= ENsT=3-1

2Dy

UNIVERSIDAD NACIONAL  ALTONOMA DE MENICO -

L

UNIDAD ACADEMICA DE CICLOS ~PROFESIONALES Y DE = POSGRADO DEL

COLEGID DE CIENCIAS Y HLUMANIDADES.

INSTITUTD DE. INVESTIGACIONES BIOMEDICAS

- T

3. - . e
F T sy y ¥ ; ':J
Vi liigil o o J‘f-.v
o4 itk 4 5
- Wil £ - T

YEVALUACION DEL RIESGO GENOTOMICO DERIVADD DE LA EXPOSICION
A FARMACOS MEDIANTE EL EMFLEOD DE MICROORGANISHOS COMO

SISTEMA DE FRUEERA"

ksl

TES IS
FaARA ORTENER EL GRADD DE:

MAESTRO EN INVESTIGACION RBIOMEDICAH BASiCQ

PRESENTA:

C@B.F.B. J. JAVIER ESPINCOSA ASUIRRE

MEXICO, D.F.




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



ESTE TRABAJO FUE REALIZADO EN EL INS'I:IT!JTO DE - I.NVESTIGACIONES
BIOMEDICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL AU’I’ONOMA' DE- MEXICO BA-
JO LA DIRECCION DE LA DRA. CRISTINA CORTINAS DE NAVA DE QUIEN
AGRADEZCO EL IMPULSO Y APOYO QUE SIEMPRE ME HA BRINDADO.



INTRODUCCION .+ + v o o o o o

JUSTIFICAGION DEL ESTUDID . . » s . -
OBJETIVO GENERAL = o o « & o v o« 55000

OBJETIVOS ESPECIFICOS . » & » + . « .

UsSd DE LAS PRUEBAS NIERUBIANAS-EN LA

EVALUACION DEL RIESGO DE CAIQCER"_P‘BR' o
EXPOSICION A SUSTANCIAS TOHICAS. . . .
IMFORTANCIA DEL METABOLISMO. , . . « .

SISTEMAS DE REPARACION CONSTITUTIVOS

m

INDLUCEBLES o .+ o -« « « « .

ISTEMAS DE FRUERA MICROBIANDS PARA LA

0

L.a DETECCION DE AGENTES GENOTORICOS. .

Salmoralla typhimpurig o« « «» .

E=zchperichiz ooli - .

Bacillus =ubtili= e e e e e

Saccharamyoes ceraevisiaes. ... .
MATERIAL Y METODMIS . o« & . + o «

Medicametitos estudiados « « o«

Dizolucidn de los mnedicametbos o .

Pad.
S
. 4
T
AT
. 6.
.1t
LS
o 28




Drigen == eustanc1a= qu1m1cas y

zepas de l'ﬂll..l"Ol:lr"ﬂElrl I. STHDS

Crec1m1entn y r0n=EFVac1bn du

cepas de microorsamismos

Dbtaencidn de la fraceion
higado de raka « . .. .
Freparacidn de la mescla

Ensayo da nmutagearnssis en

RESIULTARDOS & & & &« &« & o &
DISCUSION & o o 0 o« . . .
CONCLUSIONES & . . ¢ . o . -
RECOMENDADIONES. o + « + »

BIBL_IOGERAFIA « « 4 &« « = +

it Im wn
3 g k)

m
3

p

L
i

B. subtilis.

ceravisize

" .
. -
. »
. -
- "

40

S

74

77



INTRODLICCION

En FRlLES

m
&9
a0
Ui
o
.
o
b
[
1

4

sntfermnedadas infeccidfas,

o =1

it
ul
-
3
o+
I3
i
Ly

JideetiTic

b

1 maisme  bismeo g ba

I =T

(Rt el Jmpaftanfe,"" adm o=

L1&Eams OrsoSatr: sy Bt A Tirvvae—

lLuzrados 2n le reouls F-l_‘C--.'l. iFarEe

1y il tararitac e s Cordperbirs oo
PrEeasiiatas Eerneneta el Sresimlantosaukdnomns sy, d Sivtrolado de  lss
calutlas tumcralaz,  misntr

ohiltan Somc 2RprESar e S )

(R RV LT T B

[ T -
D T,

ez [ W Tt 7]




Fearreglos cromhaémlco~ B4 “I,””

insaercidn de pramotor's CIG).

Loz aztulios =

de =n variocs huamnog-

ame )i ficadidn  geidica ~f?’i o Zan

aue Todifican
relamionadaz gue 22 ansn &
hicdralizi=) cya nabacion r-sultante oo ﬁuUHde :on ﬁei patrﬁh

elAaullazice d=l Zarcindasrn 2meleado (11.12,1 U).'

[

m

it lvaTiorn e CeTogetes de 1a Familim -~ tas oo =Ziad
daetactada ademas 2 bunoraz berignos coms peRrllonaz da la piel da
raldi. adatiomas 2 hiigado ¥y pualmon de rabon, asi como S Bumoeres

ol

i

lugla=s b

1

[

it

ot =

i

it
|

L

TEPIDHIER S 2D e SN anten toiprr e o en 2l Eroeoeso taorlazico. Mianbras

m

LS laz trzmzlocaciorssz cromosdénicazs v la amplificacidan @&milc

patezzn asbhar 1nvolucradaz <2 1a acztivaczion s amcogsEres LR

mtfluyen ba progresidn bupporal (BS) .

Exizbat, SHELIMiz=ms. evidamoiss de oz la tnactivacide de
atth i oncaasre s parzds Sztar ediada PO Ut acliornzzs Y rasrraal o

EEOmEESaEnicos o sons acurre = =1 petircbhlazitons L1&),

= oprate (14), Lo fus ha bechs periEss Sue a3bha




'évxd=nc1du. indicar - Hue: -

'par."'t-'e al

Par  obra’
t

Tnl ST

s cidentificadoas” : S PAra. »-1 hum:ﬂncs

Faces de. producir mutac

'_En,;v1rtud de la

qenotﬂfl:ldmd (qua ele comn
el__material 'hereditario"”
alieraciones thluﬁc o cromm a'lfae

‘valiosa en la 1d=ht1f1cac1 h de ﬁs"(lz).

En particular, =1 enséym ﬂbactariaho'“pﬁra’flaA_detacciqﬁ de

mubtasionss puntuale: =n Spinonslles. Evphdmurium hs mestrade zer un

erxszlants  racursa para 1déntificaf cErcindgencs  electrofilicos.

2Ed OO EEPR detarrminse la”influenclq =  los =isbemnss e
FEPERPSLON Pioe S=ED1zion v de brahe fe Fma c1on metabol icx. er L&
eEtcdasdicidad G Sarcindaseees Sudmnmicos (17,1215 .

Ein cuarnizo & lazs msl farmaesiones congenitas o o2 lﬁs_procesas P =1

teratogdezis, SLnnue EusdEr ocurr :L_I" i=C mzultada .d!": = fFectos

tdxicoz que deztruysn o &Fsctan arupos ~tambidg 2= ha

vizteo Qi IR ETN] Ll:o._ Habisndoss
idarti ficadoe que agsriitas mu*agunlc - ; ;'u,f,— atdgenos. zi

it oo todos los terat

Mutacicrss gémicas v crohasam;c s han s da asocindsE Son MAS

de 4000 padacimniantoz haredit mrio_ mn ul humqnm (E21) . v auau=E rs

Ma legrads anvoluorarze o mw”ﬁ:endz‘amhientales zoz=u etiologia,




JUSTIFICACION DEL ESTUDIO ..

Entire

1oz agentes id;
Fara =1 Famaric, ZE &N
=laranbiici ), 1l <oiclore
Vil Etine Bdemnmas d= o
TR T Bl LRSI G =3

abora*orlu han PUPStﬂ.dH uV1duﬁf1a'

-‘:II.J»---.

1ud Pumana

ntificada

cuentrah nedlcamantos- camm

Era11da, v

vos (23 E

=1
LSV O praduct

Selud. iz

Chrasmizacider Poredzsd de= 1a :IHCOmWHdddOI el snElas e
Fruzbaz ds FEnotaxloldad coms partg"de.sy'evaluac15n povicaldaica
(=280, S o emnengo, dado 1o reciente dejééas-bruabas, T CELINED)
suztualnertes medicamantos g Mo fusrar svaloa .g Qepdb icamentes a0
Torma Ziztematica zntes des =alar 51'mércados Lal oz o) maso de
divarzoz amibicidanzs v antlhelmxnfl D . Una Fevizidrm de la
literatura previa al prezenbts estuadio noztra, @i e@tacto, oagus 1oz
el 1 SaieEr o s artirarazibarios irc luidos Tl 1 toabl & L.
worrezspordiezn 5 oone as oz siaugdishbtes grapoz gde claziticacidn de
aaowzrdn & los 2zhudios swiztartes de asreboxicidadc.



SN

)

fSih'fdatms; disponiblas

Cconsultadoz.

o
Existarncia d

mutaodnicos,

Loz  amtiparasitaric

CEFLRPOE,

ORJETIVO GENERAL

= Combreiteair o avaldsr 1oz riasgozs.

corEune O nedicansntos antirarasitarios.

icos derivadoez  del

QRIETIVOS ESFECIFICOS

19

3)

412

Evaluar la aapraboaricided de medicamsntos antiparazitaris

1A

& Zistanaz misrabdsnos.

Eztudiar =l macanizmo de nutacidn - de o loz  mpedicamantos

Investiaar la participaciarn d=a  las

= ziztenaz de

biotransformacidn an la actividad genotéxica.
Evaluzr la influsncizac del mecanizmo  de  reRracacisn por

azsisidim 2abre la agenclboxicidad de los conpusstos.



TABLA t1 "  DROGAS ARTIPARABITARIAS )
. I . ASPICTOS ESTUDTADOS BN RITACION A MUTAGEKCSLS
~f L N HUTACIOHES AHMALIAS LESIONLES HICRO . DOM IHAHTES THANEBLL}-
- C- GINICAS HITOTICAS CROMITOISICAS DISTURC 10U NUCLEOS LETALES CACIOHES
- HEREUN=»
R ' ) - BLE
[ R L alnln R | H H R R "
. - I E 14 A -} R . A v u A L3 A
HEDICAMENTOS It P -1 C H -] T H M T T T
T |an |z T |la ls CELItAS e | a A o o o
14 R [+] e =] o ] B ‘H - ‘H N ]
s IS N R |8 |» HATFERG o o’ L . i
I =4 e 1 H -
LB 1 H A 1 :
Q 5 L ,
H A .
CLOROQU A 1 & (13 fas | : }
A A A 0 - Lo : R
5 12 15 17 10,19.4 . _ 20
DEHIDROEMETIHA
DIYODAILIDROX I 00 THO~ .
LEINA a
21 a4 N
METRONIDAZOL A A :
23 36 | 37 a9 as 44 41
BEFEHIO 16 . .
HEXILRESGACINGL .
a2
HEBEXTAT.OL s e e e [ RN Y [P, .
42 44 45 A% 45
L1 40
TIPERACIHA A
47 50
' 16
PINARTCL so
16
PIRVINIO 0
HICLOGAMIDA
1CDOCIGROMIDROX LQUI - ‘
NOLETA . mrm
RIPIRENCIAS .
1. Pgoc, Hat, Acad. Sci. 541521, 19G% 31, Mucat. Ras. 57:97, 1970
2. DProc. Hat, Acad. Sel, 5521511, 1966 22. hAntinicrob. Agents. Chemothor. IDMTG. 1870
3. cClin. Rep. 201572, 1972 33. J. Hed., Chon, 20:1588, 1977
4, Mol. Tharascol. 9:304, 1973 34, ©Cancer (Fhiladelphin} 30:1253, 1976
5. bGiocham. Pharmacol. 20:¢ 1157, 1971 35. Ann, #.¥. Acad. Sci. 269:1G6, 1975
6. Stvd. Blophys. 50:107, 1975 J6. MHutat. Res. 29:240, 1975
7. gancer Rea. 3511773, 1975 37. J. Tox. Pnv. {I. 4:91%, 1978
G. MHel. Gen, Sepet, 132913, 1974 30. Mutat. fes. 53:213, 1978
9. Mutat. Hes,25:3921, 1974 39, Lancuet 2:802, 1976
10, Exp, CToll Rao. 74:67, 1572 40, Xapp, R. (Bspermmatozoides YY) Reportado an el
11. clin. Res. 17100, 186D "Horkchop o methodolngy for fnnmaing reproductive
12. Proc. Soe, Exp. Diol. Hed. 137:202, 1971 hazardn in tho work place* realizado en Mashington
13, E=M5 Newsl, 5:30, 1971 o Abril, 1470
14, Antinicreh. Agents, Chemother. 3t530, 1970 41. HMutat. Hen. 53:125, 1970
15. Hutat. Res. 41161, 197G {42, Mutac. Ren, 21;50, 1970
16. Hutat. Res, S41230, 1978 i*t:l. Theraple 31350%, 1976
17. strahlenthorapie 135507, 1970 4. ©C.R. Mebhd. Seancen Acad, Sci, Ser, D, 202:517, 197y .
18. Mutat. Rea. 20:11S, 1973 45, Mutat. Ros, 261427, 1974 -
19. Bbull. Exp. Blol. Med. {USSA) B2:10585, 1976 G. Canter Reo, 33:3209, 1973
20, ‘fomicol. Appl., Pharmnco). 23:203, 1572 47, Troc. Pmer. Azmec. Cancer Hes. 1415, 197)
21. Antiniczob. Aqonto Chemother, 13:19, 1978 40, Ann, N.Y. Agad. Sci. 761475, 1950
22. #ol. Fharnazol. 131872, 1977 49. Cancer Mes, 3211590, 1972
23, J. Antimfarch. Chesothar. 3142, 1977 50, Mutat, Ren, 4831307, 1977
24, bDiocham, fiiophys. Ras, Corm, 66G1520, 1073
25. Froc. Habt. Acad. Sci. (USA) T2:5115, 1975
6. Sclence 18001118, 1975
27. Hutat. Run. 2G:483, 1974
28. Cancer Res. 37:629, 1977 -
29. Hutat. Ros. 383203, 1576
J30. J. Mat. Cancar Inst, 561283, 1576




=0 DE LAS FRUEBAS MILROBIANHQ EN LA EVALUACIDN DEL RIEShD _DE

CANCER POR EHPDSILIDN A SUbTRNCIAS TDhILAS

BEi Pt L 'dél

anOngld SR SRRy

2 opEr L& mpercdlitardoidrlcelulars (promest dnl)

Fzre  llevar = cdbo —l dhu11_1= dm'rx

et elemantdz d~ 1nf rmaclnn _Hmll+at1/ﬁ

PO Et Plu -1mL:=n+ Al w

EOnEtLItuys - R cuaLﬁuieFégde

S BLapas ﬁué'cbﬂtr;ﬁanﬁ:él prdcéao e

rERreserta uné“iﬁf@rmaﬁi&h cualitativé;i..é 1;  Féauiére_
COmeSe C GuE Lan "'., ; l' . Jn : -;.-.':ca}EQIak-wl AT dﬁ.
cHNCEeras ALPE AP &t SEer s ﬁﬁa' rﬂhln-lor

S E R g diche ‘fundmmwntgl .ﬁa#a' 'T

dzcidir la pricridad. Quse s a2t 1buyd.a25ﬁ_cantrdl.u

Tez 1o arbarior e dezprsnds ls ieportancia oz evalusr aus ten



capaces zon de  producir un afdécto relevante oopara
factorez (por =jemplo medicamentoz)
axpusshan la poblacidm. ~  Asimismo, €&

detarminar la magnitud d= la_expasiCiﬁ

“Mismtras. que.
& lo dQue raefiers a ls expozicidn,  surgs lé mecesidad de  zaber
cual 25 la dézis afechtiva dsl

célula o la molédcula lasnos. - P

=2 matzbolizados para colbvarrtirs

1]

Farmnaoosirest Ich v ZUE Mozl ZnGs

lula=s blanoo cuatban oo mesanl znoas de

i

Z prreciza zabaer zZi las o

I\

clz Ltowiticacidn o de reparacsideny deld RS gerdhioon irgdueids peas

Loz zizhaemas microblarnes para Jetachtzsr agsnbaz qenaobdsilcos,

21 Particualar Sslmomells tvphiimurivmg,. ban oostrado z2r zumnamnaente

valiczos pare Lddaebificear v comtritogir & oevaelygar loz rilaezgozx =
CEITENT 1 Gerno s amtisntalex. Frueba e =il &2 que la miayoris (==

lo=s  carcitdgernos =1

14

chrafilicas {1 Luysreo = = TNT=Y Frcaf s e

Pt~ Tt = el hrmsraz) Eo SafIoTar e ievduzire ubavs 1 orims =14



S. Lwvphimurium, =zabrs tada,'con_t1tuym uha de los =15tama= déf
pPruzbz corn mayor sensibilidad (- aP:ﬂ:ld:\d pa

E LT g [

m

agettas carcindgancs) v especifi:idad
detactar OGP =gt Agenos
Acoplado a =isiemas caFraces

agehtaezs  wKepobldticos, S

oD hiaada, Fizl., imteshise

tamianto o log afentes de riesan bajo
ol i =ma. También permite explorae que mTuE e Sor flnS'.agentes
EgspachmEos de ser catserigamos, | deRtrEs ger

usde valorar lzx actividad mubagenics de loz

dos mR la otins o2 organismss expusstoes (por . armimalas [=F=Y

cxparimezntacicon o zarez bumanos (26,27} . Ez po=zibls, avdzma s
ERRL A LB Ll N la=s bachtarias ey a0mimalez de fzborgtoris v estudiar
Loz Tt it [ = reachtivos de veda LET=E 81
corta (ZE) ., Pizsde =2=he punkto de vizska, » constituayes o e lamsonbo

[ix]
i}
w
1]
f
n
In]
o
i
i
[
al
-
1

vl imfarmacor para valorsr la exposicén czal 8 &g

et SEPEr ashoE.

e [N o) - HE LT LENG cor Cepag capacez o deficisnlez an

raeparasidr de dafo gereetico, eor 1o auee 5e pueedes deberminar 21
(=N ~T-3 } del ziztamns de reparacidn razpachive LEESLIE1ION) (=] e

muabaasnicidad de 1oz aasntez om o eshbudio (180,

Foar Mtz g morgbruido oepas con lasicrazs gerdt i ca

0]

apFacificxs e pozible, g 1la vezs. . debtarminger 1oz matamismnos o

1]




ALz

iraesultados

potoncis muk i = =rias de S. byphimoeive
Tiztemaz de prusba) C3E), ‘Boootraves o des diches

ahialisis, B= [T R BT T Tl pruehasz bacterians

w

pradicer la carcimogenicidsd oe un &0 & 70% 'de Loz carcitdgeruas

Lo sual zZz azotismdse =i == tﬁwaj‘%ﬁ_'gdéﬁﬁa”'que CFAre Gues =l
mEnmer 52 dezartalls, ﬁa kan é&iéiéé }%qﬁiefé.ﬁe albatraciorees
S bi s gLz imicien =l procese ino de obtra bips I 1=
altaracionss { oz @y, citaﬁoxiﬁidad) = 1R 1 prDmuavén 1z

Eroliferacside oelular. Ezte parsce corraboratrse por la reclombe



10

chEarvacidn o2 una predictikilidad supsrior al B0 cuando 2 los

dataos d= mutagericidad em bacterias =& suman . los de ﬁcxicidaﬁ

ivarsos sistemas {(39).

£,

inducida por las mnizmos sazmtes 2N

M




11

IMPORTANCIA DEL METABOLISMC. . - o .. oo - o

En 1a'décéda?

sebambas

NEGL 1IN de_ab nrc1¢n

Sy o:n::z-:lernc\s 5‘,:_-:!-:—: i

cresnmas,{:aunquu

reduccidn cor DT-dia-

= Yul ] de.caﬂciﬁﬂgenmz mbi&h'

forass (auinonsa réﬂuctasa# = cunpu stos coma“hitfaFUranﬁ:, i tirg

Auinaslinas, n1troqu1nanau y nltrapQIICIClICO: 4y “reaccianes P= 12

Do daeSRe i de ot glutn+1uh, 'hok,aiemplq.f"i “—d1brama=tmnn'y y -

diclorostans ($2) 3 hldrullﬂla_haﬁ éhzimag'aspeqificas como La

qlu;urnnlddnm iz flora 1nte:t1nn1 (421}i'y pur‘u1t1mu.'reacciom=3

ol zmidey wia el 1¢temﬂ dalsfntasl dﬁ proatagldhdlr = 2 Via
la prroducoidn de d:;ulus 11b| 1 ox;gunn (42). El @l aevado
PoRmere Yy tipo de cibocromos F4 D'idantificadcz e ahimalezs  de

loboratotrio (43 v =1 humano 144,45),pueda'explicar, CLRDE ReEeoE
= parte;, laz difersncias Cimterindividualss  aue existen e =)

metalvalizms G2 ooppobezhog, Eztaz= variaciomzs e achividad



12

enzimdtica de diferartez células vy telidos sonm’del.orden de hasta

1000 vecss (46,473 .

Loz ‘astudios
suﬁcepﬁibilidad‘ de'

deficiancia= natabéllgas 1nnat

miromadticos pol;ciclitds ’sdhfmﬂtabollsadoa por ﬂn_lmas camc”51a3'jf

U bl drocarbreo hiidrexilazsa fﬁHH} : 'hastaf 3'r0mPUestn¢" -
elactrofilicos Camno 1oz opéxidos.  aue prasentan*luna*f'urar

trasctividad cor proteimas, ADN'y aRN}'"Eﬂfelsratﬁhu-la"znducczaﬂ

de  eskta anzZima wvarian en espaciez zivednicas mfautmhdul,ﬁiag
fracushizla ez tunoras sdlidos v laucsmiazs gus = pr=5mntah en'

arlnalaez tratxdos com bhidrassrborros policiclica”—(43 4?).;n

L

n
]
o
I}
'™
il
3
il
If
T
(]
il
8
3
1]
i

2 Larings j i-.rrz'-ru"'lrrhq.n:r_.. - -r:'ir“.-r_-_:—:er'.tf..;;‘.r'i
fivales mas  elevadoz  de AWd qua_1ndivi&@n5; dé:;ﬁﬁé CFoblazidm
cobeal. Ay 2studie de cazoz v c&nt}dﬁéé{?é;éiéréﬁé-él'70 no da
SE TR OB E oot Al eTERE e Fd 1 mda poséen ‘nivéléér'dé cactividad

zlaovadas chz AHH (S0, Korzgaard v ool 'iﬁl) Par snconteracdo la

amizharcia de Lras diterentas fenufiboa‘&nﬂyn.grupa moritnl =

=1
Susmin, 49 % tiarne wna actividad amzimatica boiz., 42 X mctividad
imternedia v 2 ¥ posase une actividad =2levada. En =1 arupd cor

CEETIFIrag chz larimae Ze ancusntra un 37 X con altos hivales e

AR, 44 X o mavelss drtaermecdio vy 20 M com hiveles basos.

-



Debide szl diselo rztrospective da:esto

"aatioidédhd

Sodrcindadnicas
corjunto

Cmayor:

o &;tr:'l.iezt,f:{ ;
metabel ism-:; an o
CERICirmm@EreEs i, Pl
quE reoE 1Pd) qmé'rl:-._..
difaetrencias
irdividues,
[RT=0=T= ATV - TN )

EHPOE i,

Cheoplasico.

E #le imss la e_iev_ada

bien ser . un

el

MEGFEaRETE  del

u,iha EL:é.?:ept.il:qi lidad

! e anEs
(sa | (NAT
st l-éddqul;le'--eét-a----

Clarilaminaz



w

14

=P 51@16n B Car 1nﬁ 'wo - meediante 1a medicidh oz las sustanclae-

Vtal-y.comu 1ngrasér¢n al'hréani=ma o ode su mutmbe11ta=, en,.f1u1--

: dgc :Drpor laxz Eoma orina (55,5@), leche materpa.(ﬁ?Qﬁ iqqidpf

ddnde

N sem1na1 (‘9) 'sharn (bﬂ &1), o e te31dms
la grasa (62;&3).- A1t=rna+1meent
da'*mutmguu s . =h

indirecta o

i
s
o

(64,65,86), maedianbe
identificacidr o
=riiaebazs e N TN coribar c-:«ﬁ
gl Badins LN p&rmitan.éxpiakaéh‘ :matahmlisma

= esbir 5iemdo

sebre  la mutngsnicidad  ds lazg



SISTEMAS DE REPARACION CONSTITUTIVOS E INDUCIELES

El AN comtimuaments sonetide & la accidm  de agamtes

EA 8-
=ndéaeros y axdgencs que 1o daian, & la vez Aaue actlzn gsobre. &1

vria grarn varrisedad de enzinas capaces

i
il
[

laziarn irducidaz por tales azantaes,

Zzistemaz de repalracidh.
A la  facha =s ken identificado dos tip
reparacidn:  conzbitutives e inducibles (67).
et i comzhituicdas Foon- LIFtE o VAariazs enzimnas =N s tlian

Carjurtamznts en 1a Freconsktitucidn del ADN dezouizs ode que bz zido
gafectado pOF &9atihas Fiziloos O quimicms, Hdichzs enzinas pusden

ke EreZemts & comeentracice corstnnts: irdeperdisntenaen e =]

eztado metabolico el [=F =V A 1) L] (ziztensa de [RC=1 == =Tl T
[alT TR W I AW L RV [ U =arpentracian pUEde elevarss g =ty o B =
zgstradtaa solrre ol oquea aoctls B2e apcusntra presente (zistamna [= =1

Faeparacidy ancible)

i mhezma de reparacidn constitutivoes deztacs 2l

[tH

repatacidy por 2Ecisidn 21l cusgl asta oesaraado

~ dimatraz  di eirimidinas gsnesracdos por e accidn ds la Lz

ultraviolaeta.

15




v unidas. por-. arlae

- pUrinas alau

pirimi

B T
Caromatic

ninaracet

16

E1 e;fqdid

Eoclietichia ool somsti

Sonooar qQue 58 W P

las cualaes ==

IRNCISTIOM Y
d= 1oz genEs
la gererscidn : i L aqué{madamente & 7

iz laedbicdos Macia S 4 prpasledtidos

s o2l esxtrams 30 del misme (A5 "It vitrer, . las liberacidn del

1a

1

Gl i guareas badt ol Fezulbamte - sdlos ) lacurre  despuds d

demmatbturalizactdrm el compleJo'*ADNfPrdteina SR braves  de L&




17

ACoiGin de  mgenbtes quelantas'.\EDTﬁ}.

simultanes d= los prbductﬂ s 1a=‘g#i

wvrD (fuizlicaza II),.da pnr

trraclentidico (&%) .

RESIMNTESIS: La
E2ESNCI R correcta

trifosfatados, W& VExD gubE

UNIGON: El  fragnenbs resint

foztodiestar a la bebra corres

ratrticipacitn de s ligaze.,

S I obzervado que la adocidn

il 2Es T v [T 21 1 1iga;£?
racoretitucidn del  ADN cortador d~1 vlru;V”T4 [N

;qq.}a-QDN FDllrE aza

i
-
<

stituir a2 1l de E. coli. lo gus

W

L) .
1 Zizhemas O raparacios por“ascrslén:aanatqlaé humaﬂéz; kg
zide puszto @ evidensia vy ocaractsrizes =1 eshkudic

]
Jic
4R
in ]
-
o
gt
W
<
™
s
o

%

=] canportamiantes dae las oelulas de ndividouos afectadoz gor una

g e medad tezittzditaria auboSdmics o lrecesiva, -y PO e B R [ F-Y
Figmepfiosam (P . Loz sujetos afectados gar esta entermpedad =on

may  zeEnsiblez & la luz =olar v propenscss & desarrcollar canesr de



18

pizl.. lo que lleva:é;1HVaut1Qer 1Y dwé:ubﬁiﬂ;Quaféﬁyréaiidﬁﬂi

susceptiblaz- a[3iax luz ulfrav1uletai por

caparidad'de rﬁmGVur 10”? i raz de +1m1na

han'_ldwntlflumdk';ﬁ

pDP-.mEﬂlﬂ_dH4¢VPHFIMéﬂ+
dis= 1ntu5 wnfnrma.
axisten -;S: .
QArURDs e

Hde realizar

Loz farokipoas aue se,'

zimilrtudes cam Loz ldwhtlrlhﬂdhﬁ

sz motanrt es

o L

=il uvrﬂ,izuvré

LEWIRE ST —idad  gparea llasvar - s cabd A de
LUzl E L2185 1 day mientraa-que 1as quh Prﬁ’ﬁhteh mu+q- 1z =1k}

bas aanez aveD o polA, =&lo tienan ura dHflLlﬁh'ld parcial. | Los

rrodues o e 1oz @pEs LvPARD puedsit  realizar la EE Db R TN

1
s

witerao!, paro para us &l mEcIeraiEno JdE PSRarSS1orn inoovivg Fuamesidoss

eFlciasntenemts S& PSSl el adzmaz, loz productos oe 1los = CA T
uvrb v pold. vz matwezican zimilar, zao ke propussto que a2 oElualaz

Fuamatias loz produstes de algwos gemeez (ALROS,DLGY 2o albsclata-

mants meoRzericoz para Llavear s cabo la reparacidn por ssolizidrn o am



19 °

ziztemas de C

L
i~

= 1oz geres

reparscidr  por | escisidn s’ Buman
=1los pusdsr codificar: - proteina
cronosonas hacigmdo. accesiblesiilos

lis maquinaria ode repacacidn.
Cuzndo las cdlulas entrar &n 1R ebERET

leziomez  «ne  PAo han side removidas- blo
FLedEn ProvoesSar mahaciones par'acciﬁh‘dé_EiStamé &

imducible:s "proapamsos & atroee" (71,7?).

o
i
)
()

e S 2T L

B . ooli =l zistams d= ‘epara:ién Frofensa 8 arcor corriad
le=zilamez gus Jde2e olbira manzra inducairian la muertﬁ dE ola Bacteris.s
auraueE a2l heeser Lo intraauce erroress por @llo g este siztema 22
T oo Ooms "SO5Y va que le permite ot las bacteraas =obirevi-

vir 2 anpensae de muatar.

S hearn idzrntificado por la maros 17 loci azndticos
nvelducorados it 1a reparacidn S0S (720, E=stos aanss se iredusen

womno resulbtads de la aparicicr de lasiones oen =1 AL, e S W = LN 13



20

dal apM,

transcripoidn.g oo

1ducidogs @ una
Fetornands la céluls = su estadorepr

diEmimuacidn e las

raducoiarn da rsoh activédbuy.Unﬁaumentg

fTEEPlTEE0T .

= genes irdusibles Son - los denominados  Omabis,

cualez TR orEduieran para la fijaciden da 1as - mutaciones

ot laesioes que blogusan e treplicacidn. A ashaz lazionaez =&
lez connoeosE  cone “mo-instrockivas? o plassho | gue imEadern =1
BEareamlismto rormal de bhazas, A diferercia de la sepa silveshrs

e wunuDl musstran uns netor =olraevida vy omo =on b adas

cuando sa bratan oo egentes matazadnicos (73) .

P

s lasionr praemnataticonal pravogsods o la M=matil-M -mitro-N-

Fmitrosoouanicdins (MNNG) =22 la formactdn de la 0™ -metilgusnina la



21

cual | ecasioma
(79); . Par zuipa

banasul Fonato

Rroduce SU

TrEEaraciinn

‘ez obia leside

Fi

Aauea - la replicacién rii;

.

=mbErgo,  constituye uan)
cificrs  Aus ezcindeh zelech & e aunedo

=itin

aFurinmioos gueE . son s itios A N T O = U padaEn SEe

replicadoz en c2lulas

1]
<
[
Lk
il
]
[
o
n
]
=
fu
-
-
[x]
[

Erc1=tam

prosdustos de umg o5

e 1

laz les.ornes =&, & oo pakerdn (52)

\d

For  gltims, ademas de su papel cﬁho,protéasa'de LexfA, Reoh

1 obras etapas-de 1a  mubagdsnesils =01 N

14

Farage  ashar anvoiwrads
luz uv.  va gus las mutentes recA irradiadaszs,. no musestran nubtags-

rEEiE aungue  bengan bobalmentz: irmducidos oz oemss oamd (53D,



22

ramc+1Vmc1ﬁh Naz

L&

bacteria huw=ped hdlcxdu 1r

buscado fendmends

existencia de reparacidn 1nducible|508

Varies autores han reportads lal

virus en cZiulas de rosdoresy - de mono v d

Lna maxins sobrevids de los virué Fuahdd las :ululad hua;ped zo

Pretr“t da e Lum v, ravos #H,. carclnagwnnc quam1coq 1Y uhuquw
tErmico (895, 26,27,082) . Eztoz estudios == kanm remlizads priceci-

Era Lt “on S 40, eolioma ¥ virds d2 Herpes simeles (VHSD vy 1oz
rezultados =& azemeian n los obtemidos con =l Faso lambda sn B
ol Tambisn == hz =tcocrtrads wn somnsnto e2n la notaoasnasiz el
locus  tamldive duinassa dsl virds VIS cuands =2 rrradizen laz ce-

Tulas del bates

Sim emkaran, oz 2studics corn fondas viralas tisman varilozs
Prob bamnas LESim1cos L hasen ditfisil la itvheapr et ac s e
resultadas. Faor e damelo, =] zeameEntao A mutaddErpzsie e VHS en

cElulaz irradiadaz =2 cokhzserva =alamasmbs & i altsm mul hiplicidad
de  infeccion miasntraz guse la de SVY30 e realiza & e Baja
fultiglicidad de  dnfacciden (0,71, A 24 vez, la radizcidn uv
irchace pacombinasidrn viral gue se traducs s un Auaneslo e la

mUtoaanezis rmdeperdisnts Qe LR regpdezhs S0S dnduasida (52,



asgintesis d& - protainas

L amplificac Jeermca v

metabolizmo {94, 5

El mlasmindgens ez Uﬁd pra*—nca 1hduf1d« por radiacian v,

Semtas gerotde i oos y'pVQMﬁrorez 1Y f:broblaatos dHe Fogdores v ode

Framares CHED 'Auana_gu'activiQad recusrds. x la ds Rech, no ose
IT=Th srcorbrade evidencias ge  Funciones analogss s s reggnlizc)dn

e la axprezide @smica,

ot

a

2 poheitas que Se incrasmenlan CSome réspu&zta a4 darn al
shn =or ADN-lisasEss. mebtalobioresing oy anbtigems HZ (94,95, 9%) .

Adiciconealmants, == ha datactads pmr”elactrgfgréziz l=z mipbtaziz

aumshtada de & proteinas dw-pums dwl thtmmlﬁntu d= fibrollastos

huamanos Pty Loz LIV, m1tom1c1na3 ) TFA {aus et che
vetradecansilfoarkel) (100). Uka 92 asstas proteinaz llamnads "ERFIFY
{ambraczllular protaio synthesis-indﬂaiﬁé Tactor) ws sxtracsloalarr

Y @nzimas, .

23 -



¥ afaexona 1a 1nduch1¢' dwl m;:mo

spuctru dg prote

1u1ﬂa na 1rr d1ad

_-.;-__

Eh :canclu 1un."existén d1rurnmtes evxdnn

axistamcia de un wecanizme de reparaciﬁn 1nduc b1e én
aunqge aste - P pdre-'

mamifero, =ap éstridtﬁhéﬁté‘
chEervade. en E. coli. Las ctlulas o eUucaricbes

=ite tambidrn =

multivo, Lan rezpussta parece estar mediada [ST=T o ¥} g1
irndusible que afechkn cilualas 1o tratadas, 1o cual =3 di
la que pazs =n E,, goll v cusedse reflajar lazs difsrencias
Lales =nbre loz requarimientoz de =sobrevidae e una ok

SFa&amiEmos whiczlularses vs Slrgamisnos imslularaes.

mults

Nnas o oaet .

CZintetizan

genatdxicqs

profwxnﬂ

feramhe de
Frirdamer -

lazider  d=

24




25

SISTEMAS DE FRUEBEA MICRDBIANDS_PQRAfLB?‘DETEdCIUN DE . AGENTES
GENOTOXICOS. ' g T

Salmonalla byehimarivm

Do ezte  siztemna - dezar
Univerzidad o= California,
oparon de kistiding er biche

2lla, =z cusrtea corneUnasSar

tipos da mubacidn an’elicitadoioparon. conilas cualas me

Pruszbas de Faversion

TA1S2%N. -~ Ests capa  que conbisre )

abtuvo goome uns autante  eEsparnkidcea dela

(1012, Revierte por NUbEISH0s Hue. Sadsa

RS P Ppor aawellos que. ocnzEion

Torlay (1020 MOETrarsn por secusenciacidn de we la mubacidn

G4 e asrerada por ums LRaREio GRS A2 a2l qodon &% de

iz G,  provocands 2l cambic daloamircacioo dridgicsd lsucine - pore

Frofins. El patrdn de reversidr de esta’ caps =2 encusrtha em la

figura i. las  reverziarsz dntragdgnicas pusdaen deherss &

branzicionas vy bransvarsiconss (L0300 Tambidgn e ba visto que 1z

=8



Val© Val Asp Len Gly Ile Tle
CEPA SILVESTRE
GIG GIC GAT . CIC GGT AIT AIC

Mutacibn Transicidn
Esponténea

his G46 ccC

L ab ;Pro
'i":aﬂg‘ i i -] \

TCC GCC  ACC  CAC (cce)

Ser Ala Thr [is Supresor

i
i
i
i

A/T —w CG

Transversidn |

]
l
i

I

i
T

' : I
FIG. 1 SECUENCIAS BLANCO INVOLUCRADAS EN LA REVERSION DE LA MUTAGION his G46.
’ !



26

mutacidn  G4E  pusde Feverbir por Sur

muclusivamerte . por o transversion

codifica. & un BRNAC1H4)

TA1S37. - La ﬁuﬁéciaﬁ”f
obbenida dasgﬁéér del"tfa#émiento
Ewplbiimatrivum LT
hazes involucrads
2 =l pahrdn de  reversidn con  ﬁQté9er:s

et el oa=st d1o dw HErpEE SUpre sn:e =0 nuta;:an‘s por

S prEDMNnE qus praeserta una adicldn d-=- Bl pat‘_-

-5 85 15 - -GGG - ) .
codorn I 22 - para dar -0 0 CC - EStd mutac1 A 25 BURimida

For =l supresor Tuf B descrito por Eidd1a y_Rﬁth C106) Qi @I ur
LRMAT™? ol an antiicodon - GG E.E %; ézf Red-1-1-1 revisrhe  cor
COMPUSETOS Carng ?—amiﬂaa:r;dina;__4;CH _i?l ' SRt iaas [
ideocxrbuaros Eoliciclicos (LE7) miaﬁtr;s. T [T ' M-tmahkil-p* -
riteo-N-mitrosoauzniding la reversisn es débil 1o gus  cotcusrda

cort st bigpo de mutacicone=s (L0%) .

TRAISZE. - La mutarte por corcimi=nto -1 1a= DIoSE, == deriva

tantisgrn b 1la cepa de S. Lwpliimurivm LTE Sra—T, (W 2=AT AN =4 [=~"I.

tratarla oo ICR Sed OH (103 . Los
rucledtidaz provierss banbtos de saecusnciacidn ode amniroacicdozs o=l
polipdptida (10@), asi como ohe la =ecuencia o= ADN Lips zilvestire

y mutamtes (102) . Exizten por 1o memos 2eiz olazas de ravarbantes



- las cuslas

courridos

L

=

—
jy

T -:I-=u:luc1-:la p-:ul.._

TEawe v WAlOU,— Ln
y . TALSRS -':Epec'.*' 1‘):\!!1&!“']""»-
Flasmids pEMIGL.

inutagsnezis by uv and chum1cd1=)

FLiticrorales o=

3

i[]

A -V LS T

1

~h

Loz asmass mucAEB suPrinsn

vy tadoz o =1)os
ot E e b LAFTE
T B W ATIE Tk W (2 A W

-1

i Eercadla d-'—‘- 10 r:-:u ras dn:: |

Cl-

e muEstian 3 oem la- Figura S

Estea ,"r:- las

1 ':'3_ . EIEI':-‘:‘,-E . D’

ule

saacidn

ijacian de muabacioras Frove

2ztdn  bajo =l

coirE adsralb e o }_'n:lr-rild:t'l_-n':ng‘:i =E ihe

T
il
—

27
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TABLA I. MUTAGENICIDAD DE NICLOSAMIDA EN. Salmonella typhimurium *

NICLOSAMIDA. -

, iR*
(u'g/caja)r S TADS
' -89 - +89
0 44- 53
1 56 - 70
5 39 107
10 S 17t 253
25 Lot 7t
530 L0t 0t
50 “pt 0t
ANQO ** T
0.25 o2z -
20 . R 3t -
2AA #% ' : RTINS : o
1 - 49 - o290 - 372 - 467
10 - 226 - 198 & - ‘ ot - -7 ot

1

* Cada valor mmérico es la media del nfimero de colonias revertantes encontradas en 6 cajas en dos experi-
mentos independientes (3 cajas/experimento). '"t" indica toxicidad valorada por la reduccifn en la densi-
dad del crecimiento de colonias microscpicas His_ en la_caija,

% :
El 4-NQO (4-nitroquinoleina-N-6xido) y el 2AA (2-aminocantraceno) fueron usados como
controlces positivos en ausencia (-59) y presencia (+59) de mezcla 59 respectivamente.

+ -, N PR A PR N
Uvr” y Uvr  indican que las cepas son eficientes (+} o deficientes (~) en el mecanis-
mo de reparacién por escisiédn, ‘

rY R™ indican que las cepas posecn (+) o né (-) el pidsmido pXKM101,
Y =P ‘e p
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NICLOSAMIDA
(ug/caja) TA100
-89 +89
0 243 175
L 211 194
5 183 194
10 95t 187
25 12t 151
50 _ 2t 17t
MNNG#*#* : 6199 — ' T 6744 —_
PICROLONICO** _— j— 34 — _ —_
ICLOFOSFAMIDA*# — 534 _ : C— —_ 470°

\MINCFLUORENO** — C— — 59 S—

i
Cada valor numérico es la media del ntmero de colonias revertantes encontradas en 6 cajas
en dos experimentos independientes (3 cajas/experimento). ""t" indica toxicidad valorada
por la reducc16n en la den51dad del crecimiento de colonias mlcrcscéplcas ”15 en la caja,

.o MNNG (N-metil-N'-nitro-N- nltrosoguanldlna) y el dcido picroldénico fueron usados coL

10 controles positivos en ausencia (-S9) de mezcla 89. La ciclofosfamida y el 2- am1no
mtracence fueron controles positivos en presencia {+5%) de mezcla S9.
|

f
I
i
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300y

NUMERO-DE COLONIAS REVERTANTES-His /GAJA-
o
o
¥

4}}; : I
- T 100 200
ORTNA ( ul / CAJA)

F1G. 4. CURVA DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO MUTAGENICO DE LA ORINA DE RATO
NES TRATADOS CON NICLOSAMIDA (50 mg/kg /7 DIAS).
EL EXPERIMGENTO SE LLEVO A CABO EN AUSENCIA (@) O PRESENCIA (@)
DE @ -glucuronidasa (200 U}. EL NUMERG DI COLONIAS REVERTANTES
CON LA ORINA DE RATONES TRATADOS CON EL VEHICULO: (GOMA ARABTGA
Z % + ETANOL 16 %) FUE: 30 (Q) v 33 (@).
CEPA TA1538 DE Salmonella typhimurium
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TABLA TIT. GENOLETALTDAD DE FARMACOS ANTIPARASITARIOS EN LL SISTEMA DE Escherichia coli
pol. A*/pol A” (DIFUSTON EN AGAR)

DIAMETRO DE LA ZONA DE

INIMIBICION DEL CRECIMIENTO (mmn})

DIFERENCTA (mm)

COMPUESTO ggryx;cgrgggm(gg) ExXp. 1 SV oxp. 1 Exp z INTERPRETACION
pol AY pol A°  pol AT pel A”

DI IODOH1 DROXIGQUINOLETNA 2000 0 0 0 0 0 0 -
TODOCLOROHTDROXIQUINOLEINA 3000 16 14 16 14 -2 -2 -
DIFOSFATO DE CLOROQUINA 2223 6 10 6 M 4 5 +
DEHIDROEMETINA 3200 9 10.... 10 ' 1 2 .
HIDROXINAFTOATO DE BEFENIO 3000 B AR .
4-HEXILRESORCIONOL 3000 16 . .26 +
MEBENDAZOL 600 0 ' -
NICLOSAMIDA 500 -
PANOATO DE PTRANTEL 3138 -
PAMDATO DE PIRVINIO 5000 +
CLORANFENICOL 15 10 -
EMS 840

MNNG i ‘ 250 -2 .

-metanosulfonuto) vy la

W\VG {N-metil-N'-nitro-N- nltrosonuanldlna} como controles p051t1vos



TABLA .. GENOLE'I‘ALIDAD DE, FARMACOS- ANTIPARASITARIOS m hL szsmm DE rschex 1ch1a c011
Jp01 AT “ (SUSPENSTON TC IDA

CONCENTRACION

cowpuzsTo CENIRACLo: AT I SOURELDN. 2
pol A - :
DMS0 S0 ' i00 1.00 1.60
MERENDAZOL 60 ug 92 5.3 1.04 1.18
NICLOSAMIDA 100 ug 94,6 A4 0.87 0.89
PAMDATC DE PIRANTEL 630 ug 08,9 4 1.09 1.00
HIDROXTNAFTOATO DE BEFENIO 20 ug 34,5 .8 0,85 0.89
CLORANFENICOL 30 ug 80,0 .3 1.13 1.01
BMS 840 g 941 N 0.53 0.62

N -

% de sobrevida pol A™/% sohrevida pol A* :
El cloranfenicol fue usado cumo control 1cgat1v
control positivo.

metanosulfonato) como
DMSO (dimetilsulféxido) F



TABLA V. GENOLETALIDAD DE FARMACOS ANTIPARASITARIOS EN. EL STSTEMA DE Escherichia coli
polAT/polA” (MICROSUSPENSION) '

CONCENTRACION MINIMA -+ DIFERENCIA EN EL NUMERO
COMPUESTO 59 INHIBTTORIA (ug/CAVIDAD) DE CAVIDADES INTERPRETACION
’ BXP, T LXP. 2. - EXB. 1 EXP. 2 EXP.1 EXP. 2
polAT polA” polA’ polA”
DIIODOHTDROXIQUINCLEINA - 31,25 31.25 31.25 31.25 0 - -
+ 125.00 62.50 62.50 31,25 1 1
TODOCLORCHIDROXIQUINO-
LEINA - 0.90 0.45 0.94 0,47 1 1 - -
’ + 0.90 0,90 0.94 0.94 0 0 - -
DIFOSFATO DE CLOROQUINA - 174,00 10,98 174,00 0.17 4 10 + +
+ 174,00 10,98 174,00 0.17 4 10 * +
DEHIDROEMETINA - 200.00 200,00 200,00 200.00 0 a - -
+ 200,00 2060.00 200.00 200.00 0 Q - -
HIDROXINAFTOATO DE
BEFENIO - 125.00 125,00 125.00 125.00 0 0 - -
+  125.00 125.00 125.00 62,50 o 1 - -
4-HEXILRESORCINOL - 5.00 10,00 5,00 10,00 1 1 - -
+ 10,00 310.00 10,00 10,00 0 0 - -
MEBENDAZOL - 75.00 75.00 75.00 75.00 0 0 - -
+ 75,00 57.50 75.00 75.00 1 ] - -
NICLOSAMIDA - 62,50 31,25 31,25 31,25 1 [} - -
i 62.50 31.25 62,50 31.25 1 7 - -
PAMOATO DE PIRANTEL - 196.00 196.00 196.00 196.00 0 0 - -
+ 392.00 392,00 392.00 392,00 0 0 - -
PAMIATO DE PIRVINIO - 156.00 5.00 156.00 5.00 5 5 + +
+ 156,00 20,00 156.00 20,00 3 3 + +
CLORANFENICOL - G.15 0,15 0,13 0,13 0 a - -
MNNG - 1.50 0,09 0.75 a,05 4 4 + +
CICLOFOSEAMIDA - 895,00 447 .50 895,00 895.00 1 0 - -
+ 112.00 14.00 224.00 14.00 3 4 + +

El Clorarfenicol fue usado como control negativo, la MMNG y Ciclofosfamida como controles positives en ausencia
v presencia de mezcla S9 respectivamente.
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TABLA VI GENOLETALIDAD DE ]"ARMACOS ANTIPARASITARIOS EN EL T T T Eanad
i SISTE\IA DE B. Subtllls

METODO - POR ESTRIAS .: 'METODO CON ESPORAS

FARMACO - CONCENTRACION ZONA DE INHIBICTON e nxmrmo DE LA ZONA DE INHIBICTON DEL
FOR DISCO (ug) . DEL CRECIMTENTO! (um) © . " %o . - CRECIMIENIO (mn)

H17 M45 DIFERENCIA ‘(mm),:. - HL7. . . M45  DIFERENCIA Gon)

-ODOH TDROX IQUINDLEINA 400 o 3 4 1 )
OCLOROHTDROX IQU INDLEINA 600 0 _ '77'{ s 7 0 -)
‘OSFATO DE CLOROQUINA 6000 0 -:"_faxi 42 2 )
I IDROBMETINA 640 0 5 7 2 )
'ROXIMAFTOATO DE BEFENIO - 400 0. 1 1 0 =)
iEX ILRESORCINOL 600 10 - i 23 ’ C24 1 (-2
SENDAZOL 120 0 0. 0 0 )
LOSAMIDA 100 12 zz: 24 2 )
OATO DE PIRANTEL 104 o o 0 o

139 . 0 0 0

175 o o 1 1

208 o 0 3 3

222 - S A 0 5 s )
I0ATO DE PIRVINIO 1000 2 s 1 S 11 11 0 ()
FOMICINA C** 0.2 i 22 11 : ) 14 25 1 +)

Interpretacién del resultado como positivo (+) o negativo (-).
La mitomicina C fue usada como control positivo. ‘
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TABLAVIT. INFLUENCIA' DE GLUCOSA-G-FOSFATG, NALP Y MiCROSOMAS ™
oo HEPATICOS SOBRE LA MUTAGENICIDAniDE‘NICLOSAMIDA S

-~ -'.-',1. -

Tontenido/2ml agar : T :R¢VQr£énfésiiiSj e‘Salmonella tyﬁhimﬁ}idhmTAiSEB-

de superficie

BMSO(lovopl) + KC1 0.15M
+ G~6-F + NADP

NICLOSAMIDA (5 g) + KC1 0.15M
+ G-6-F + NADP

VICLOSAMIDA (5 g) + FRACCION S§9 o R R £
+ AMORTIGUADOR pH = 7.4 , LR

JICLOSAMIDA (5 g) + FRACCION §9 o 251 °©
+ G-6-F + NADP o AR
JICLOSAMIDA (5 g) + MICROSOMASH* P §1 2
+ AMORTIGUADOR pH = 7.4 : "~
NICLOSAMIDA (5 g) + MICROSOMAS Co S L 192
+ G-6-F + NADP : R
NICLOSAMIDA (5 g) + SOBRENADANTE ! 3¢
NE MICROSOMAS** + AMORTIGUADOR pH = 7.4 . .. R
NICLOSAMIDA (5 g) + SOBRENADANTE DE : St
MICROSOMAS + G-6-F + NADP _ _ T
NICLOSAMIDA (5 @) + SOBRENADANTE : T oae

DE MICROSOMAS + MICROSOMAS + AMOR : LR , _
TIGUADOR pH = 7.4 o _ .

NICLOSAMIDA (5 g} + SOBRENADANTE 171
DE MICROSOMAS + MICROSOMAS + G-6-F
+ NADP. S . . . T - i

% Cada valor mumérico es la media del nfmero de colonias revertantes encontradas en 6 cajas en dos experimentos 1ndepend1cntes;
{ensayo en placa, 3 placaslcxper1mento. " indica toxicidad valorada por la reduccitn en la densidad del crecimiento de
colonias wmicroscdpicas His en la caja.

* Las microsomas y el sobrenadante de microsomas se obtuvieron ccntrlfugnndo 1a fraccién S9 a 105,000 x g por hora a 4°C. La
pastilla microsomal se resuspendieron en KC1 0.15M y el sobrenadante se usé directamente.
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TABLA VIIT. MUTAGENICIDAD DE PAMOATO.
" Typhimurium#.” T

PIRYINIO-EN Salmonella . " .

PAMDATO DE PIRVINIO S Uy vy RY
(ug/caja) U UTHBA1E T TATO0" & TA9S
a 1A CoazTl 43
0.5 9.0 ' L 70
1.0 18 147
1.5 17 173
2.0 20 177
2.5 21 - 166
5.0 S0 72
7.5 A7 57t
10.0 10T 19t
15.0 9t —
20.0 ' ot —
ANQO** s RINRERR - :
0.25 10 - A Y 13504 : 315
20 50 _ 784 1 ot ‘ ot

* Cada valor numérice es la media del nfmero de colonias revertant?s encontradas en 6 cajas en dos <L
experimentos independientes (3 cajas/experimento). "t'" indica toxicidad valorada por la reduc-
cibn en la densidad del crecimiento de colonias microscépicas Hﬂs_ven,la caja,

"1 4-NQO {d-nitroquinoleina-N-6xido) fue usado como_control positivo.

Uvr y Uvr indican que las cepas son eficientes (+) o:.deficientes (-1 en el mecanis-
mo de reparacidén por escisibn, |

Y y R7 indican que las cepas pescen (+) o né (-} el pldsmido pkM101.



TABLA IX ACTIVIDAD MU'I‘AGL'NIC!\H EV ORI]\A DE RATONES TRATADOS CON
PAMOATO DL PIRVINIO =ENSAYO‘BN PLACA CON Salmoneila

hlmurlum

- "Rcvertantes His' /caia®
Tratamiento R ]
ccpa TA100 + orina (100pl) +

S eepa-"TAL0O0 =+
S .B-glucuronidasa (200 U)

Solucisr de azGear (85%)P 296
Pamecato de pirvinio (0.75 mg/kg) 250
(7.5 mg/kg) 224

(75.0 mg/kg) 251

Ciclofosfamida® (80 mg/kg) o 840 e o 934

2 Cada valor mmérico es la media del nfmero de colonias revertantes encontradas en G cajas en dos experi-
mentos independientes (3 cajas/experimenta).

b La solucifn de azficar al 85% se us@ como vehiculo para el pamoato de pirvinic y la ciclofosfamida.

c La ciclofosfamida fue el control positivo, su mutagenicidad depende de transformacién metabdlica.



TABLA X.- 'MUTAGENICIDAD DE LOTES DE PAMOATO. DE PIRVINIO DE -
’ o _DIFERENTE GRADO DE PUREZA EN chcharomvces cere-‘
'.,_v151ne y Salmonella typhlmur1um.;' RNERE T

Muestra de Pamoato ~~ Revertantes His' de S. cerevisiae Revertantes His® de Salmonella
de Privinio - l T rx 107 sobrevivientes = ' typhimurium
0 Hrs. ‘ 24 hrs. . TA98 TA100
- 35.20 36,18 - -

DMSO 0 .33.09 : . 37,17 32,06 188.0
Estandar U.S.P - 37.78 62.49 128,33 582.3
1A 44.23 69.31 93.6 530.6

2B - 58.44 2322.22 105.3 147.6

3¢ 33,19 . 65.15 101.6 ' 439.2

1D 45.37 - © 49,72 105.0 457.0

5E ] 41,24 ' 193.32 102,17 434.5

6F ) 35.91 ) 2837.02 121.6 639.6

3 37.51 81.50 141.3 631.6

14 30.80 103,32 172,16 : 601,2

lLa concentracién de pamoato de pirvinio en los experimentos con S. cerevisiae fue de 500 ug/
ml de suspensidén celular. Los experimentos con S. typhimurium se Tealizaron en el ensayo en
placa a una concentracién de 7.5 Yig/caja para la cepa TA98 y de 1.5 ug/caja para la cepa TA
100, .



INDICE DE SOEREVIDA

1.2
1.0
0.8
0.6
04
0.2

—3

ay ] 1 ] o | i ] ] l

20 40 60 80 100 140 180 220 260 300
COMPUESTO (MOLES X 107° / caJa)

FIG, 5, INHIBICION PREFERENCIAL DE LA CEPA poLA™ POR LOS COMPUESTOS ANTIPARASL
TARIOS: 4-HEXYLRESORCINOL. (w); DEHYDROEMETINA (@): DIIODOHYDROXIQUI-
MNOLEINA (1) Y PAMOATO DE PIRVINIO (©) EM EL ENSAYO DE SUSPENSION LI-
AUIDA, CADA PUNTO REPRESEMTA EL. PROMEDIC DE RESULTADOS OBTENIDO EN 2
EXPERIFEMTOS REALIZADOS IMDIVIDUALMEMTE (3 cadas/cEPA/EXPT.), INDICE
DE SOBREVIDA = % SOBREVIDA roLA™ / % SOBREVIDA poLAt,

T




55

Par _qbrh;ladﬁé:bE

14C'da S.‘cerevis1ne y, pqedp.obca v1r~~'nn

i'jcc:in.‘-_-

cepaa-
:Eﬂslblliddd

frwcu=nc1dA

Dewclo

imputraezas o

pudierarn &

52}, ubilizande  aromak agrafié_,lxqu1da da ”fﬁéi

trasultados T ancuemtran =13 ]dbld AI,"lds pPicoz. A H =a
sncuentran e tocdtas 1EE mu&Sgtéﬁ-u“nllz&dQE.gi?ﬁﬁOi =l primero

pdet il Ficado  Soipo ACLIS PamTITh vE o Aus. se oconte consel | sstandar

cotrreseordlart e, Laz musshras 2B v &F con mayor mQtagénicidad =
H. Cerevisige mostbraror un mavorl romera. de picos ademds  de herner

=T antarhn_eh mivguhat oz las mestras

reztantes.

DIFOSEATO DE CLOROBUING -

Lz muta en1-1dad dw 'rue puzsta -an  aviderizisz

wzando 21 andbacs dé}m:-rﬁfdu

hua'luh un la apa  TALSZI?  da G




TARLA XI. RESULTADOﬁ DE CRGMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
PRESION CON DIVERSDOS LOTES DE PAMOATO DE
PIRVINIO.

LOTES DE PAMDATO
BE PIRVINIO

TIEMPOS DE RETEHCION (MINUTOS) DE LAS DIFERENTES FRACCYONES (PICOS)
ENCONTRADAS [N LOS LOTES

LSTANDAR 11.5.P.
1A
2B
3C
4D
5E
6F
M3
M 14

i

1.2

11.20
11.10
11,05
10.80
11,24
11.21
11,15
i1.z20

13.34 14.80
12.63 13.43 14,46

11,66
13.29 14.49

13.00 14.70

i3.40

F G

15,05 15.00

16.38
16,79
16,66
16.68
16.66
16.69
16,48
16.50
16.80

1 J 13
i 17.79
17.10
17.79

17.08 17,58 17,81

L. M 8 8 o P 4 R S T U. Vv W X

29.90 42.10 42,63

26,09 25.15 42,47 43,03
18.06 18.86 19.20 20.53 21,10 42.57 43.10
18.13 19.13 19.63 20,08 20.08 : 27.94 29.15 42.58
T ‘ 42,43
i : g 25,20 27.3% 42,42 42,82
18:26 18.63 21.74 22,801 27.87 29.77 42.10 42.71
| : : ' 42.21

e
lgfﬂﬂ 27,15 28.15 42,79
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TABLA XTI,

RESULTADOS DE LA PRULBA DL MICROFLUCTUACIO\S CON S'ﬂmonoll.L typlumunuml
Y DIFOSFATO- m: cwuoquzw\ ’ '

DIFOSFATO DE Nemero de ::'avidades'_degun::_’toi:si'li de ;96 en que hubo ‘crecimientc bacteriano:
CLOROQUINA (TS ‘ COTA977 L
(ug/ml) ' : o o i
mo 1 gmifiont e o SPAIGRCS so. o Smifioer oro S

0 4 N.S. 6 N.S 2. N.S.

100 7 N.S.: 20 N.S. 2 N.S.

150 14 P<0i05 i 2 N.S. 3 - N.S.

200 22  P<0.001°:" .4 < 3 N.S. 4 N.S.

250 42 P<0.001 " P<0L0DT. 9 N.S. 6 N.S.

300 47" " P<0.001. T P<0.001 2 ~N.S, 6 N.S.

350 74 ST P2D,001 4 N.S, 5 N.S.

400 1 1 P<0,05 2 N.S. 0 N.S.

450 4 N.S. - ’ 1 N.S. . 0

500 0 - 0 ‘ 0

550 0 - o 0

600 0 '- 0 0

0- AMINOACRTDTNA®* S SRR R : 4
1.0 96 P<0.001 82 - 'UP<0.001 .. 96y .. P<D.001 BI P<0.001
 QUINACRINA #* SO s e e
2.5 26 P<0.001 87 P<0.001 71‘{ P0.001 82 P<0.001

* La significancia estadistica cntlc,las 1n1c1oplacas con el compucs{:o de prueba y los controles negativos se

cbtuvo por medic de la prueba de x”. N.5. = No significativo.

+

1
B
i

*% La 9-aminoacridina y la quinacrina fueron utilizados como controles positivos.



TABLA XIiI ACTIVIDAD MUTACENICA hN ORINA DE RATDNES TRAFADOS CON
; | Salmonella typhl—

Tratamiento

C<icepa TA9S 1w

Aguab

Dehidroemetina (0.1 mg/kg)
(1.0 mg/kg)

(10.0 mg/Kg)

2-Acetilaminofluorenc® (20,0 mg/kg)

dcada valor numérico es la media del nGmero de: co10n1a5 rcvertantes encontradas en seils cajas
en dos experimentos independientes {3 cajae/e :

bg1 agua fué cl solvente usado para la dehldroem_

. 112-acatilaminofluoreno.
€E1 2-acetilaminofluorens fué el control pos:t1vo,

éugmpfhgenicidad depende de transformacién
metah&lica. S L



INDICE DE SCBREVIDA
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DIFOSFATO DE CLOROQUINA (MOLES X 10-9 /caon)
INHIBICION PREFERENCIAL DE LA CEPA PoLA” POR EL COMPUESTD
PARASITARIO: DIFOSFATO DE CLORDOUINA EN EL ENSAYO DE SUS-
PENSION LIGUIDA, CADA PUNTO REPRESENTA EL PROMEDIO DE RE
SULTADO OBTENIDO EM 1OS EXPERIMENTOS REALIZADOS INDIVIDUAL
MENTE (3 CAJAS/CEPA/EXPT,) INDICE DE SOBREVIDA = % SOBREVI
DA POLA” / % SOBREVIDA poLA™
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INCREMENTO SOBRE LA MUTACION ESPONTANEA *

UTH 8413

1 1 ! H

1 2 3 4 8
DEHIDROEMETINA ( ug x 10° / CAJA)

FIG. 7. GFECTO MUTAGENICO DE DEHIDROEMETINA EN LAS CEPAS TA98 (uvrB) y UTHB8413
(U\rr+) DE Salmonella typhimurium., *NO. DE REVERTANTES EN CAJAS CON --
DEHIDROEMETINA/NO. DE REVERTANTES EN CAJAS CONTROLES (AGUA).
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TABLA XIV. RESULTADOS.DE LA JODOCLOROHIDRONIQUINOLEINA EN EL ENSAYO DE SUSPENSION
LIQUIDA EN Escherichia colj

TODCCLORCHIDROXTIQUINOLEINA % SOBREVIDA INDICE DE SOBREVIDA *
CONCENTRACION (ug/TUBQO) o BXP1 4 EXP. 2 - P, 1 EXP. 2
pel A pel A pol A pol A

DMSO (20 ul) 100 100 100 - 100 1.00 1.00

5 16.01 38.93 19.13 33.76 2.43 1.76

10 6.36 22.93 © B.38 17.20 3.60 2.05

15 3.07 15.20 2.73 -~ 11,89 4.95 4,35

20 2.18 13.20 ~ - l.647.. - 12.10 6.02 7.37

30 1.10 C1.87 S 1,09 2.33 1.70 2,13
-CLORANFENICOL 93 ) 110 L I © B4 1.18 1.07

EMS a4 25 U2 4D 0.56 0.64

* 4 sobrevida pol A / § sobrevida pol A" R .
El cloranfenicol fue usado como control negative vy el EMS (- etil-mietanosulfonato ) como control positivo.
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