637, TA97a,

TA98, TA100,
TA102 y TA104.

Actualmente es la prueba mas
empleada y la Gnica validada
a gran escala por diversos
laboratorios

Maron y Ames, 1983
Barnes et al., 1982
Isono y Yourno, 1974
Maron y Ames, 1983
Ames et al., 1975b
Levin et al., 1982a

Prueba de
Ames
Meétodo de

incorporacion en
placa
(preincubacion)

Procedimiento especialmente
referido para muestras con
compuestos no  polares,
ejemplo, muestras oleosas.

Genera respuestas significati
vas reproducibles, es tras
cendental cuando se evalian
muestras ambientales y se
realizan evaluaciones en agen
tes quimicos, siendo esencia
les en la gestién de control de
estudios de evaluacion de

calidad ambiental.

Maron y Ames, 1983
CETESB, 1993

Valent, 1990

Tabla 5. Pruebas modificadas respecto a la prueba de Ames

Método directo

Salmonella typhimurium | Método  aplicable a|Coriell Institute
(emplea las mismas|muestras ambientales | for Medical
cepas de la prueba de|liquidas (efluentes indus | Research, 1986.
Ames) triales y lixiviados) sin|Coelho et al,

concentracion  previa).
Es un instrumento valio
so en la evaluacion de

efluentes industriales
mutagénicos, principal
mente. Refuerza

respuestas negativas o
disminuidas después de
la extraccion con
resinas absorbentes

1992
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Tabla 5. Pruebas modificadas respecto a la prueba de Ames (continuacién)

Prueba de Kado
(ensayo de mi
crosuspension)

Salmonella typhimurium
(emplea las mismas
cepas de la prueba de
Ames)

Con base en el mismo
principio, que la prueba
de Ames, el efecto es
similar que en la prueba
de preincubacion.

Se aplica en el analisis de
extractos de particulas
atmosféricas  inhalables
(<10 um), cuya cantidad
recolectada es minima, y
utit en muestras ambienta
les liquidas después de
extraccion/concentracion,
cuando se dispone de
poca cantidad de
muestra.

Validada para muestras
ambientales, se analizé
su sensibilidad a material
particulado.

Kado et al., 1983

CETESB, 1991

Sato et al., 1991

Prueba espiral
de Salmonella

Salmonella typhimurium
(emplea las mismas
cepas de la prueba de
Ames)

Método automatizado,
elimina la necesidad de
diluciones seriadas de la
muestra y el uso de
multiples placas. Emplea
equipo especial para
dosificar la  muestra
(spiral plater). Las
colonias son analizadas
por un contador de
colonias laser unido a
una computadora.

Es una prueba validada, y
ha sido aplicada para el
andlisis de muestras
asmbientales de antimy
tagenos.

Houk et al., 1989
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Tabla 5. Pruebas modificadas respecto a la prueba de Ames (continuacion)

Prueba de
Ames acoplado
a cromatografia
de capa fina
(TLC/Prueba de
Salmonella)

Salmonella
(emplea las mismas
cepas de la prueba de
Ames)

typhimurium

Se aplicé un método de
fraccionamiento a la
muestra  denominado
cromatografia de capa
fina este fue acoplado
de manera eficiente a la
prueba de Ames.

Especifico para probar
mezclas complejas.
Tiene especial aplica
cién cuando la muestra
presenta alta toxicidad,
como el caso de
algunos residuos solidos
industriales (refinacion
de aceites combusti
bles), emisiones atmos
féricas de incineradores
o otros procesos
industriales.

Bjorseth et al,
1982

Houk y Claxton,
1986 (efectian
modificacion).

Prueba de

fluctuacion

Salmonella  typhimurium
(emplea las mismas
cepas de la prueba de
Ames)

Se aplica en la evalua
cion de mutagenicidad
de agua tratada y en
procesos de tratamiento
en efluentes industria
les, puede constituir un
ensayo de investigacion
inicial en el monitoreo
de la calidad del agua.
La aita sensibilidad de fa
prueba, permite compa
rarla con la prueba de
Ames convencional.

Posee la desventaja de
que la prueba solo fue
validada sin activacion
metabdlica, no detectan
do promutagenos.

Luria y Delbruck,
1943.

Green et al,
1976
(validacion  con
E. Coli WP2 en
tubos).

Gatehouse ef al.,
1978
(adaptacion  de
cepas de la
prueba de Ames
a microescala).
Valent, 1990.
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Tabla 5. Pruebas modificadas respecto a la prueba de Ames (continuacion)

Prueba
fluctuaciéon

Escherichia

uvrA
(CM891)

coli WP2

uvrA; WP2 con plasmido
pKM101 (CM881) y WP2
con

pKM101

La prueba es recomen
dada para la evaluacion
de mutagenos débiles o
mezclas complejas que
presentan toxicidad

Es usada en evaluacion
de efluentes industria
les.

Es importante consj
derar que esta prueba
fue validada sin S9; es
decir, solo detecta
mutagenos directos.

Green et
1976

Van Kreijl ef al,
1980
(adaptacion a
microplaca para
analisis de mtras
liquidas).
Sanchez ef al,
1988

al.,

Pruebas de
mutacion hacia
delante

Salmonella
TM677

typhimurium

Usada en la evaluacién
de mezclas complejas, y
adaptada a microescala.
Ademas una sola cepa
puede responder a
diferentes tipos de muta
genos, no exigiendo el
uso de multiples cepas
como en las pruebas
reversas.

Empleada en Ila
evaluacion de mutage
nicidad de muestras
de aire.  Aunque
deben mas estudios
para mejorar las
condiciones de
prueba y para
aumentar su
reproducibilidad.

Skopek et al,

1978

Sato et

1991

al.,
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Tabla 6. Pruebas basadas en la induccién de la respuesta SOS

Inductest (prueba
de induccion de
fago)

Escherichia coli WP2 (L)
lisogénica para un
profago lambda

Empleada en la
evaluacién de genotd
xicidad de agentes
quimicos y de mtras.
ambientales liquidas

y atmosféricas.
Es particularmente
importante en la

evaluacion de genotd
xicidad de pesticidas
y metales que sumi
nistran normalmente
respuestas negativas

Moreu et al.,1976
Rossmann ef al,
1985

{adaptacion a
microescala)

Houk y DeMarini
1987; DeMarini vy

Brooks 1992

Chromotest)

(produce B-
galactosidasa)

en la prueba de
Ames.
Cromotest (SOS | Escherichia coli PQ37|Validada para la|Quillardet et al., 1982

evaluacién de agen
tes quimicos puros.
Aplicada en mtras.
atmosféricas, sedi
mentos, agua bruta
y tratada. Tiene algu
nas ventajas con
relacion a la prueba
de Ames, entre ellas:
efectuarse con mtras
no esterilizadas pre
viamente, presenta
una respuesta rapida
(6-8 horas), ciertos
compuestos son de
preferencia detec
tados (metales, pesti
cidas, agentes neo
plasicos y agentes
inhibidores de Ia
sintesis de ADN).

Quilladert et al., 1985
CETESB, 1992
(prueba efectuada en

tubos)
Environmental  Bio
Detection Products
Inc, 1992 (desarrollo
la prueba en
microplaca
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Tabla 6. Pruebas basadas en la
(continuacién)

inducciéon de [la respuesta SOS

En muestras atmosfé
ricas, se encontrd
mayor  sensibilidad
con esta prueba en
la deteccion de geno
téxicidad al compa
rarla con la prueba
de Ames. La reprodu
cibilidad es buena,
sin embargo aln son
necesarios algunos
estudios sobre su
empleo con activa
cidn metabolica.

UMU - TEST

Salmonella typhimurium
TA1535 modificada,
presenta una fusién en
el operén UMU:lacZ,
plasmido multi-copia
pSK1002, produce [~
galactosidasa.

Se comparo UMU-
Test, SOS-cromotest
y la prueba de Ames
(TA98 y TA100). Se
concluyo que el
UMU-Test y la
prueba de Ames
presentaron respues
tas y sensibilidades
similares, en este
caso, el SOS fue
sensible para |a
detecciéon de mutage
nos directos, pero

presento menor
sensibilidad en la
deteccion de

pro-mutagenos.

Oda et al., 1985
McDaniels et
1990

al,
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Tabla 7. Otras pruebas

Prueba basada en la
luminiscencia

Photobacterium
phosphoreum

Detecta compuestos
a  concentraciones
que no son detec
tadas en ia prueba
de Ames. Se proba
ron diversos agentes
quimicos a través de
esta prueba que
fueron compuestos
negativos para la
prueba de Ames,
(lindano, safrole vy
orto-toluidina) y
demostraron su
actividad genotdxica.

Ulitzur, 1982

MUTATOX™

Vibrio fischeri M169

Empleada en e
analisis de muestras
de sedimento. A pe
sar de ser una prug
ba nueva necesita de
mas estudios de
validacién, se esta
considerando como
una prueba de
investigacion ade
cuada debido a su
sensibilidad, rapidez
de respuesta y
simplicidad.

Ha sido empleada en
extractos de aguas
de rio y sedimento ia
respuesta depende
del método  de
extraccién/concentra
cién empleado

Microbics Corporation
(desarrolio del
sistema).

Elmore y Fitzgerald,
1990

(evaluacion
agentes quimicos)
Johnson et al, 1992a,
1993

(protocolo de prueba)
Kwan et al, 1990,
Johnson et al., 19824,
1992b y Ho y Quinn,
1993

con

Dutka et a/., 1991.
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Se seleccionaron estas dos pruebas de termino corto con base a los criterios: (1)
por las investigaciones que se han realizado con ambos sistemas ratificando su
validez, (2) por su utilidad demostrada para evaluar agentes quimicos puros y
mezclas complejas ambientales, y (3) por su simplicidad y bajo costo relativo.
Ademas de que ambas pruebas se efectian de manera diferente, la prueba de
incorporaciéon en placa de Ames se realiza con una metodologia tradicionai
mientras que la prueba de microfluctuacion se realiza mediante un sistema
automatizado, esto permitira evaluar las diferencias en la capacidad de deteccion
entre ambos sistemas.

A continuacién se describe la esencia de las dos técnicas analiticas a
instrumentar:

3.6 Prueba de Ames

Desarrollada por Ames. et al., 1975, esta prueba, también conocida, como prueba
de incorporacion en placa de Ames ha ganado reconocimiento mundial como una
prueba bacteriana de investigacion para mutagenos. Emplea varias cepas
mutantes de Salmonella typhimurium dependientes de histidina para su
crecimiento en medios carentes de este aminodcido revirtiendo el fenotipo
mediante la induccion de mutaciones en el operon de la histidina, y
consecuentemente detectar una amplia variedad de mutagenos. Actuaimente esta
prueba, es la mas utilizada a escala mundial, realizandose en alrededor de 2000
laboratorios (Sobels, 1985), debido a la alta especificidad de las cepas de
Salmonella typhimurium para la deteccién de los compuestos mutagénicos y a que
presentan, ademas, una alta sensibilidad.

3.7 Prueba de microfluctuacién

Fue originaimente disefiada por Green et al,, (1976), como un procedimiento de
prueba en tubo. Es una prueba simple que también usa cepas de Salmonella
typhimurium para la deteccion de los compuestos mutagénicos. En la actualidad
se realiza en microplacas multipozos para la deteccion de mutagenos directos
comparado favorablemente con el método original para la deteccion de mutdgenos
quimicos. La prueba probada con microplacas es sensitiva y se ha determinado de
gran potencia para algunos compuestos (Gatehouse, 1978, 1979). Esta basada en
el mismo fundamento que la prueba de incorporacién en placa de Ames, y s ha
registrado que la prueba de microfluctuacion es mas sensitiva que la prueba de
incorporacién en placa de Ames para ciertos compuestos mutagénicos (Legaul
et al, 1994). Este procedimiento ofrece caracteristicas atractivas, por ejemplo,
pueden analizarse muchas muestras (o réplicas) con una cantidad minima de
espacio y materiales (medio, microptacas, pipetas, etcétera). La realizacion de la
misma es casi totalmente automatizada. Obteniéndose resultados en tres dias.

26



3.8 Variantes de la prueba de Ames y microfluctuacion

El uso de ambas técnicas en la deteccion de agentes quimicos potencialmente
mutagénicos al humano presenta dos variantes:

1. Sin activacion metabdlica

2. Con activacion metabodlica, se requiere la adicién de fracciones homogéneas de
higado de rata directamente sobre la placa de medio minimo de glucosa. Para
incorporar un aspecto importante del metabolismo de mamiferos dentro de las
pruebas in vitro, debido a que una amplia variedad de premutagenos requieren
de este tipo de activacion metabdlica para su posterior deteccion como
mutagenos.

Estas dos variantes permiten analizar muestras de agua potable, residual, tratada
y lixiviados, para detectar mutagenos antes de su uso y/o reuso. En general, en
ambas pruebas se busca generar la curva dosis-respuesta, la cual es valiosa en la
deteccién de la concentracién minima efectiva de mutadgenos en agentes quimicos
y muestras ambientales.
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4. MATERIALES Y METODOS

La instrumentacién de las pruebas de incorporacién en placa de Ames y de
microfluctuacion requirieron del desarrollo de las siguientes actividades:

4.1 Cepas mutadas
El desarrollo de las técnicas analiticas: pruebas de incorporacién en placa de
Ames y de microfluctuacién requiri6 de la donacién de cepas mutadas y
certificadas. Estas cepas fueron donadas por el laboratorio del Dr. Ames,
Departamento de Bioquimica dependiente de la Universidad de Berkeley,
California, CA 94720, USA. Las cepas donadas son las siguientes:

Salmonella typhimurium TA97a

Salmonella typhimurium TA98

Salmonella typhimurium TA100

Salmonelia typhimurium TA102

Salmonella typhimurium TA1535

Salmonella typhimurium TA1537

Salmonella typhimurium TA1538

4.2 Caracteristicas de las cepas mutadas

Todas las cepas de Salmonella typhimurium, requirieron una serie de pruebas
para evaluar las caracteristicas genéticas de las mismas con la finalidad de
constatar los marcadores genéticos necesarios para la deteccién de mutagenos en
las muestras a analizar (Tabla 8).

Estas cepas mutadas de prueba poseen caracteristicas especificas de
crecimiento, las cuales al cambiar proporcionan informacién del potencial
mutagénico de las muestras analizadas.

4.2.1 Requerimientos de histidina para su uso en la prueba de mutagenicidad
Cada cepa de prueba estandar contiene un tipo diferente de mutacién en el

operén de la histidina. Ademas de esta mutacién, las cepas contienen otros tipos
de mutaciones que incrementan mucho su capacidad para detectar mutagenos.

28



4.2.2 Mutacion (rfa)

Esta mutacion causa pérdida parcial de la barrera de lipopolisacaridos que cubren
la superficie de la bacteria, incrementando Ia permeabilidad y por lo tanto permite
la entrada de moléculas grandes, tales como benzo[a]pireno que no es capaz de
penetrar la pared de la célula normal (Ames et al., 1973a).

4.2.3 Mutacion (uvrB)

Produce una supresién de un cddigo en el gen para el sistema ADN de reparacion
por escision, incrementando la sensibilidad para la deteccién de mutagenos (Ames
et al, 1973a). Por razones técnicas, la escisién del gen uvrB se extiende a través
del gen bio y como consecuencia, estas bacterias también requieren biotina para
su crecimiento. - Unicamente la cepa de Salmonella typhimurium TA102 no
contiene este tipo de mutacion. La uwB se construy6é para la deteccién de
mutagenos que requieren un sistema de reparacion por escision intacta.

4.2.4 Plasmido factor R, pKM101y pAQ1

Las cepas estandar TA97a, TA9S, TA100, y TA102 contienen el plasmido factor R
PKM101, gen resistente a la ampicilina. La cepa TA102 ademas del plasmido
anteriormente descrito, también contiene el plasmido multicopia factor R pAQ1, el
cual lleva la mutacion hisG428, y posee un gen resistente a tetraciclina. Las cepas
con factor-R se revierten con mutagenos que se detectan débilmente (Levin et al.,
1982a).

4.3 Tasa de reversion espontanea

La reversion espontanea de cepas de prueba dependientes de histidina se mide
rutinariamente en experimentos de mutagenicidad y se expresa como el nimero
de revertantes espontaneos por placa. Las colonias revertantes son claramente
visibles sobre la placa de agar.

Cada cepa de prueba revierte espontaneamente con una frecuencia caracteristica
(Tabla 8). El nimero de revertantes espontaneos durante 48 horas de incubacién
es dependiente del nimero final de auxotréfos en la placa y el nimero esta en
funcién de la concentracion de histidina. Ei nimero de revertantes espontaneos
por placa es completamente independiente del numero inicial de células
bacterianas inoculadas, cuyos limites son de 10° a 10® células/mL (Green y Muriel,
1976).

Se han contado las bacterias auxotréficas pero se asume que este nimero varia
debido a que la concentracion de histidina no es homogéneamente constante. No
obstante, hay variabilidad en el nimero de revertantes espontaneos de un
experimento a otro y de una placa a otra, por lo que se requiere hacer por
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triplicado placas control de mutacién espontanea para cada cepa en una prueba
de mutagenicidad. Esto es esencial cuando los compuestos de prueba son
mutagenos débiles.

Tabla 8. Caracteristicas genéticas de las cepas de Safmonella typhimurium

0] z 0, asade
L 0 reyersion « I
stidina |\ mutacio éspontddea.
TA1535 | HisG46 substitucion de 20-35 rfa AuviB bio- -
_pares de base
TA1537 ] HisC3076 Frameshift GC 5-25 rfa AuviB bio- -
TA1538 | HisD3052 Frameshift GC 15-35 fa AuvrB bio- -
TAS7a { HisDES10 Frameshift GC 90-180 fa AuviB bio- pKM1 91
(Ap)
TAS8 | HisD3052 Fi hift GC 25-75 rfa AuviB bio- pKM101 (Ap))
TA100 HisG4% substitucién de GC 75-225 fa AuvrB bio- pKM101 (Ap")
pares de bases
TA102 | HisG428 | substitucion de AT 240-320 fa + bio+ pKM101 (Ap")
pares de bases pAQ1 (Tth®
TA104 | HisG428 | substitucion de AT 245475 rfa AuvrB bio- pKM101 (Ap")
pares de bases
1. his: mutacién responsable de la sintesis de histidina 4. Ap" ampicilina resistente
2. LPS: permeabilidad de la membrana de polisacéridos 5. Tt tetraciclina resistente

3. AuvrB: deleccién del gene uvrB

4.4 Procedimiento para la conservacion de las cepas mutadas

El procedimiento aqui descrito se inici6 con la recepcion de las cepas mutadas y
se procesaron conforme al procedimiento detallado en la Figura 6.

4.4.1 Conservacién de las cepas

Las bacterias obtenidas llegaron en discos de papel filtro impregnados con cuitivos
recientes de cada cepa dentro de bolsitas de plastico con agar blando para evitar
su desecacion. Dichos discos fueron colocados con pinzas estériles, en
recipientes con capacidad de 3 a 5 veces mayor con respecto al volumen del
cultivo (5 mL de caldo nutritivo), incubandose durante un tiempo aproximado de 18
horas a una temperatura de 37 °C con agitacion aproximada de 150 a 170 r.p.m.
para evitar la formacién de espuma. Asi mismo, se asegurd una aireacion
adecuada (Ames et al., 1975b).

Después de este periodo de incubacién el crecimiento de la cepa de prueba en
caldo nutritivo debe tener una densidad aproximada de 2 x 10° células/mL.

El crecimiento obtenido se divide en dos partes, y de cada una de estas partes se
realiza el procedimiento descrito en 4.4.1.1y 4.4.1.2.
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4.4.1.1 Cepas de prueba para almacenamiento
4.4.1.1.1 Reproducciones de cultivos

La preparacién de las cepas requirieron de un cultivo fresco de 18 horas al cual se
le adicioné dimetilsulfoxido (DMSO) como agente crioprotector.

El crecimiento del cultivo se realizé en caldo nutritivo fresco a una densidad de 1 a
2 x 10° bacterias/mL. Por cada 0.9 mL de cultivo, se agrego 0.1 mL de DMSO de
calidad espectrofotométrica. Se homogeneizo el cultivo y DMSO en un tubo estéril,
frasco o botella, segin el nimero de cuitivos permanentes que se prepararon. Se
agito suavemente hasta que se disolvio el DMSO y se distribuyo el cultivo
asépticamente en criotubos (Nunc) estériles, etiquetados previamente,
adicionandoles un volumen de 1.0 mililitro.

El llenado de los tubos siempre se mantuvo cerca del limite de su capacidad (1.5
mL) debido a que al congelarse se genera una expansion. De esta manera, se
elimina el espacio de aire en la superficie y ayuda a disminuir el dafio oxidativo, Se
colocaron los tubos en un recipiente con hielo seco hasta que se congelaron y
posteriormente se almacenaron en un ultracongelador a ~70 °C.

Fue necesario hacer reproducciones mdiltiples de cada cepa. Cuando se abrieron
muchas veces los cultivos permanentes (congelados) para tomar un inoculé
bacteriano, se originaron problemas con las cepas de prueba al sacarlos
demasiado tiempo del congelador. Como prevencion de descongelamiento, los
cultivos permanentes se pusieron en un recipiente con hielo seco, regresandose al
congelador en cuanto fue posible. Después de que un cultivo permanente fue
usado por varios meses o abierto por lo menos 10 veces, se desecho y se abrid
otro. Sdlo una persona debe tener acceso a estos cultivos; puesto que se debe
tomar la precaucion de no contaminarlos y de no permitir su descongelamiento
bajo ninguna circunstancia.

4.4.1.2. Reproduccioén de cuitivo a corto plazo y confirmacién de genotipos de
cepas de prueba

Este se realizo con la finalidad de obtener cajas de reserva de la cepa de prueba,
de asegurar el estado 6ptimo de la cepa mutada que se va a utilizar para la
realizacion del andlisis y, ademas en los siguientes casos:

a) cuando se preparan cultivos para lioflizar,

b) cuando el nimero de revertantes en placa, baja espontaneamente fuera de lo
normal ¢

¢) cuando hay una pérdida de sensibilidad a mutagenos estandar.
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Figura 6. Procedimiento de evaluacién de marcadores genéticos de las
cepas de Salmonella typhimurium, (Maron & Ames, 1983).
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Todos los reactivos, cristaleria, cajas de Petri, asas 6 palillos, y compresas de
algodon fueron utilizados estériles.

Conforme al diagrama esquematico mostrado en la Figura 6, la segunda parte del
cultivo de crecimiento de la cepa mutante se utiliza para la realizacién de cinco
pruebas, dentro de las que se incluyen:

4.4.1.2.1 Placa maestra

Los cultivos de las cepas de prueba se deben tener en este tipo de placas para
utilizarse como la fuente de bacterias para inocular cultivos de 18 horas. Pueden
emplearse durante un periodo de dos meses con la finalidad de evitar problemas
de aire en los cultivos congelados cuando éstos se abren frecuentemente. Estas
placas contienen agar medio minimo glucosa enriquecida gon histidina y biotina.
Aquellas placas que se usen para cepas con factor-R, se les adiciona ampicilina, y
para TA102, se agrega ampicilina/tetraciclina. Las mismas deben mantenerse a
una temperatura de 4 °C (Figura 7).

Poco antes de terminarse el tiempo de vigencia de esta caja o su contenido (dos
meses), se efectud el siguiente proceso:

De un vial de la cepa congelada permanentemente, se tomd un inéculo de
bacterias raspando de la superficie. El raspado se transfirid a un matraz
erlenmeyer el cual contenia 30 mL de caldo nutritivo. Se incubo 16-18 horas a
37 °C. Para asegurar una aireaciébn adecuada, se agitaron los -cultivos
aproximadamente a 150-170 r.p.m. A partir de este indculo, se tomo una asada y
se estrio en la superficie de una placa con agar nutritivo de manera de obtener
colonias aisladas. Se incubo 24 horas a 37 °C.

Las colonias que crecieron de manera aislada se seleccionaron (seleccionando
minimo diez); posteriormente se transfirieron una a una a tubos de ensaye que
contenian 5§ mL de caldo nutritivo. Se incubo a 37 °C, con agitacion 150 a 170
r.p.m. durante 12-16 horas.

Después del periodo de incubacion, se inocularon los cultivos en agar nutritivo en
forma de estrias gruesas y se incubaron las placas invertidas a 37 °C por 24
horas.

Las placas maestras se sellaron con parafilm y se almacenaron durante dos
meses, en refrigeracion (4 °C). La placa maestra especificamente de la cepa
TA102 podra almacenarse por dos semanas, como maximo, después de ese
periodo, la tasa de reversion espontanea se eleva significativamente, por lo tanto
_la hace inadecuada para su utilizacion.
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Figura 7. Placa maestra de la cepa mutante de Sa/monella typhimurium
TA1537.

4.4.1.2.2 Requerimiento de histidina

El caracter his” de las cepas de prueba, se confirma demostrando el requerimiento
de histidina para su crecimiento sobre placas de agar selectivos. Se requiere
biotina también para todas las cepas estandar (excepto TA102) a causa de la
supresion uvrB que se extiende a través del gen bio. Estos nutrientes se adicionan
al agar medio minimo de glucosa antes de vertirlo a las placas de prueba. Las
placas control contienen biotina pero no histidina, se guardan en bolsas de plastico
y se almacenan a 4 °C por aproximadamente siete dias.

Con este objetivo, las placas fueron sembradas por medio de estrias a partir de un
cultivo de 16 a 18 horas sobre cajas conteniendo medio minimo de Vogel Bonner
con biotina (control negativo). Se hace lo mismo sobre medio minimo
complementado con histidina/biotina. Se probaron de cinco a seis cultivos en una

34



misma placa, debidamente identificada, marcando el nimero correspondiente a
cada cultivo probado, nimero de localizacion de la cepa y nimero de la caja de
Petri. Se incubaron las placas en forma invertida a 37 °C (por una noche) y se
verifico la presencia de crecimiento. El criterio fue que sélo debe haber crecimiento
solo en las cajas complementadas con histidina (Figura 8).

4.4.1.2.3 Mutacion rfa

Las cepas con caracter de rugoso (/fa), se probaron por su sensibilidad, al cristal
violeta (Ames et al., 1973). A partir de un cultivo en caldo nutritivo (de una noche)
se sembro la superficie de una placa de agar nutritivo con ayuda de un asa,
dejandola secar y con una pinza previamente flameada, se colocd en el centro de
la placa de agar nutritivo un disco de papel filtro esterilizado de 5 mm de diametro,
embebido con 10 pl de solucién de cristal violeta 0.1%.

Las placas invertidas se incubaron a 37 °C por 24 horas y se verifico la presencia
de una zona clara de inhibicién de crecimiento (Figura 9). De acuerdo con Maron,
1983, todas las cepas de Salmonella typhimurium deberan presentar una zona de
inhibicion de crecimiento no menor de 14 mm de diametro, esto indica la presencia
de la mutacion

4.4.1.2.4 Mutacion uvrB

Cepas con caracter deficiente, deben probarse por su sensibilidad a luz
ultravioleta (Ames op. cit, 1973) De la misma manera que la mutacidn rfa, se
.partio de un cultive en caldo nutritivo (de una noche) y se sembré en la superficie
una placa de agar nutritivo, con ayuda de un asa. Se retir6 la tapa de la caja de
Petri y se cubrié la mitad con una cartulina o papel aluminio. Posteriormente se
irradié la placa con una lampara germicida de 15 W, a una distancia de unos 33
centimetros. La exposicion de las cepas que contienen plasmido pKM101 (TA97a,
TA98, TA100 y TA102) fue por ocho segundos; las cepas sin plasmido pKM101
(TA1535, TA1537 y TA1538) fue de seis segundos.

Se incubaron las placas invertidas a 37 °C por 24 horas y se verificod la presencia
de crecimiento.

Las cepas con deleccion uvrB crecieron solamente en la mitad de la placa no

irradiada. La cepa TA102, que no presenta esa deleccion, crecid en toda la placa
(Figura 9).
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Figura 8. Requerimiento de histidina. Del lado izquierdo se observa el nulo crecimiento
debido a la falta de histidina en el medio. Del lado derecho se observa el
crecimiento de las cepas mutantes de Saimonella typhimurium dependientes de
histidina.

£

Figura 9. Mutaciones rfa y uvrB. La mutacién rfa en Salmonella typhimurium TA1537 se
manifiesta por una zona de inhibicion causada por cristal violeta. Del lado derecho
no se presenta mutacién uvrB; en la parte superior se observa un haio de
inhibicién de esta cepa, esto se debe a que no presenta sistema de reparacion por
excisién mientras que la cepa TA102 si lo presenta, esto se manifiesta por

crecimiento como se muestra en la parte inferior de la caja.

36



4.4.1.2.5 Presencia del plasmido factor R pKM101

Las cepas con factor R (TA97a, TA98, TA100, y TA102) se probaron
rutinariamente mediante la presencia del factor de resistencia a la ampicilina,
debido a que el plasmido es algo inestable y puede perderse facimente de la
bacteria (McCann et al., 1975b). La resistencia a la ampicilina ha sido identificada
como un marcador adecuado que permite probar la presencia del factor R y le
confiere mayor sensibilidad a la multicepa de Salmonella (Langer et al., 1981).

Se inoculé a partir de un caldo nutritivo (de una noche) con un asa de inocutacién,
sobre la superficie de una placa de agar nutritivo, dejandola secar. Con una pinza
previamente flameada, se colocé en el centro de la placa de agar nutritivo un disco
de papel filtro esterilizado de 5 mm de didmetro, embebido con 10 pl. de solucién
de ampicilina 8 mg/mL

Se incubaron las placas invertidas a 37 °C por 24 horas y se verifico la presencia
de una zona clara de inhibicion de crecimiento. Las cepas resistentes a la
ampicilina (TA97a, TA98, TA100 y TA102) no son inhibidas por el antibiético,
debiendo crecer. Las cepas sensibles a la ampicilina (TA1535, TA1537 y TA1538)
presentaron un halo claro de inhibicion alrededor del disco de ampicilina
(Figura 10).

4.4.1.2.6 Presencia del plasmido pAQ1

Se uso como un control para cepas con factor-R a tetraciclina, comprobandose la
resistencia de las cepas a la ampicilina/tetraciclina Para verificar la presencia del
plasmido pAQ1 que confiere resistencia a tetraciclina, se procedid como en
4.3.1.2.5, substituyendo la solucidén de ampicilina por una solucién de tetraciclina 8
mg/mL. Como lo menciona Maron (1983) la cepa TA102, es resistente a
tetraciclina, no fue inhibida por el antibiético, todas las demas presentan un halo
de inhibicion (Figura 10).

4.4.1.2.7 Reversién espontanea

Maron (1983) menciona que se obtienen reversiones espontaneas variables, pero
deben ser relativamente constantes dentro del mismo laboratorio. Los siguientes
limites se basan en valores histéricos: revertantes por placa sin fraccién S8 TA97
de 90 a 180 colonias por placa, TA98 30-50, TA100 120-200, TA102 240-320. Los
nameros deben ser ligeramente diferentes en placas con activacion metabdlica
(con fraccion $9). Cuando ésta se ve alterada, se procedié a desechar el stock
bacteriano en uso y reemplazarlo por otro, el cual también se le verificaron las
caracteristicas propias del sistema.
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Las colonias revertantes, prototréficas para la histidina, son facilmente visibles en
las placas de agar medio minimo en contraste con las colonias auxotréficas, que
formaran una fina cama de crecimiento bacteriano (esta observacion se realiza
con microscopio optico).

Se fundi6é una cantidad suficiente de agar de superficie y se mantuvo en bario
maria a 45 °C. Se distribuyeron alicuotas de 2 mL en tubos de 13 x 100 mm
esterilizados, previamente mantenidos a 45 °C en calor seco.

Manteniendo los tubos en bafio seco, se adicioné 0.1 mL del cultivo en caldo
nutritivo (de 18 horas). Se agité por tres segundos en vortex, bajando la velocidad
se vertié en la placa con agar medio minimo.

Se imprimieron movimientos circulares en la placa, de forma que el agar de
superficie se distribuyd uniformemente sobre el medio de cultivo. Se dejé el agar-
hasta que solidificé en una superficie plana. Posteriormente se incubé las placas
invertidas a 37 °C por 48 horas.

Las colonias revertantes fueron contadas como colonias individuales ademas de
revisar la fina camada de crecimiento. Se calculé el promedio aritmético de las tres
placas y de cada caldo de cultivo probado se compar6 la tasa de reversion
espontanea y la prueba se acepta si esta dentro de los limites presentados
anteriormente (Figura 11).

Es conveniente sefialar que pueden observarse diferencias en el nimero de
colonias revertantes espontaneas con el tiempo, mas no debe haber una variacién
extrema de un experimento a otro. Un desvio de colonias revertantes que este
fuera de las variaciones aceptables, es una indicacién de que las caracteristicas
genéticas de las cepas de prueba deben ser verificadas.

Las cepas, que presentaron una tasa de reversién espontanea dentro de los
limites normales y todas las caracteristicas genéticas necesarias fueron
congeladas, para mantener un adecuado stock de cultivos permanentes. Las
placas maestras nuevas fueron siempre obtenidas a partir de un cultivo stock
permanente y nunca a partir de otra placa maestra, debido a la posibilidad de
alteraciones en las caracteristicas genéticas de las cepas y pérdida de plasmidos.

Una vez realizadas todas las pruebas anteriormente descritas para las cepas, se
obtuvieron los resultados que se concentran en la Tabla 9.

38




Figura 10. Plasmidos factor R pKM101 y pAQ1. La cepa Salmonella typhimurium TA1537 no
presenta este factor debido a la inhibicion de crecimiento alrededor del
antibidtico ampicilina/tetraciclina.

" AMPICILINA

Figura 11. Reversion espontanea de la cepa Salmonella typhimurium TA1537dependiente de
histidina. Del lado izquierdo se observa una reversiébn espontanea, con una
frecuencia caracteristica de la cepa. Del lado derecho se observa esta reversion
inducida por un agente mutagénico (acido picrolonico) esta se manifiesta por un
incremento en el niimero de revertantes por placa.
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Tabla 9. Verificacibn de marcadores genéticos de Salmonella

typhimurium
TA97a R S S S - +
TA98 R S S S - +
TA100 R S S S - +
TA102 R R S R - +
TA1535 S S S S - +
TA1537 S S S S - +
TA1538 S S S S - +
S =sensible R = Resistente + = Crecimiento - = No hubo crecimiento

De acuerdo con los datos mostrados, se concluyd que las cepas presentan todas
las caracteristicas genéticas necesarias para emplearlas como cepas estandar en
la realizacion de la prueba de Ames y de microfluctuacion. La verificacion del buen
estado de las cepas adquiridas permitid la realizacién de cultivos permanentes.
Contandose con cultivos a corto plazo y cultivos permanentes de todas las cepas.

4.5 Procedimiento de la prueba de Ames

La realizacion del analisis de la prueba de Ames o prueba de incorporacion en
placa de Ames, requirid preparar los siguientes reactivos:

4.5.1 Agar de superficie

El agar de superficie contiene 0.6% de agar y 0.5% NaCl. Se esteriliza y se
mantiene almacenado en refrigeracién. Se usan tubos de cultivo (13 x 100 mm)
con tapa de baquelita con porciones de 2 mL de agar de superficie.

4.5.2 Placas de agar

Las placas para las pruebas de mutagenicidad contienen 30 mL de agar con agar
medio minimo de glucosa. El medio contiene 1.5% de agar Bacto-Difco y 2%
glucosa en medio Vogel-Bonner. Se adicionaron 10 mL de una solucién estéril de
0.05 mM L-histidina HCI /0.5 mM biotina a 100 mL de agar de superficie y se
mezcla con agitacidén suave. La solucion histidina/biotina se esteriliza por filtracion
o autoclave (Friederich et al., 1982).
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Las trazas de histidina en el agar de medio minimo permiten a la bacteria en la
placa sufrir varias divisiones y producir en la superficie de la misma un crecimiento
débil que es poco visible (Maron y Ames,1983), y que por consiguiente deben
examinarse bajo un microscopio 6ptico. Un incremento adicional en la cantidad de
histidina en la placa causa un crecimiento pesado en el fondo que enmascara los
revertantes. Se requirié de placas desechables de plastico estéril (100 X 15 mm)
esterilizadas por radiacién gamma.

4.5.3 Esencia de la prueba de incorporacion en placa de Ames

La prueba (Ames et al., 1973a, 1973b, 1975b) consiste en combinar el compuesto
a analizar, junto con la cepa de prueba bacteriana y la mezcla S9 en agar de
superficie semisélido que se vierte sobre una placa de agar medio minimo. Se
incluyé también en cada prueba, controles positivos y negativos. Después de
incubar a 37 °C por 48 horas, las colonias se contaron (Figura 12).

La prueba se efectud con la siguiente secuencia:

- Se agreg6 0.1 mL del compuesto quimico a analizar, 0.1 mL de un cultivo de 16 -
18 horas de la cepa de prueba a tubos de cultivo de 13 x 100 mm con tapa de
rosca. Posteriormente se adiciond 2 mL de agar de superficie a 45 °C.

- Se mezclarén los componentes de prueba con el agar blando en un vortex por
tres segundos a baja velocidad y posteriormente se vacié a la placa de agar
medio minimo de glucosa. Al verter la mezcla la distribucién no se tomé mas de
20 segundos; fue importante realizar una distribucién uniforme del agar de
superficie en la superficie de la placa, inclinando rapidamente y rotando la placa,
se cubrié y se dejo endurecer sobre una supefficie. Las placas se dejaron
solidificar por varios minutos. Es importante seguir estos limites de tiempo.

- El compuesto a analizar se prob6 sin mezcla S9, siempre se incluyeron controles
positivos y negativos.

- Los controles negativos contienen la bacteria, y solvente (pero ningtin quimico de
prueba). Se requiere establecer el numero de colonias que revierten
espontaneamente por cada cepa de prueba.

- Los controles positivos contienen mutagenos conocidos y especificos para cada
cepa de prueba.

Posteriormente se incubaron a 37 °C durante 48 horas, las colonias revertantes en
las placas de prueba y en la placa control se contaron usando un contador de
colonias semiautomatico tipo Quebec. La presencia del césped de fondo se
confirmé en todas las placas.
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Figura 12. Método de incorporacion en placa de Ames, (Maron & Ames,

1983).
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4.6 Procedimiento para la prueba de microfluctuacion
Para la realizacion de esta prueba, se requirié preparar los siguientes reactivos:

Medio Davis Mingoli |, D-glucosa, (5.5 x), D-glucosa (40%), D-biotina (0.1 mg/mL.),
L-histidina (1 mg/mL),

4.6.1 Pasos previos de preparacion al dia de realizar la prueba

A partir de una placa maestra de Salmonella typhimurium TA1537se tomé un
inéculo y se cultivo en 20 mL de caldo nutritivo Oxoid No. 2. Se incubo a 37 °C
durante 16 horas, con agitaciéon a 150-170 rpm. Este cultivo fue requerido para la
dilucién de la suspension bacteriana antes de realizar la prueba.

4.6.2 Preparacion de la muestra y colocacion en la placa de prueba

- Antes de iniciar algin procedimiento, se reviso visualmente el crecimiento de la
bacteria del cultivo de una noche (1 a 2 x 109 células/mL en fase estacionaria).

- A partir de este cultivo se tom6 un inoculo de 0.5 mL y transfirieron a 4.5 mL de
caldo nutritivo Oxoid No. 2. Se incubé a 37 °C durante 3.5 horas, con agitacion

a 210 rpm, obteniendo un cultivo de 1 x 109 célutas/mL en fase logaritmica).

- En matraces erienmeyer conteniendo un volumen de 20 mL de medio Davis-
Mingoli |, fueron inoculados con 100 pl. de cada una de las concentraciones del
difosfato de cloroquina; asi mismo se inocularon 200 pl de suspensidn
bacteriana de 3.5 horas. Esto generé finalmente un inéculo de
aproximadamente 5 x 10° células/mL. Cada tratamiento fue después distribuido
con precision en alicuotas de 200 plL. en placas multipozos estéril (con tapas)
conteniendo 100 pozos.

4.7 Controles

4.7.1 Control negativo

Consisten en un inéculo de la cepa y del propio solvente utilizado para la
disotucion del quimico de prueba, en este caso agua.

4.7.2 Control positivo
De la misma manera se incluy6é para confirmar las propiedades de reversion y

especificidad de la cepa. Si la sensibilidad de la cepa esta en duda dentro de los
valores de reversién cuantitativos, se determinan por la incorporacién de
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mutdgenos conocidos en el agar de superficie y se cuentan las colonias
revertantes, (Tabla 10).

Tabla 10. Controles positivos empleados en la prueba (Maron y Ames, 1983).

Pr é’ %&’g %@3‘%‘?’ Compliesto Y 3 ionl - Ce o
Metil nitroso guanidina (MNNG) | DMSO 10.0 ug TA100
Sin  tAcido picrolénico DMSO 100 pg TA1537, TA1538,
activacion TAQ8
(-S9)  [Azida de sodio” Agua 5.0ug TA1535, TA100
destilada
Mitomicina C Agua 1.0 ug TA102
destilada
Con 2-aminofluoreno DMSO 10.0 ng TA1537, TA1538,
activacion TA98, TA100
(+S9) | Benzofa]pireno DMSO 10.0 g TA1537, TA1538,
TA98, TA100

DMSO-dimetilsulfoxido
Las soluciones de los compuestos mencionados arriba deben ser manipulados
con méaximo cuidado de forma de evitar cualquier contacto con el operador.

4.8 Control de toxicidad

La toxicidad de una muestra o substancia quimica en la prueba de incorporacién
en placa de Ames se verifica a través de un andlisis rutinario de la presencia “del
cesped de fondo” en las cajas de prueba de agar medio minimo. En los casos de
la presencia de toxicidad (este cesped estara ausente o reducido) por lo que se
debe de tomar el criterio de reducir las concentraciones de las muestras o
substancias quimicas a analizar.

4.8.1 Control de viabilidad

La viabilidad de un cultivo de una noche se evalué después de una dilucion a 107
y un indculo de 100 pL fue distribuido con una varilla de vidrio (asa de Drigalski)
sobre agar nutritivo. Esta dilucion se obtuvo realizando el siguiente procedimiento:

A partir de un cultivo de una noche (16-18 horas) con agitacién de 150 a 170 rpm y
37 °C se obtiene una concentracién aproximada de 1 a 2 x 10° células/mL.

Posteriormente se transfirieron, asépticamente, 100 puL del cultivo inicial a un
frasco conteniendo 100 + 2 mL de agua de dilucién, preparando asi una dilucién
de 1000 veces. Se homogeneizo el contenido no menos de 25 veces, inclinando el
frasco, formando un angulo de aproximadamente 45 grados. De esta primera
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dilucién, se transfirio, asépticamente, 100 ul de la dilucion a un frasco
conteniendo 100 * 2 mL de agua de dilucion, y se procedié a homogeneizarlo. A
partir de esta ultima dilucién, se transfirid, asépticamente, por duplicado, 100 pl a
una placa de agar nutritivo.

Con una varilla de vidrio en forma de “L" (asa de Drigalski), debidamente flameada
y estriada, se toco levemente la superficie del agar nutritivo conteniendo &l indculo
y se ejecutaron movimientos circulares, hasta que €l indculo quedo uniformemente
distribuido en la placa de Petri conteniendo medio de cultivo.

Se incubaron las placas de manera invertida a 37 °C por 24 horas y proceder a su
conteo. El calculo del nimero de bacterias por mL es hecho multifplicéndose por el
promedio de los contenidos obtenidos en las dos placas por 10°. El resultado es
exgresado en nimero de bacteria por mL. Ese valor debera estar entre 0.5 a 2 x
10° células por mililitro.
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5. INSTRUMENTACION DE LAS TECNICAS

5.1 Material y condiciones experimentales

5.1.1 Agente quimico de prueba

Se empleo difosfato de cIoroquma (Sigma chemicals; Figura 13), por ser un

mutageno débil de accién directa, detectado por la cepa de Salmonella
typhimurium TA1537, deficiente en el proceso de reparacion por escision (uvrB).

Figura 13. Estructura quimica del difosfato de cloroquina
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Se usa en el tratamiento de malaria e infecciones de amebicidas, e! medicamento
dafa el "cerebro” de los protozoarios, tiene multiples usos, incluyendo prevencion
y tratamiento de algunas formas de malaria (Plasmodium vivax, P. malariae, P.
ovale, y infecciones de P. falciparum).

La cloroquina es un veneno potenciaimente letal frecuentemente caracterizado por

un deterioro rapido en un paciente evidentemente "sano" cuando es administrado
en dosis elevadas.
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El mecanismo de efecto tdxico: la cloroquina es una base débil y se concentra
lentamente dentro de las células, las concentraciones intracelulares son 60 veces
mas elevadas que el nivel en sangre. El medicamento tiene la capacidad de cruzar
la placenta y se asocia con anormalidades fetales (Curry ef al., 1996)

Se seleccion6 este agente quimico por razones de disponibilidad, manipulacién
practica y actividad genotoxica conocida. Previamente registrado como genotoxico
de accién directa débil en la categoria 2 (Espinosa, 1989), el compuesto se probé
sin mezcla S9.

Agua grado reactivo estéril, se usé en la preparacién de las soluciones del
difosfato de cloroquina. Las soluciones stock y diluciones de trabajo fueron
preparadas el mismo dia de la realizacion de la prueba.

5.1.2 Control positivo

Se empleo acido picrolénico (Sigma chemicals) el cual es un mutageno de
referencia, fue disuelto en dimetilsulfoxido grado espectrofotométrico (DMSO,
Sigma chemicals) a una concentracion de 100 pg/ml por placa. Las soluciones
stock preparadas con DMSO se guardaron a 4 °C durante la duracién de la prueba
en tubos eppendorft (2 mL), este control fue incorporado en cada prueba.

5.1.3 Control negativo

Se utilizo agua, debido a que fue el solvente en el que disolvid el agente de
prueba.

5.1.4 Cepa de prueba

La cepa de Salmonella typhimurium TA1537, se selecciond para las pruebas de
incorporacion en placa y de microfluctuacion sobre las bases de su sensibilidad y
uso para la deteccion de mutagenicidad utilizando el difosfato de cloroquina. Esta
cepa posee mutaciones rfa, uvrB: la primera permite la penetracion de moléculas
grandes como benzo[a]pireno a las células, el segundo disminuye la reparacion
por escision al ADN . La cepa de Salmonella typhimurium TA1537 revertira de un
estado auxotrofico (his’) a uno heterotrofico (his®).

5.2 Concentraciones de prueba

Las concentraciones fueron seleccionadas previamente con base en un estudio
realizado por Espinosa et al, (1989), para obtener curvas dosis-respuesta. Se
prepararon once diferentes concentraciones del compuesto quimico (difosfato de
cloroquina) con incrementos de 50 ug/mL, obteniéndose la siguiente escala de
concentraciones : 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550 y 600 pg/mL
por placa.
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5.3 Prueba de incorporacién en placa de Ames

Se realizé con base en los procedimientos descritos por Maron y Ames (1983). Ef
protocolo siguiente se apeg6 a:

- Colocar los tubos de ensayo (13 x 100 mm, con tapa de baquelita), en un nimero
suficiente para realizar las pruebas por triplicado, en bafio seco regulando la
temperatura a 45 °C.

- Fundir el agar de superficie (“top agar”) y mantenerlo a 45 °C.

- Adicionar 100 L del difosfato de cloroquina en las concentraciones descritas por
triplicado a los tubos de ensaye.

- Adicionar 0.1 mL de cultivo (de 16 a 18 horas) de Salmonella typhimurium
TA1537.

- Agitar el tubo levemente por 3 segundos con ayuda de un vortex a baja velocidad
y verter el contenido en una placa de agar medio minimo conteniendo L-histidina
y D-biotina (0.5 mM). Dejar solidificar en superficie plana. Incubar las placas
invertidas a 37 °C por 48 horas.

Fueron incluidos controles positivos (100 pg/mL de acido picrolénico + bacteria) y
negativos (agua + bacteria y ausencia del agente de prueba). Todas fas placas
fueron incubadas a 37 °C por 48 horas. El numero promedio de colonias
desarrolladas (revertantes) en las tres placas sembradas para cada concentracion
de cloroquina se promediaron y fueron registradas.

Al realizar la lectura de las placas, verificar la presencia “del cesped de fondo” en
las placas de prueba, en la frecuencia de reversion espontanea de las placas
control (negativo) y la eficiencia del control positivo. El ensayo debera ser repetido
si el “cesped de fondo" estuviera ausente o alterado, o si la tasa de reversion
espontanea estuviera fuera de lo esperado o si los controles positivos no tuvieran
actividad mutagénica frente a la cepa de prueba.

5.4 Prueba de microfluctuacién

La mezcla de reaccion, medio Davis Mingoli |, se coloco en matraces estériles,
uno por cada concentraciéon de sustancia problema. Un volumen de 0.1 mbL del
cultivo de prueba fue adicionado a estos matraces. A cada matraz se le adiciono
0.2 mL del difosfato de cloroquina (100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
550 y 600 ug/mL). La mezcla de cada uno de los matraces problema se distribuyd
en 15 pozos de una microplaca de titulacién estéril a razén de 200 pL por pozo.
Fueron incluidos controles positivos (0.2 mL de acido picrolénico a concentracion
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de 100 pg/mL+ bacteria) y negativos (agua + bacteria y ausencia del agente de
prueba). Todas las placas fueron incubadas a 37 °C por 72 horas. Se realizoé una
incubacion continua de la mezcla, los eventos mutacionales que ocurren son
detectados y registrados cada hora: deteccion de turbidez en el medio (DO,
densidad 6ptica) en cada pozo de |la microplaca el empleo del equipo Bioscreen-C.
Se espera que la variacion entre las replicas de los pozos de cada concentracion
sean distribuidas de manera homogénea.

5.4.1 Distribucién de las muestras en la microplaca (Tabla 11)

1. Blanco del reactivo. Se colocaron 200 uL del diluente (agua) en los pozos 1-15
de las columnas 1 y 2 sirviendo como control negativo.

2. Se distribuyeron 200 pl de la solucién de acido picrolonico dentro de los pozos
16-30 de las columnas 2y 3.

3. Se usaron las columnas 4 a 20 para distribuir la mezcla {medio Davis-Mingoli |,

bacteria, y las diferentes concentraciones de difosfato de cloroquina) realizando
15 replicas por concentracion.

Tabla 11. Distribucidn de las diferentes muestras en la microplaca.

1 15 MDMGI + S. typhimurium -

2 ]16..30 15 MDMGI + S. typhimurium + acido picrolonico 100
3 181.45 15 MDMGI + S. typhimurium + cloroquina difosfato 100
4 146..60 15 MDMGI + S. typhimurium + cloroquina difosfato 150
5 |61.75 15 MDMGI + S. typhimurium + cloroquina difosfato 200
6 |76..90 15 MDMGI + S. typhimurium + cloroquina difosfato 250
7 191..105 15 MDMGI + S. typhimurium + cloroquina difosfato 300
8 1106..120 15 MDMG! + S. typhimurium + cloroquina difosfato 350
9 (121..135 15 MDMGI + S. typhimurium + cloroquina difosfato 400
10 }136...1580 15 MDMGI + S. typhimurium + cloroguina difosfato 450
11 ]151...166 15 MDMGI + S. typhimurium + cloroquina difosfato 500
12 |166...180 16 MDMG! + 8. typhimurium + cloroquina difosfato 550
13 1181...195 15 MDMGi + S. typhimurium + cloroquina difosfato 600
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6. INTERPRETACION DE RESULTADOS

6.1 Aspectos de mutagenicidad del difosfato de cloroquina (7-chioro-4-(4-
dietilamino-1-metitbutilamino)-quinocleina difosfato)

El uso de la cloroquina como solucion patrén para la generacion de los estandares
utilizados en los trabajos analiticos desarrollados en el presente estudio se realizo
con base en tres consideraciones: 1) amplio uso de esta sustancia como agente
antimalario; 2) capacidad de formar complejos intercalantes con ADN, que actian
como un inhibidor de sintesis y reparacion normal de ADN de células humanas y
bacterianas (Schupbach, 1979); y 3) lo contradictorio de los resultados que han
sido reportados sobre efectos mutagénicos producidos por la cloroquina, utilizando
Salmonella typhimurium TA1537; por ejemplo, mientras Schipbach, op. cit.
reporto que la cloroquina produce mutacion inversa frameshift usando pruebas de
fluctuacion, Middleton y Wiseman (1981), empleando la prueba de incorporacién
placa de agar, reportaron que la cloroquina no fue mutagénica. Es probable que la
cloroguina sea un mutageno con riesgo carcinogénico, aunque faltan datos
disponibles de carcinogenicidad (Schiipbach, op. cit.)

La estandarizacion de las dos técnicas analiticas seleccionadas, incorporaciéon en
placa de Ames y microfluctuacion se limité a evaluar la actividad mutagenica del
difosfato de cloroquina (7-chloro-4-(4-dietilamino-1-metilbutitamino)-quinoleina
difosfato) empleando la cepa de Salmonella typhimurium TA1537.

6.2 Determinacion de pruebas de mutagenicidad

No obstante, que la prueba de incorporacion en placa de Ames es una técnica
estandarizada para medir los resultados de la mutacion, la estimacién de una tasa
de mutacion requiere conocer el nimero de células en riesgo de mutar y el
numero de células mutantes resultantes de la mutacion. El analisis cuantitativo de
los datos generados por ambas pruebas requiere establecer un criterio consistente
para definir los resultados positivos y negativos, y la aceptacién de los resuitados
generados por las pruebas y también para proveer un ambito de trabajo que
permita estimar el efecto mutagénico.

6.2.1 Prueba de incorporacién en placa de Ames

6.2.1.1 Criterio para aceptacion de resultados

El promedio de revertantes de las tres placas correspondiente al control negativo
debe estar dentro de los limites establecidos para la cepa de Salmonella
typhimurium TA1537, los cuales se muestran en la Tabla 8. Y el valor promedio

del nimero de revertantes obtenidos en las placas del control positivo debera ser
igual 0 mayor a dos veces la tasa de reversion espontanea para la misma cepa.

50



6.2.1.2 Interpretacion de resultados

La aceptacién de la prueba se establece por la relacion que existe entre el numero
de revertantes del control negativo — tasa de reversion espontanea esperada en
las condiciones de prueba — y el contro! positivo.

El nimero promedio de revertantes inducidos (R1) por concentracion de las placas
problema con respecto al nimero promedio de revertantes espontaneos (RE)
obtenido por las tres placas de control negativo se define como la razén de
mutagenicidad (RM) (Bernstein et al, 1982), la cual se obtiene mediante la
siguiente formula:

Rl
RM =2 (1)

donde:
RM : Razén de mutagenicidad
RI: revertantes inducidos
RE : revertantes espontaneos

En consecuencia, el valor de RM permite definir una respuesta como positiva,
cuando se cumplen las siguientes consideraciones: el niimero de revertantes en
una o mas series de placas por dosis de muestra de prueba es igual o mayor a
dos veces el valor de RM; y el incremento en la cuenta de revertantes por
concentracién presente una dependencia en cuanto a la concentracion; es decir, al
incrementarse la concentracion de la muestra de prueba, esta generalmente
debera acompanarse por un incremento en el nimero de revertantes por placa.

Consecuentemente, ia respuesta positiva en la cepa de prueba — con o sin
activacién metabdlica — es suficiente para designar que la muestra analizada es
mutageénica.

6.2.2 Prueba de microfluctuacion.
6.2.2.1 Criterio para aceptacion de resultados

El control negativo registra la potencia de induccién espontanea, la presencia de
una turbidez en estos pozos indica la funcionalidad de Salmonella typhimurium en
la prueba. La presencia de una turbidez en los 15 pozos usados para el contro!
positivo mayor a la del control negativo, debido a la accion de mutacion inducida
por el compuesto conocido (acido picrolénico), indica que Salmonella typhimurium
funciono apropiadamente.
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Consecuentemente, la presencia de mayor turbidez en el control positivo que en el
control negativo, nos permite afirmar que los resultados obtenidos son validos.

6.2.2.2 Interpretacion de los resultados

En esta prueba bacteriana se realiza una incubacién continua de la bacteria con el
compuesto, los eventos mutacionales que ocurren son detectados cada hora. La
medicion de la densidad 6ptica (DO) de los controles positivo y negativo asi como
la de la mezcla de reaccion se efectia mediante la cinética de crecimiento de
Salmonella typhimurium. Esta medicién, por fotometria de luz en un sélo tiempo,
se registra automaticamente en cada uno de los 200 pozos de la microplaca. La
turbidez (DO) de las muestras permite generar la curva de crecimiento, la cual se
obtiene en un lapso maximo de tiempo de 72 horas. Se esperaria que la variacién
entre las replicas de los pozos sean distribuidas de manera homogénea.

Consecuentemente, la DO promedio de los revertantes inducidos (RI) en los
pozos problema con respecto a la DO promedio de revertantes espontaneos (RE)

obtenido por las replicas en los pozos utilizados para el control negativo debera
ser mayor.

En consecuencia, este valor permite definir como respuesta positiva si cumple las
siguientes consideraciones: el promedio de la DO en los pozos por dosis de
muestra de prueba es mayor al valor de la DO promedio en los pozos del control
negativo; y el incremento promedio en la DO por replicas de pozo de prueba
debera presentar una dependencia en cuanto a la concentracion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

La forma de cualquier curva dosis-respuesta depende del ambito de las dosis
usadas. Para muchos mutagenos en la parte baja de sus dosis se presenta una
linealidad, y al incrementar la dosis la curva puede caer y finalmente retroceder
debido a los efectos primarios de la toxicidad. Por ello, el andlisis estadistico de la
prueba de mutagenicidad de Salmonella para interpretar la respuesta mutagenica
de las dosis se efectia con un modelo matemético de la curva completa de
dosis-respuesta o con la parte inicial de la curva. En el presente trabajo se
interpreté la respuesta mutagenica de la dosis mediante el empleo de la curva
completa dosis-respuesta para las pruebas de Incorporacién en placa de Ames y
microfluctuacion.

7.1 Prueba de incorporacion en placa de Ames

Para esta prueba se realizaron 14 experimentos. En cada uno de estos
experimentos se analizaron 11 diferentes concentraciones, la concentracién inicial
y final fue de 100 y 600 pg/mL respectivamente, y las concentraciones
intermedias a los limites minimo y maximo se obtuvieron mediante incrementos de
50 pg/mL a partir de la concentracion minima. Asi mismo, se corrieron controles
positivo y negativo. Tanto el analisis de cada concentracién, como el de los
controles positivo y negativo, se efectuaron por triplicado, lo cual produjo un total
de 39 cajas y resultados por experimento. Los valores promedio de cada una de
las concentraciones evaluadas (difosfato de cloroquina) y de los testigos positivo
(Medio minimo + Salmonella typhimurium TA1537+ acido picrolénico) y negativo (Medio
minimo + Salmonella typhimurium TA1537) requirieron el desarrollo de un analisis
cuantitativo a efecto de aceptar o rechazar la validez del cada una de las pruebas
realizadas, definir cuales de estos resultados eran positivos o negativos, y
consecuentemente, estimar la fortaleza del efecto mutagénico.

Para determinar la validez o rechazo de cada una de las pruebas realizadas,
inicialmente se establecid el &mbito de los valores de revertantes por placa -5 a
25- para la cepa de Salmonella typhimurium TA1537 conforme a lo establecido en
la Tabla 8. De los 14 valores promedio para el control positivo registrados en la
Tabla 12, se selecciono el correspondiente a fa prueba nimero 11: 90 revertantes
por placa; posteriormente se establecié el nimero de veces que este valor excede
de 18 (90/5) a 3.6 (90/25) veces el ambito de valores que limitan la tasa de
reversién espontanea de la cepa utilizada, y con base en lo descrito en el apartado
6.2.1.1 de este trabajo aceptar o rechazar las pruebas. En este caso, las 14
pruebas efectuadas se aceptaron como validas.

El analisis estadistico se inicid estableciendo un nivel de significancia del 99%

para cuantificar el intervalo de confianza en el cual los datos obtenidos pueden
considerarse como reales. Para ello se utiliz6 la siguiente formula:
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;5¢3.012( 5 J (1)

ER

donde:
x. valor promedio de X
S: desviacion estandar de ia muestra
n: tamafo de la muestra

+ 3.012: nivel de significancia al 99%

los resultados obtenidos (IC), conjuntamente con los datos correspondientes a la
reversion esponténea e inducida, se concentran en la Tabla 12.

Tabla 12. Namero promedio de revertantes por placa con el difosfato de
cloroquina y calculo del nivel de significancia del 99 por ciento.

100] 111 |1261139[144(139]149(132]150(132{193( 90 | 132 | 150 |135{ 137

0 18 {16 11715120118 |15[17 |16 (16|17 | 24 | 40 [41]| 23

100] 24 |24 1363151124 |37[18|20|37 29| 36 | 56 [ 53] 34 {24<34>44

150] 34 3644 |50142]30127166|31{44[{35]| 58 | 55 |50] 43 [34<43>52

200] 28 [33127]3131{39|20170|28[48|53| 63 | 64 | 52| 41 |27<41>565

250{ 47 |63 |67 55178631421 43182(54(45| 56 | 36 146! 56 145 <56>67

300f 53 (5861477217264 (64|50({4833| 85 | 77 [ 95| 63 |50<63>76

350 32 |45(53]147[27{38|79171138[55125] 99 | 91 |94 57 |36<57>78

400 72 {74 94161]39|36|53{51|32]|43|21]| 76 | 88 |71 | 58 |40<58>76

450] 81 |63/90193[86177{83180(82|85|/18)| 46 | 58 | 36| 70 |52 <70>88

5000 48 157 [65[(66]41137139150168)77)15] 21 | 25 {21 45 |29 <45>64

550 38 | 4955|461 0 [0 [34]|42{47|5910 6 13 [ 9| 28 |13<28>43

600f 0 |]o|Jo|oOjoOojOo{O[O0lO[O0|0O{O (O] Ol O

100 Control positivo: M.M. + Salmonella typhimurium + acido picrolénico
0 Contro! negativo: M.M. + Salmonella typhimurium
IC Intervalo de confianza
18 Valor rechazado por encontrarse fuera del intervalo de confianza

Los resultados de IC obtenidos mediante la aplicacion de la ecuacion 1, permitio
establecer el promedio de aceptacion de los resultados generados para cada una
de las concentraciones empleadas. En general, se afirma que para las 14 pruebas
realizadas, el valor promedio de aceptacion de los datos oscila ente el 65 y el 43
por ciento; asi mismo, que los mas altos porcentajes de aceptacion, 65%, se
obtiene en las concentraciones inferiores, de 100, 150, 200 y 250 pg/ml, del
ambito utilizado; y consecuentemente, los menores porcentajes de aceptacion,
43%, se obtuvieron a ia concentracion de 500 ng/mL debido a que en la penultima
y Ultima dosis empleadas la existencia de revertantes por placa fue poca y ninguna
respectivamente. Es decir, en los datos se presenta una aproximacion claramente
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lineal en la parte inicial del ambito de concentraciones, y conforme se
incrementan las dosis se presentan uno o dos saltos cinéticos, a ambos lados de
la linea, y finalmente caen debido a los efectos primarios de ia toxicidad.

Consecuentemente, de acuerdo con €l intervalo de confianza los valores minimo y
maximo de revertantes por placa, del total registrado en la Tabla 12, fueron de 24
a 100 pg/mlL y 86 a 450 ug/mL para las pruebas 1 y 5 respectivamente. Asi
mismo, los valores minimo y maximo de revertantes por placa y concentracion
fueron 24 y 37 para 100 pg/mL; 34y 50 para 150 pg/mL; 28 y 53 para 200 pg/ml;
45 y 63 para 250ug/mL; 50 y 72 para 300 pg/mL; 38 y 79 para 350 pg/mL; 43y 74
para 400 ug/mL; 58 y 86 para 450 ug/mL; 37 y 57 para 500 uyg/mL y de 13y 38
para 550 pg/mL.

La estimacion de la curva de regresién de Y en X requiere especificar la forma
funcional de la curva: Y=aq,+a,X, regresion lineal 6 Y=a,,aX +a,X°,
regresion cuadratica. La forma funcional de esta curva se seleccioné por la
observacion grafica de las curvas dosis-respuesta de cada una de las pruebas
realizadas para la evaluacion de la técnica de incorporacién en placa de Ames.
Estas graficas se concentran en las Figuras 14, 15, 16 y 17. En la Figura 14 se
muestran las graficas para los valores correspondientes a las pruebas 1, 2, 3,4 y
5.

Figura 14. Curvas dosis-respuesta del efecto del difosfato de cloroquina en Sa/monella
typhimurium TA1537. Prueba de incorporacion en placa de Ames.

100 ]

Revertantes/placa
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En la Figura 15 muestra los valores correspondientes a las pruebas 6, 7, 8, 9y 10.

Figura 15. Curvas dosis-respuesta del efecto del difosfato de cloroquina en Salmonella
typhimurium TA1537. Prueba de incorporacion en placa de Ames.
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En la Figura 16 se muestra las lineas correspondientes a los valores de las
pruebas 11, 12, 13 y 14. Y en la Figura 17 se observa la linea correspondiente al
valor promedio de revertantes por placa de las 14 pruebas realizadas y para cada
uno de los ambitos de concentracién empleados en la prueba de incorporacién en
placa de Ames.
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Figura 16. Curvas dosis-respuesta del efecto del difosfato de cloroquina en Salmonelia
typhimurium TA1537. Prueba de incorporacion en placa de Ames.
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Figura 17. Relacion de dosis/efecto del difosfato de cloroquina en Salmonella typhjmurium
TA1537. Prueba de incorporacion en placa de Ames.
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El andlisis visual del total de los puntos correspondientes (Revertantes por placa,
pg/ml) a las graficas de cada una de las 14 pruebas (Figuras 14 a 16) muestran
una relacion claramente no-lineal. Pero también se observa, claramente, a lo largo
de las regresiones identificadas en las Figuras 14, 15y 16 tres zonas:

a) la primera, que se ubica en el ambito de las cuatro concentraciones iniciales
(100, 150, 200 y 250 ug/mL) de la curva dosis-respuesta corresponde a una
linea recta

b) ia segunda, correspondiente a las concentraciones de 300, 350, 400, 450, 500
y 550 ug/mL de la curva dosis-respuesta, se caracteriza por saltos y descensos
cinéticos a lo largo de una proyeccion imaginaria de la parte lineal inicial de
cada regresion, y

c) la tercera, que muestra indiscutiblemente un posible efecto de citotoxicidad en
la concentracion final de la curva dosis-respuesta: 600 pg/mL.

y el rechazo de las pruebas 9, 12, 13 y 14 debido a que los datos caen fueran del
intervalo de confianza, asi como los rechazos de la parte lineal de las pruebas 7 y
8, y de la segunda zona correspondiente a las pruebas 3, 4 y 11. Es decir, esta
segunda interpretacion de los datos presentados graficamente en las Figuras 14,
15, 16 y 17 reduce nuestro universo de pruebas al 71% (10 pruebas: la nimero 1,
2, 3,4, 5 6,7 8 10 y 11). Consecuentemente los valores promedios se
recalcularon y los promedios obtenidos fueron los siguientes: 16, 33, 41, 37, 56,
57, 51, 54, 75, 49 y 32 correspondientes a las concentraciones del control negativo
y 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 y 550 pg/mL respectivamente.

Asi mismo, el nimero de revertantes en la concentracion mas baja (100 pg/mlL)
presentd una respuesta igual o semejante a la de la concentracion maxima: 550
ug/mL; para efectos de discusion se considera esa concentracion como maxima
debido a que posiblemente el efecto de citotoxicidad provocado por el difosfato de
cloroquina fue total a la concentracion de 600 pg/mL, los cuales se manifestaron
por una disminucién del “césped de fondo” en la placa, y no se detectd efecto de
reversion: 0 revertantes por placa. Es decir, a la concentracion minima, 100
ug/mL, el promedio de revertantes por placa fue de 34 y a la dosis méxima, 550
ug/mL, este promedio fue de 28 revertantes por placa (Figura 17). Y a las
concentraciones de 150 a 250 pg/mL se obtuvieron de 43, 41 y 56 revertantes
promedio por placa respectivamente (Figura 17).

La positividad o negatividad del mutdgeno a las dosis especificada se establece
conforme a lo descrito en el apartado 6.2.1.2 de este frabajo. Con base en la
ecuacién matematica 1, de ese numeral, se calcula la razén de mutagenicidad
(RM) y si el nimero de revertantes por placa de prueba es igual o mayor a dos

veces el valor de RM la prueba en cuestion puede considerarse positiva. Este
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valor (16) se cumple para el total de los valores promedio recalculados, no asi
para el 100% del universo de los datos correspondientes a fas diez pruebas
aceptadas como validas después de aplicar el intervalo de confianza. Es decir, a la
concentracion inicial (100 ng/mb) el RM se cumple Gnicamente en el 50% de las
pruebas y de aproximadamente el 70% del ambito completo de concentraciones
por prueba.

El valor de RM , considerando el universo de los datos aceptados, es aleatorio
para las primeras tres concentraciones de la curva dosis-respuesta (parte lineal de
las graficas), no asi para 250 pug/mL donde el RM es igual a 2.46 (56 revertantes
por placa; Tabla 12, Figura 17). A esta concentracion se obtiene el doble de
revertantes por placa al referirlo al control negativo, y es donde se obtiene la
potencia mutagénica del difosfato de cloroquina. Es decir, a 250 ug/mL es donde
se obtiene la concentracién minima efectiva para tener un efecto mutagénico. Este
efecto de mutagenicidad se continud manifestando en las concentraciones de 300,
350, 400, y 450 con valores de 2.79, 2.52, 2.57 y 3.1, respectivamente. Y es a
partir de la concentracién de 500 ug/mbL que ocurre una disminucién del nimero
promedio de revertantes por placa, 49, y un RMde 3.0 (Tabla 12, Figura 17), al
compararlo con el control negativo. Esto se debe a que empieza a producirse un
efecto citotdxico a esta concentracion.

La estimacion de los parametros desconocidos — las cantidades a,,q, y @, — de
la curva cuadratica de regresionY =a,+a X +a,X, para la prueba de

incorporacion en placa de Ames, se efectud a partir de los datos concentrados en
la Tabla 12. Las graficas y su ajuste, asi como las ecuaciones obtenidas, se
muestran en las Figuras 18, 19y 20.

Figura 18. Relacion de dosis/efecto del difosfato de cloroquina en Salmonelia typhimurium
TA1537. Prueba de incorporacién en placa de Ames.
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Figura 19. Curva dosis-respuesta del efecto del difosfato de cloroquina en Salmonelia
typhimurim TA1537 y error estandar en la misma. Prueba de incorporacién en
placa de Ames.
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Figura 20. Coeficiente de variacion de la relacion dosis/efecto del difosfato de cloroquina en
Salmonella typhimurium TA1537. Prueba de incorporacién en placa de Ames.
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Los valores de los estadisticos: error estandar, coeficiente de variacién, relacion
de dosis/efecto y coeficiente de variacion de Ia relacién dosis/efecto, se tabularon
en la Tabla 13.

Tabla 13. Estadisticos empleados para evaluacién de ia prueba de incorporacion
en placa de Ames.

100 137.29 6.09 16.61

0 22.50 2.24 37.22
100 33.79 3.32 36.81 26.31 38.41
150 42.93 3.13 27.26 40.84 32.24
200 41.07 4.57 41.67 51.71 28.06
250 55.57 3.69 24.81 58.94 25.89
300 62.79 4.41 26.31 62.51 25.71
350 56.71 6.84 45.09 62.44 27.54
400 57.93 5.90 38.12 58.71 31.36
450 69.86 6.03 32.31 51.34 37.19
500 45.00 5.31 44.19 40.31 45.01
550 28.43 6.01 79.06 25.64 54.84
600 0.00 0.00 0.00 7.31 66.66

100 Control positivo: M.M. + Salmonelia typhimurium + acido picrolénico
0 Control negativo: M.M. + Salmonelia typhimurium

Los datos promedio de revertantes por placa mostrados en la Figura 18
proporciona una estimacién cruda de los datos promedio de revertantes por placa
y su correspondiente dosis de mutdgeno. Esta estimacion — curva dosis-respuesta —
se obtuvo con base en los valores de las 14 pruebas. A partir de estos datos se
calcularon el error estandar y el coeficiente de variacion

Los valores correspondientes al error estandar para las concentraciones de 100 y
250 pg/mL son de 3.32 y 3.69, respectivamente. Aunque el valor del error estandar
calculado para cada una de las concentraciones se incrementa en relacion con los
incrementos de las dosis empleadas, estos valores son pequefos respecto al valor
promedio de la reversion espontanea (Tabla 13, Figura 18), io cual indica una
estabilidad de realizacion en la prueba de incorporacién de placa de Ames.

Asi mismo, los valores tabulados en la Tabla 13 para los coeficientes de variacion
calculados para esta técnica permiten establecer la dispersién existente entre
cada concentracion. Las concentraciones que presentan menor dispersion son de
200 y 250 ng/ml y la de mayor dispersion es la de 550 ug/mL. En general, los
coeficientes de variacién son relativamente grandes respecto al promedio
calculado de revertantes/placa.
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La no linearidad de la curva observada en las Figuras 17 y 18, asi como las tres
zonas anteriormente descritas puede ser un efecto combinado de mutagenicidad y
toxicidad, al mismo tiempo; los factores que posiblemente estan afectando la
forma de esta curva dosis-respuesta son: 1) inducciéon de ADN para la reparacién
por enzimas, 2) efectos de saturacion-solubilidad del compuesto de prueba en el
medio de cultivo (Myers ef al., 1981), 3) y tiempo de exposicién del quimico en la
caja de Petri o microplaca (Margolin et al., 1981).

Aunque el mecanismo de muerte celular (citotoxicidad) varia para diferentes
sustancias; inicialmente puede considerarse, para muchas que la muerte de la
célula es consecuencia de dafios en el ADN (por rompimiento de doble enlace o
enlace cruzado);, debido a tal efecto se presentan curvas con uno o dos saltos
cinéticos. Lo anterior es plenamente coincidente, con el efecto causado por el
difosfato de cloroquina sobre la cepa TA1537. Estos efectos, son dificiles de
modelar, a pesar de que autores como Margolin op. cit., y Myers op. cit., han
basado sus propios analisis estadisticos de dosis-respuesta de Salmonella
typhimurium en modelos que incorporan estos factores.

Como alternativa a este problema, se consideré usar una funcién matematica
especifica, funcion polinomial de grado dos, inferida de acuerdo con el tipo de
curvas obtenidas mediante la graficacion de los datos generados con la prueba de
Ames. En la Figura 18 se presenta la linea de ajuste para los valores promedio de
revertante por placa de la curva de regresién, la ecuacién
(¥ =-0.0007.X +0.4734.X ~13.688) y el coeficiente de Pearson (R* =0.8325), lo

cual la convierte en una funcion flexible, no especifica de ajuste de datos.

En la Tabla 13 se muestran los valores de la relacién de dosis/efecto calculados
de acuerdo con la aplicacién de la ecuacion lo cual se refleja en la flexibilidad de
la funcién (Cologne and Breslow, 1994). Con este ajuste, los valores de orden
mas altos que salen del mismo no son considerados. La interpolacion de los
promedios (revertantes por placa) tienen una aproximacion a esta curva ajustada.
Aplicando esta ecuacion se establecen los datos que determinan la concentracion
optima del efecto mutagénico, el maximo efecto mutagénico se observa en las
concentraciones de 250, 300, 350 y 400 pg/mL con 58.94, 62.51, 62.44 y 58.71
revertantes por placa respectivamente (Figura 18, Tabla 13). El efecto primario de
citotoxicidad se empieza a observar a partir de la dosis de concentracién de
450 pg/mL.

A partir de esta funcion polinomial ajustada se interpold un nuevo coeficiente de
variacion. El resultado se observa en la Figura 20, una curva polinominal que
comprende las regiones de los valores de dosis, una linea de ajuste, una

ecuacion (Y =0.0004X7 +0.2235X —56.762) y el valor del coeficiente de Pearson
(> =0.6415) .
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A partir de la funcién de ajuste se calculé el coeficiente de variacion para la
relacion dosis-efecto (Tabla 13), la Figura 19 muestra una hipérbola inversa,
analizandola, el menor coeficiente de variacion se obtuvo en las concentraciones
de 250 y 300 pug/mL con 25.89 y 25.71, respectivamente.

Consecuentemente, a estas concentraciones se obtuvo el méaximo de
mutagenicidad y el menor coeficiente de variacion para esta relacién dosis/efecto.
Esto permite inferir que el efecto de mutagenicidad para la prueba de Ames se da
entre 250 y 300 pg/mL.

7.2 Prueba de microfluctuacion

Al igual que la prueba de incorporacion en placa de Ames, en la prueba de
microfluctuacion se analizaron 11 diferentes concentraciones, la concentracion
inicial y final fue de 100 y 600 ug/mlL, respectivamente. Las restantes
concentraciones se obtuvieron mediante incrementos de 50 pg/mL a partir de la
concentracion inicial. También se incluyd un control positivo y un control negativo,
el nimero total de pruebas realizado con la aplicacion de esta técnica se limité a
nueve experimentos. Para el analisis de los controles positivo y negativo y de
cada concentracion se utilizaron 15 pozos, haciendo un total de 195 pozos por
cada prueba efectuada. Los 15 pozos utilizados para cada uno de los controles y
concentracién generaron 15 resultados individuales, mismos que fueron
promediados. En la Tabla 14 se muestran el valor promedio de las densidades
opticas del control positivo, del control negativo y de las 11 concentraciones
utilizadas por prueba, asi como el valor promedio de todas las pruebas por
concentracién y el intervalo de confianza del 95% para cada una de las
concentraciones utilizadas en la evaluacion de esta técnica.

La aceptacién o rechazo de cada una de las nueve pruebas realizadas con la
aplicacién de esta técnica — a excepcion de la prueba 5 debido a contaminacion
de la cepa — se efectud con base en lo descrito en el apartado 6.2.2.2 de este
trabajo. Como el valor minimo de densidad éptica registrado para los controles
positivos de las cinco pruebas en que se uso este tipo de control fue de 0.002, el
cual excede en la misma cantidad al control negativo cuyo valor fue de 0.0
determind la validez de las pruebas realizadas. El intervalo de confianza para los
datos obtenidos mediante la aplicacion de esta técnica se cuantificé estableciendo
un nivel de significancia del 95% y aplicando la siguiente ecuacion:

7 2.365(-5:) )

in
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donde:
X : valor promedio de X § : desviacion estandar de la muestra
n: tamano de la muestra +2.365: nivel de significancia al 95%

Tabla 14. Valores promedio de densidad optica después del contacto con el
difosfato de cloroquina a diferentes concentraciones y calculo del nivel
del significancia al 95 por ciento.

100{ -- o --_10.078] 0.018 |0.116(0.0020.02710.026] 0.031 -

0{0.000}0.000}0.000[0.000{ 0.000 |0.000{0.000{0.000{0.000] 0.000 —

100/0.004/0.016|0.02610.023] 0.245 [0.040]0.036(0.039[0.012] 0.025 | -0.064 <0.025> 0.113

15010.038/0.024/0.031}0.024| 0.778 [0.043/0.040]0.039]0.025| 0.033 | -0.020 <0.053> 0.086

20040.023}0.029/0.035]0.011] 0.055 |0.039/0.039]0.027]0.028] 0.029 | -0.033 <0.062> 0.090

250{0.0320.028]0.032}0.029| -0.003 [0.045]0.051]0.038]0.023] 0.035 | -0.027 <0.062> 0.097

300{0.03210.031{0.025]0.022| -0.009 |0.039]0.042]0.025}0.023] 0.030 | -0.040 <0.030> 0.100

350{0.03210.0240.02610.016| -0.012 10.029}0.035{0.0230.019} 0.026 | -0.016 <0.026> 0.068

400/0.037/0.024|0.028|0.013{ -0.070 {0.031{0.03110.019/0.016}{ 0.025 | -0.031 <0.025> 0.080

450]0.031/0.024/0.028|0.013/ -0.009 10.029/0.028]0.026(0.016{ 0.024 | -0.018 <0.024> 0.067

500]0.032]0.031]0.028]0.014/ -0.009 |0.025]0.029/0.027/0.012] 0.025 | -0.025 <0.025> 0.075

550]0.034}0.02510.0270.013] -0.007 |0.022]0.026]0.034/0.014] 0.024 | -0.028 <0.024> 0.077

600{0.027{0.031/0.025{0.012] -0.007 {0.018]0.021]0.026]/0.011] 0.021 | -0.027 <0.021> 0.060

100 Control positivo: DMGI + Salmonella typhimurium + acido picrolénico
0 Control negativo: DMG! + Salmonella typhimurium
IC Intervalo de confianza
0.245 Valor rechazado por encontrarse fuera del limite de confianza

Los valores inferiores y superiores de los intervaios de confianza obtenidos
mediante la aplicacion de la ecuacion 2, para cada una de las dosis de
concentracién utilizadas en esta técnica, permitié establecer el promedio de
aceptacion de los resultados obtenidos. El promedio de aceptacién del universo de
estos datos fue del 100 por ciento.

Los Unicos valores rechazados corresponden a la prueba nuimero cinco, la cual se
descarté con base en los considerandos establecidos lineas arriba de este parrafo.
Consecuentemente los valores minimo y maximo de densidad 6ptica fueron de
0.004 y 0.040 para 100 pg/mL; de 0.024 y 0.043 para 150 pg/mL; de 0.011 y 0.039
para 200 pg/ml; de 0.023 y 0.051 para 250 pg/mL; de 0.022 y 0.042 para 300
pg/mi; de 0.016 y 0.035 para 350 ug/mL; de 0.013 y 0.037 para 400 pg/mL; de



0.013 y 0.031 para 450 pg/mL; de 0.012 a 0.032 para 500 pug/mL; de 0.013 y 0.034
para 550 pg/mL y de 0.011 y 0.031 para 600 ug/mL (Tabla 14).

La descripcion del tipo de asociacion entre la variable ¥ (dependiente o
respuesta) y las variables X, X,...,X, (independientes), se obtuvo mediante la

aplicacion del modelo de regresion. En este caso, 1o que se desea es resumir las
tendencias de los datos y encontrar [a forma de asociacidn entre las variables. Es
decir, con la estimacion de la curva de regresién podremos afirmar que existe
asociacion entre las variables y cudl es la forma de dicha asociacién; todo elio se
realizd solo con la informacion de los datos observados en las ocho graficas.

Las graficas de los valores correspondientes a las pruebas 1, 2 y 3 se muestran en
la Figura 21, en la Figura 22 se trazan los correspondientes a las pruebas 4y 6, y
las lineas de las pruebas 7, 8 y 9 se observan en la Figura 23. Asi mismo, el valor
promedio de estas ocho pruebas se grafica en la Figura 24,

Figura 21. Curvas dosis-respuesta del efecto del difosfato de cloroquina en
Salmonelia typhimurium TA1537. Prueba de microfluctuacion.
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Figura 22. Curvas dosis-respuesta del efecto del difosfato de cloroquina en
Salmonella typhimurium TA1537. Prueba de mlcrofluctuacwn
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Figura 23. Curvas dosis-respuesta del efecto del difosfato de cloroquina en
Salmonella typhimurium TA1537. Prueba de mlcrofluctuaclon.
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Figura 24. Curvas dosis-respuesta del efecto del difosfato de cloroquina en
Salmonella typhimurium TA1537. Prueba de microfluctuacion.
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Aunque las ocho gréficas distribuidas en las Figuras 21, 22, 23 y 24 no muestran
una dependencia funcional rigurosa debido a que la magnitud dependiente
(densidad optica) esta expuesta a la accién de factores aleatorios {mutagenicidad
ylo citotoxicidad), se observa facilmente una relacién no-lineal, y dos zonas
claramente delimitadas:

a) se presentan dos saltos cinéticos en el ambito de las cuatro concentraciones
iniciales (100, 150, 200 y 250 pg/mL) de la curva dosis-respuesta, y

b) la descendente, aunque con algunos saltos cinéticos, en las siete
concentraciones restantes (300, 350, 400, 450, 500, 550 y 600 ug/mL) de la
curva dosis-respuesta.

El valor de la densidad optica para el control negativo fue de 0.0 para cada una de
las ocho pruebas realizadas. Este valor se reporta en ceros porque el equipo
utilizado para la realizacién de esta prueba resta el valor de la densidad optica
inicial, a 0 horas, del valor de la densidad optica final, a 72 horas, para cada uno
de los 195 pozos de la microplaca; es decir, Unicamente se registran en la
memoria del equipo los valores totales de la densidad 6ptica obtenidos después
realizada la resta. La validez de la prueba, se estableci6, para este caso, de
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acuerdo con el valor registrado por control positivo (acido picrolénico): densidad
optica promedio de 0.031.

El valor promedio de la densidad optica para ia concentracion final (0.021, 600
ug/mL) fue menor al valor promedio de la densidad optica para ia concentracién
inicial (0.025, 100 ug/ml) por cuatro milésimas (0.004) (Tabla 14, Figura 24);
consecuentemente, el posible efecto de citotoxicidad provocado por el difosfato de
cloroguina no fue claramente observable. Y el vaior maximo promedio de densidad
optica (0.051) se observa a la concentracion de dosis de 250 ug/mlL, datos
correspondientes a la de principal actividad mutagenica de la curva dosis-
respuesta (Tabla 14, Figura 24).

El procedimiento empleado con los datos generados mediante la aplicacién de la
prueba de incorporacién en placa de Ames, es el mismo que se utilizé para la
estimacion de los parametros de la ecuaciéon que representa la curva cuadratica
de regresion. Los datos de concentracién y densidad éptica, concentrados en la
Tabla 15 fueron usados para el calculo del error estandar, el coeficiente de
variacion y el trazo de las curva dosis-respuesta, su correspondiente linea de

ajuste y ecuacion Y =—6E -08X? +3E - 05X +0.0268.

Las ecuaciones empleadas para el célculo de los primeros dos estadisticos fueron
las siguientes:

©)

Donde:
S: desviacion estandar
n: tamafio de la muestra
y: valores de la muestra

5= {"(n 2)]{ ZY (Z )z [”ny (Z&Xzy] @

Donde:

S . error estandar xy

Ri e
n: tamano de la muestra
x: matrizde x
y: matrizdey
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Cv="3x100 )

y

Donde:
Cv: Coeficiente de variacion
§: Desviacion estandar
y: matrizdey

La grafica, la linea de ajuste y la ecuacion utilizada para el calculo de los valores
de la relacién dosis/efecto se presentan en la Figura 25. En la Figura 26 se
ruestran los valores correspondientes a la linea promedio y los errores estandar
para cada par de puntos (concentracion, densidad optica). La ecuacién empleada
para el calculo del estadistico etiquetado como coeficiente de variacion de la
relacién dosis/efecto, la grafica obtenida y su correspondiente ecuacion de
ajuste: Y =—6E-08X*+3E~-05X +0.0268, se presentan en la Figura 27. Los
valores obtenidos mediante la aplicacion de las ecuaciones utilizas se concentran
en la Tabla 15.

Figura 25. Relacién de dosislefecto del difosfato de cloroguina en Salmonella
typhimurium TA 1537. Prueba de microfluctuacion.
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Figura 26. Curva dosis-respuesta del efecto del difosfato de cloroquina en Salmonella
typhimurium TA1537 y error estandar en la misma. Prueba de microfluctuacion.
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Figura 27. Coeficiente de variacion de la relacién dosislefectoefecto del difosfato de
cloroquina en Salmonelia typhimurium TA1537. Prueba de microfluctuacién.
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Tabla 15. Estadisticos empleados para evaluacion de la prueba de microfluctuacion.

100 2.4524E-02 0.0048 54.8070 2.8768E-02 43.2046
150 3.2969E-02 0.0028 23.8866 2.9292E-02 37.3789
200 2.8916E-02 0.0033 32.1681 2.9521E-02 32.7141
250 3.4834E-02 0.0033 27.0933 2.9456E-02 28.2104
300 2.9898E-02 0.0027 25.3639 2.9097E-02 26.8676
350 2.5619E-02 0.0023 25.3340 2.8443E-02 25.6857
400 2.4816E-02 0.0030 33.7352 2.7494E-02 25.6649
450 2.4483E-02 0.0023 26.5780 2.6251E-02 26.8050
500 2.4877E-02 0.0027 30.8091 2.4714E-02 29.1060
550 2.4416E-02 0.0028 32.9383 2.2882E-02 32.5681
600 2.1319E-02 0.0025 33.6829 2.0755E-02 37.1911

Como la realizacion de esta prueba mediante el empleo del equipo Bioscreen-C es
reciente, no se cuentan con datos de evaluaciones experimentales realizadas por
otros laboratorios con este mismo tipo de equipo y menos aun en su aplicacion
para la evaluacidon de mutagenicidad a compuestos quimicos o muestras
ambientales. Esto obligd a realizar una amplia consulta bibliografica de estudios
en que se describe el empleo del procedimiento tradicional para la realizacion de
la prueba de microfiuctuacion a efecto de unificar el criterio de procedimiento de
comparacién con base en los estadisticos usados, los cuales se definen por una
funcion matematica particular.

La escasa diferencia existente entre el error estandar y la DO promedio permite
establecer que esta diferencia es insignificante, aproximadamente 0.0001, y que
los valores promedio de DO para el conjunto de dosis de concentraciones
utilizadas presentan una excelente estabilidad en su ejecucién (Figura 24).

La mayor variabilidad en los valores en relacién con el coeficiente de variacion se
observd en la parte lineal de la curva dosis-respuesta. En las dos
concentraciones iniciales, 100 y 150 ug/mL, se registraron los valores maximo y
minimo, cuyos datos son 54.8 y 23.8, respectivamente.

»

Los valores de la relacion dosis/efecto calculados a partir de la ecuacion
Y =-6E-08X2+3E-05X +0.0268 (Figura 25) presentan las dos zonas descritas
anteriormente: una lineal para las dosis de concentracion de 100, 150, 200 y 250
pg/mL cuyos correspondientes valores son 0.0287, 0.0299, 0.0285 y 0.0294 y otra
descendente, en el ambito de las concentraciones de 300 a 600 pg/mL y sus
correspondientes valores de 0.0290 a 0.0207 (Tabla 15).
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7.3 Ambas pruebas

El difosfato de cloroguina es un compuesto de accién directa, mutageno, cuya
respuesta genotdxica fue evaluada por las pruebas de Incorporacién en placa de
Ames y microfluctuacién. Aunque fue probado en un ambito de dosis de alta
concentracion, los resultados obtenidos muestran una concordancia cualitativa:
presencia o ausencia de mutageniciadad. Asi mismo, los resultados obtenidos en
este estudio comparados con los de la literatura fueron similares. En efecto,
Tutikawa ef al., (1978) estudiando 25 compuestos antiparasitarios, que incluian
pamoato de pirantel, pamoato pyrvinium, difosfato de cloroquina y bifenium
hidroxynaftoato no observo dafio letal cuando estos compuestos fueron evajuados
en la prueba Rec- usando Bacillus subtilis, mutante de recombinacion deficiente;
sin embargo, cada uno de estos medicamentos generd al menos una substancia
que daria al ADN cuando fue probada en Salmonella typhimurium en presencia del
nitrito de sodio en medio acidificado a 37 grados centigrados; Schupbach (1979) ,
usando la prueba de microfluctuacion, encontré que el difosfato de cloroquina
produce revertantes en Salmonella typhimurium TA1537; Cortinas de Nava et al.,
(1983), mostré, que empleando la prueba de microfluctuacion, el difosfato de
cloroquina es mutagénico para TA1537.

Los resultados obtenidos en ambas pruebas permiten inferir lo siguiente:

a) El difosfato de cloroguina produce resultados positivos en la cepa de
Salmonella typhimurium TA1537, los cuales se manifiestan mas claramente en
los datos generados por la técnica de microfluctuacibn que en la de
incorporacion en placa de Ames, debido quiza a la forma de exposicién de la
bacteria y el compuesto quimico en el medio de cultivo: liquida en micropozos
con realizacion de 72 lecturas, una cada hora, a efecto de poder seguir la
cinética de reaccidén que esta ocurriendo entre el compuesto de prueba y la
bacteria mutante, y sélida en caja de Petri con solamente una lectura para
cuantificar el nimero de revertantes en cada caja de Petri. Estos resultados
sugieren que las enzimas de reparacion por escision son capaces de actuar en
lesiones que ya presentaban una mutacion previa, reparaciones que son
inducidas por el difosfato de cloroquina y que se manifiestan mediante un
aumento en la frecuencia de reversion de Salmonella typhimurium TA1537.

b) La prueba de Salmonella no es un medio preciso para medir los ambitos de la
mutacién, ya que la estimacion de una tasa de mutacion requiere conocer el
numero de células en riesgo de mutar y el nimero de células mutadas
resultantes por el proceso. Por este hecho, es necesario un analisis
cuantitativo de los datos de esta prueba para establecer un criterio consistente
para definir resultados positivos y negativos, y también para proveer un ambito
de trabajo para estimar la fortaleza del efecto mutagénico. Ello nos permite
establecer las bases de comparacién para iniciar la interpretacion de los datos
generados por ambas técnicas y correlacionar los resultados generados:
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c)

d)

Pese a que en las graficas de (revertantes por placa, pg/mL) y de (Densidad
optica, pg/mL) de las Figuras 14 a 16 y Figuras 21 a 24 no muestran una
dependencia funcional rigurosa debido a que la magnitud dependiente
(revertantes por placa y Densidad optica) esta expuesta a la accion de
factores aleatorios (mutagenicidad y/o citotoxicidad), se observa una relacion
no-lineal, y dos zonas claramente delimitadas: una linea recta en el ambito de
las primeras cuatro concentraciones, 100, 150, 200 y 250 pg/mL (Figuras 15y
24), y saltos cinéticos en el mbito de las siete concentraciones restantes, con
un claro efecto citotoxico en la Ames (0 Revertantes por placa a 600 pg/mL)
(Tabla 12, Figura 15). Estas diferencias observadas pueden ser atribuibles,
entre otros factores, a la degradabilidad del compuesto quimico en el volumen
utilizado, jugando un papel individual o interactivo en este estudio.

Ademéas de las diferencias en los efectos citotoxicos en ambas curvas
promedio — especialmente en las concentraciones finales, 550 y 600
ng/mL—, la diferencias de valores en los coeficientes de correlacién producto-
momento de Pearson (RZ), el cual nos indica que cuando una variable se
mueve en una direccion, la otra se mueve en la misma direccion y con la
misma intensidad, es significativa: 0.8326 (Figura 18) y 0.5198 (Figura 25)
para las pruebas de incorporacion en placa de Ames y microfluctuacion,
respectivamente; es decir, el grado de correlacién en la primera de estas dos
pruebas puede considerarse alto y en la segunda moderado.

Con base en los datos concentrados en las Tablas 12 y 15 se afirma que la
capacidad del organismo de prueba para detectar la concentracion mas baja
activa del difosfato de cloroquina para inducir una respuesta mutagenica
significativa se presento, para ambas pruebas, en el ambito lineal de la curva
dosis-respuesta. La concentracion minima activa identificada para la prueba
de incorporacion en placa de Ames fue de 250 pg/mlL y de 100 pg/mL para la
prueba de microfluctuaciéon. La prueba de microfluctuacion generaimente
resulté mas sensible sobre todo en el ambito de las concentraciones de
150 a 200 pg/mL donde la prueba de incorporacion en placa de Ames no
presentaba aun un efecto mutagénico (Obaseiki-Ebor, 1986). Y que la prueba
de microfluctuacion, a diferencia de la prueba de Incorporacion en placa de
Ames, a pesar de la posible generacién de un efecto toxico primario a partir de
la concentracion de 300 y/o 350 pg/mL continua detectando efectos en las
concentraciones superiores a estas concentraciones.

Las diferencias anteriormente sefaladas entre ambas pruebas para la
deteccion de ciertas concentraciones del compuesto se debe a los factores
asociados con la lagica experimental del presente estudio. Esto puede deberse
a alguna de las siguientes causas:
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. Diferencias en la concentracién final debido a la cantidad de medio en que
se disolvio;

. Efectividad diferencial del compuesto en el medio de agar y medio liquido;

. Combinacion con periodos de incubacién mas cortos (48 horas para
Incorporacién en placa de Ames y 72 para microfluctuacion), y

. Diferencias en la fase de crecimiento de los cultivos utilizados (cultivo de 16
horas para la prueba de incorporacién en placa de Ames y cultivo de 3.5
horas —proveniente de cultivo de 16 horas y en dilucién 1:10 — para la
prueba de microfiuctuacion).
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. CONCLUSIONES

La prueba de Salmonella juega un papel importante en la deteccién de
mutagenicidad. La flexibilidad y amplia experiencia con esta prueba permiten
utilizarla en diversas clases de muestras (mezclas complejas, extractos con
solvente organicos de productos industriales, agua de consumo y alimentos).
Su papel es una base para estimar el riesgo genético en la identificacion del
potencial mutagénico natural (Kier, 1986).

La coincidencia de resultados en los dos sistemas probados —pruebas de
incorporacion en placa de Ames y microfluctuacién— son un elemento de gran
utilidad para normar criterios sobre el uso de ciertas sustancias, ain cuando no
permite predecir el riesgo con precisién. Aunque si bien, la prueba de Ames ha
sido probada y validada a través de su uso registrado en una gama de
literatura cientifica con muchas clases de sustancias quimicas y mezclas
complejas (sélidos, liquidos, gases) con protocolos bien desarrollados, la
prueba de microfluctuacion es otra alternativa debido a que parte de los
mismos principios y de acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio es
confiable y segura con la ventaja de realizar su aplicacién a gran escala para
evaluar un nimero grande de muestras ambientales.

La forma de la curva dosis-respuesta depende del ambito de las dosis usadas;
y para muchos mutagenos las concentraciones de dosis bajas incrementan la
linearidad de la curva en su parte inicial, pero al incrementarse la dosis, la
curva puede caer y finalmente retroceder debido a los efectos primarios de la
toxicidad, fendomeno observado exactamente en el difosfato de cloroquina.
Pero como lo sefiala Margolin et al., (1981) para mutagenesis y toxicidad, otros
factores que pueden afectar la forma de la curva dosis-respuesta son:
1) induccién de DNA para la reparacion de enzimas, 2) efectos de saturacion-
solubilidad (Myers et al., 1981), 3) cambios en los ambitos de concentracion
de los substratos de la enzima, y 4) tiempo de exposiciéon del quimico en el
medio de cultivo. EI mecanismo exacto subyacente de esta forma, aun no es
bien comprendido y probablemente varia para diferentes quimicos.

Aunque la realizacién de la prueba y el andlisis de datos es mas practica en la
prueba de microfluctuacion respecto a la prueba de Ames (Brusick y Auletta,
1085; Ashby, 1982; Kier, 1986), existe discrepancia en el fundamento del
analisis estadistico de la prueba de mutagenicidad de Salmonella: un modelo
matematico de la curva completa de dosis-respuesta o un modelo matematico
solamente de la parte inicial de la curva. EI método aqui empleado fue el del
modelo completo de la curva dosis-respuesta, utilizandose el mismo para
examinar las propiedades del procedimiento y efectuar las comparaciones con
los modelos matematicos presentados en las Figuras 18, 20, 25 y 27.
Concluyéndose que el mismo proporciona un método satisfactorio y robusto
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para el analisis rutinario de los datos de Salmonella de acuerdo con los
siguientes criterios: (1) la distribucion de los puntos fue homoscedastica; es
decir, las dispersiones fueron similares para ambas pruebas (Figuras 18, 20,
25y 27); (2) la concordancia de nuestros interprocedimientos con lo reportado
en literatura reciente; (3) exactitud, y (4) Ia sensibilidad de ambas pruebas fue
alta, aunque la de fa prueba de microfiuctuacién resuitd relativamente mas
sensible a ciertas concentraciones que la prueba de incorporacion en placa de
Ames.

Ambas pruebas presentaron un rendimiento analitico alto. La prueba de
microfluctuacion es un procedimiento practico, confiable y de bajo costo,
representa una utilidad en la investigacion de la actividad genotéxica de
xenobiéticos y muestras ambientales reduce la carga financiera que siempre
aumenta en los programas de monitoreo (Brusick, 1987; Organization for
Economic Cooperation and Development, 1987; Blaise ef al, 1988; Cram,
1989; Blaise 1991) (Legaul et al., 1994). Sin embargo, antes de proceder a ello,
y recomendarla como una prueba exploratoria es necesario obtener datos
comparativos adicionales con otros quimicos e implementar un método
(matematico o estadistico) que permita cuantificar el valor de RM , validando el
mismo con relacion a la prueba de Ames .

Probablemente, existe un nimero substancial de mutagenos que no podran ser
identificados con la prueba de Salmonella, motivo por el cual no puede
recomendarse la prueba de microfluctuacion anicamente. El empleo de esta
prueba en conjunto con otras pruebas de genotoxicidad pueden jugar un papel
muy importante, particularmente dentro de esquemas de evaluacién del riesgo
ecotoxicologicos. Es decir, la asociacion de la prueba de Sa/moneffa con una o
mas pruebas mejoraria substancialmente la sensibilidad predictiva de esta
evaluacion.
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