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RESUMEN

El desarrollo de nuevos productos quimicos para diversos usos como
medicamentos, cosméticos, colorantes y aditivos de alimentos,
plaguicidas, y compuestos de uso industrial, conduce a la
realizacién de estudios para caracterizar fuentes potenciales de
dafio genético en los seres vivos.

La capacidad de un producto quimico para interactuar y alterar
el ADN de las células estd influida por mdltiples factores:
caracteristicas fisicoquimicas del compuesto, edad, sexo, Y
constitucién genética del organismo, entre otros.

Resulta de interés, analizar la relacién entre la estructura
quimica de compuestos relacionados, asi como de formas isoméricas
de éstos y la posibilidad de que los compuestos puedan interactuar
directamente con el ADN para producir alteraciones, o bien, sélo
después que han sido biotransformados; la relacién entre 1la
estructura del compuesto y sus efectos sobre el material genético
permite agrupar a los compuestos con cualidades especificas: en
alquilantes, intercalantes, y otros.

En este trabajo se utilizé 1la prueba de mutacién y

. recombinacién somitica que emplea células de las alas de Drosophila
melanogaster para comparar la actividad genotéxica de cinco
compuestos con estructura quimica similar; dos acaricidas: 2,2/~
Thiobis[4,6-diclorofenol] (Bitionol) y 4-Clorofenil fenil sulfona
(Sulfenona); asi como tres compuestos empleados en sintesis
orgdnica: 4-Clorofenil sulféxido, Cloruro de 4,4’-bifenil
disulfonilo y 4-Clorofenil sulfona.

Se utilizé la cruza ¢Q f£1r’/TM3,Ser x dd mwh/mwh de la cual se
obtuvieron larvas que fueron expuestas a los compuestos en un
tratamiento crénico (0 x 120 hs), las concentraciones fueron 150,
300, 450 y 600 ppm. En todos los casos se corrié un lote testigo.
De cada tratamiento se realizé una repeticién.

En las alas de las moscas adultas, se registraron las cé&lulas
afectadas por nimero, tamafio y tipo, y se analizaron con el
programa de cémputo SMART a P = 0.05.

La respuesta genotéxica de 1los cinco compuestos fue
concordante con la relacién estructural existente entre ellos. Dos
de los compuestos mostraron una débil actividad mutagénica:
bitionol produjo manchas grandes a 150 ppm y gemelas a 300 ppm; Yy
el cloruro de bifenil disulfonilo que :lndujo manchas grandes y
totales a 600 ppm. Los otros comp probados (sulf
clorofenil sulféxido y clorofenil sulfona) no mostraron actividad
genotéxica, pero si gran toxicidad.




I. INTRODUCCION

Desde la antigliedad, el hombre se ha preocupado por conocer
los efectos de los diversos compuestos o sustancias presentes en el
ambiente, y que de alguna forma interaccionan en gu vida cotidiana
© laboral. Se han realizado diferentes estudios para: 1)
caracterizar fuentes potenciales de dafio en los seres vivos, tanto
de origen natural (actividad ignea, depésitos minerales, aguas
subterréineas, toxinas de animales y plantas, etc.), o bien como
producto de la actividad humana (productos sintéticos con diversos
usos como medicamentos, cosméticos, colorantes y saborizantes de
alimentos, plaguicidas y otres); y 2) r las propiedad de
tales compuestos y los posibles efectos que pueden tener en la
salud humana (Brusick, 1987; Timbrell, 1989).

Las sustancias téxicas se pueden agrupar en varias clases en
relacién a la forma en la que el hombre estd expuesto a ellas:
farmacos, aditivos de alimentos, plaguicidas, sustancias quimicas
industriales, contaminantes ambientales, toxinas naturales vy
venenos domésticos (Tabla I). Las consecuencias de eata exposicién
han sido estudiadas principalmente en las células germinales de
diversos organismos, sin embargo, con el tiempo se ha acumulado
informacién del impacto del ambiente en las células sométicas, lo
que hace evidente la importancia de la deteccién y el estudio de
estos eventos ya que muchos de ellos se relacionan con procesos
cancercosos (Ames et al, 1973; Moutschen, 1985).

Los enfoques en la investigacién de la actividad genotéxica de
los agentes quimicos que representan un riesgo mutagénico y/o
carcinogénico para los seres humanos se han modificado en 1los
4ltimos quince afios (Ames et al, 1973; Clayson, 1980 y Graf et al,
1984) . Este tipo de estudios cobran cada dia m&s importancia pues
las evidencias experimentales indican una fuerte asociacién entre
la actividad recombinogénica y la carcinogénesis; ademés, el inicio
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TABLA I. Clasificacién de mutdgenos ambientales (Modificado de
Moutschen, 1985).

Sustancias mutagénicas aintetizadss por ¢l hombre y usadas di a ick pectfi

A. Farmucéuticos B, Plaguicidas C. Aditivos
n, agentes antitumorales b, antibiéticos u. insecticidas b, mticidas ». alimentos
. narcéticos d. ant i ¢ b id d. fungi b. otros 3
€. excipienies f. apestéaicos e. nematicidas (coaméticon) |,

Smm:lulnungénlcumldnmhhdunhoquaeencunhnmdnmbkmemmopm&mwu.r}

A. Agentes aluilantes B. inicos C. C del D. Contaminantes el E. Metalea ||
Sustanciss mutegénicas naturales E
A, Alcaloides B. Productos del metabolismo microblano IJ

de un proceso canceroso frecuentemente estd en relacién con cambios
en la informacién genética de las cé&lulas (Ames et al, 1973; Vogel
et al, 1980; Radman y Kinsella, 1980; cairns 1981).

El empleo de los diversos bicensayos se enfoca hacia dos
direcciones principales: la determinacién del riesgo potencial que
implica la exposicién a los agentes en cuestién, tanto en relacién
con las células germinales como con las som&ticas, y la prediccién
de la asociacién entre genotoxicidad y carcinogenicidad, ademés del
estudio de los posibles mecanismos de accién (De Serres, 1979;
Vogel y Natarajan, 1979a y b; Todd et al, 1983; Wilrgler et al,
1983a; Brusick, 1988).

La toxicologia es la ciencia que estudia las interacciones
entre las sustancias quimicas y los sistemas biolbgicos. Uno de los
objetivos principales de la genética toxicolégica es el de detectar
y comprender las propiedades de un pequefio grupo de compuestos
quimicos altamente especificos para los &cidos nucléicos y en
particular para el ADN, que pueden producir cambios en el material




genético. Los agentes genot&xicos son aquellos que producen cambios
hereditarios letales o transmisibles en las células somiticas o en
las células germinales (Vogel, 1992).

La genética toxicolégica tiene como principales funciones: 1)
implementar pruebas y m&todos para evaluar el riesgo y definir el
impacto de los agentes genotéxicos que se encuentran en el ambiente
y cuya presencia puede alterar la integridad del acervo genético
humano (efectos en células germinales), 2) elucidar las relaciones
entre genotoxicidad y la iniciacién de neoplasias (induccién de
tumores o cancer) (Vogel, 1992). Muchos carcindgenos quimicos
exhiben su actividad iniciadora a través de interacciones con el
ADN nuclear lo que produce un dafioc genético permanente, tales como
las mutaciones y las aberraciones cromosémicas. El rango de
compuestos quimicos potencialmente peligrosos va desde metales y
conpuestos gquimicos inorg&nicos hasta moléculas orgdnicas muy
complejas (Timbrell, 1989).

En algunos casos los efectos téxicos est&n determinados por la
naturaleza de la sustancia y son debidos a la interaccién entre el
compuesto y un sitio especifico del receptor molecular. Este
receptor puede ser una enzima susceptible de ser inhibida, o alguna
otra macromolécula, pero en muchos casos su identidad es
desconocida (Timbrell, 1989).

Los compuestos genotéxicos pueden clasificarse por el o los
macanismos de interaccién con los &cidos nucléicos, y les tipos de
aductos ADN-mutfgeno que resultan de tal interaccién (Fig. 1). Este
tipo de agrupacién presenta algunas dificultades, por ejemplo: en
el caso de clases quimicas que requieren activacién metabdlica (los
promutfgenos) existe con frecuencia m&s de un metabolito activo, y
adem&s, la naturaleza exacta de los aductos en el ADN no siempre se
conoce. Ejemplos de este tipo de clasificacién son los siguientes:
- Agentes alguilantes monofuncionales (n-nitroso-dimetilamina, DMN)
- Agentes alguilantes bi- y trifuncionales (trietilenmelamina, TEM)
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Alquilacién

/ 1 0, PO Ty
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{mbosx'crund‘:mN-pmufm Enlaces ponﬁ band
o Fonongig Hauntes a
rig. 1. Principales lesiones en el ADN (Modificado de Vogel,
1992).
- Agentes alquilantes ciclicos (mostazas nitrogenadas)
- Agentes intercalantes (proflavina)
- Agentes simples no alquilantes (formaldehido) (Vogel, 1992).
Netabolismo

La disposicién de un compuesto téxico en un sistema biolégico
puede dividirse en cuatro fases interrelacionadas: absorcién,
distribucién, metabolismo (biotransformacién) y excrecién (Casarett
y Doull, 1975; Timbrell, 1989) (Fig. 2).
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¥ig. 2. Rutas de absorcién, distribucién y excrecién de los
compuestos téxicos en el cuerpo humano (Modificado de Cassarett
y Doull, 1975}.

Los agentes téxicos son absorbidos principalmente por la piel,
los pulmones y el tracto gastrointestinal. En estudios
toxicoldgicos se usan con frecuencia rutas especializadas como la
intraperitoneal y la subcuténea (2ijlstra, 1987), Una vez que el
compuesto quimico ha entrado a 1la corriente sanguinea esti
disponible para llegar a un sitio en el que puede producir el dafio.

La exposicién a compuestos téxicos por la via respiratoria es
toxicolégicamente mas importante que por la via cuténea. El aire
puede contener muchas sustancias extrafias. Estas pueden ser gases,

vapores de solventes, aerosoles o materia particulada (Timbrell,
1989).



La piel estd expuesta constantemente a compuestos extrafios en
forma de gases, liguidos y s6lidos, principalmente en el caso de
los dos primeros, la adsorcién y la absorcién son mecanismos de
ingreso importantes.

Numerosas sustancias extrafias se encuentran mezcladas con la
dieta mientras que otras son ingeridas en forma directa y algunos
venenos se toman accidental o intencionalmente (Cassarett y Doull,
1975) .

La absorcién es el proceso por el que el compuesto téxico pasa
las membranas del cuerpo y entra a la corriente sanguinea. La tasa
y el sitio de absorcién pueden ser factores importantes en 1la
toxicidad eventual de un compuesto. Hay varios sitios para el
primer contacto entre un compuesto téxico y un sistema biolégico,
pero la absorcién involucra necesariamente el paso a través de las
membranas celulares en cualquier sitio involucrado (Timbrell,
1989).

Una caracteristica importante de las membranas biolégicas es
gque .son selectivamente permeables. S6lo algunas sustancias son
capaces de pasar a través de ellas dependiendo de sus
caracteristicas fisicoquimicas:

(a) tamafio

(b) solubilidad en lipidos

(c) afinidad a moléculas end&genas
(d) polaridad/carga

Los mecanismos por los que un téxico puede pasar a través de
una membrana celular pueden ser divididos en dos tipos generales:
(1) difusién o transferencia pasiva del quimico, en el que 1la
célula no juega un papel activo en la transferencia; y (2)
transporte especializado, en el que la célula tiene parte activa en
la transferencia del téxico. De esta manera, las sustancias
exégenas pueden pasar a través de las membranas biolégicas por:



(1) filtracién a través de poros

(2) difusién pasiva mediante los fosfolipidos de la membrana
(3) transporte activo

(4) difusién facilitada

(5) fagocitosis/pinocitosis

Muchos téxicos cruzan las membranas corporales por difusién
simple, la tasa de difusién estd ampliamente determinada por el
coeficiente de particién 1lipido/agua del compuesto (Casarett y
Doull, 1975; Timbrell, 1989).

Una vez en la corriente sanguinea el compuesto puede entonces
disolverse en la sangre y distribuirse en el cuerpo de acuerdo con
sus propledades fisicoquimicas. Durante esta fase hay interaccién
del compuesto extrafio con las proteinas en el plasma y con varias
macromoléculas en otros tejidos. Algunos compuestos téxicos se
acumulan en varios sitios como resultado de la unién, transporte
activo o alta solubilidad en los lipidos. El sitio de acumulacién
de un téxico puede ser también el de mayor accién téxica, aungue
fracuentemente no lo es (Casarett y Doull, 1975; Timbrell, 1989).

El higado y el rifién tienen una gran capacidad para unir
compuestos quimicos, estos 6rganos probablemente concentran mas
téxicos que cualquier otro. Esto puede estar relacionado con el
hecho de gque son 6rganos muy importantes en la eliminacién de
téxicos del cuerpo; el rifisn y el higado tienen gran capacidad para
excretar diversos compuestos Yy el higado ader&s para
metabolizarlos.

El compuesto téxico es eliminado de 1la sangre por
biotransformacién, excrecién y acumulacién en diversos sitios. La
importancia relativa de estos procesos depende de las propiedades
fisicas y quimicas del compuesto téxico (Zijlstra, 1987). La
eliminacién de las sustancias téxicas es determinante de su efecto
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biolégico; si ésta es répida se reduce la probabilidad de que
ocurra toxicidad y también la duracién de sus efectos. En el caso
de un efecto téxico, la eliminacidn del compuesto ayuda a reducir
el dafio (Timbrell, 1989).

Los agentes genotéxicos pueden ser clasificados en los
llamados directos (que actdan por si mismos) ya que son reactivos
con las macromoléculas celulares (ADN, proteinas), y aquellos que
requieren activacién metab6lica para ser reactivos (agentes
genotéxicos precursores o promutigenos). Los agentes genotéxicos
precursores no exhiben propiedades genotéxicas per se, pero se
convierten en nuevas especies mediante el metabolismo de los
organismos. Los promutidgenos son inactivos en los sistemas
biol6gicos que carecen de las enzimas necesarias para convertirlos
a formas activas (Vogel, 19%92).

Los productos del metabolismo son por 1lo general, mé&s
hidrosolubles que el compuesto original, el incremento en la
excrecién de un compuesto reduce su vida media biolégica y por
consiguiente, su toxicidad potencial (Casarett y Doull, 1975; Filov
et al, 1979).

Durante la biotransformacién, los mut&genos y carcinégenos
(promutdgenos y procarcinégenos) quimicamente inertes pueden
también ser transformados en metabolitos reactivos que son capaces
de reaccionar con el ADN y entonces producir dafio genético
(2ijlstra, 1987) (Fig. 3).

Se distinguen dos tipos de reacciones, las llamadas de fase I
(oxidacién, hidréslisis o reduccién) y las de fase II (reacciones de
conjugacién) (Timbrell, 1989; Vogel, 1992).

Las reacciones de fase I generalmente proporcionan a 1la
molécula original un grupo funcional polar gue es necesario para
que subsecuentemente pueda conjugarse mediante las reacciones de la

9
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Fig. 3. Ilustracién de las direcciones en que el metabolismo de
un compuesto puede tener una variedad de consecuencias para el
organismo (Modificado de Timbrell, 1989).

fase II. Los productos de la biotransformacién de la fase II pueden
ser metabolizados m&s adelante por otro tipo de reacciones
{(Timbrell, 1989; Hayes y Laws, 1991).

con mucha frecuencia las enzimas implicadas en 1la
biotransformacién se encuentran de manera mis abundante en el
higado de los animales. Sin embargo es importante recordar gue (1)
&stas tambilén se pueden encontrar en muchos otros tejidos; (2) las
enzimas pueden estar localizadas en un tipo particular de células
en un 6rgano, y (3) las enzimas no siempre son especificas para los
compuestos extrafios y pueden tener un papel esencial en el
metabolismo normal endSgeno (Casarett y Doull, 1975; 2zijlstra,
1987; Timbrell, 1989).

La biotransformacién de compuestos extrafios usualmente ocurre
en la fraccién microsémica (reticulo endopldsmico 1iso) de células
de higado, aunque algunas biotransformaciones son no microsomales
(ej. reducciones redox involucrando alcoholes, aldehidos y cetonas)

10



y ademds suelen estar involucrados otros tejidos (ej. pulmones,
rifiones, piel) (Zijlstra, 1987; Reeves, 1981).

La hidroxilacién de compuestos lipofilicos se realiza por el
sistema enzimAtico dependiente del citocromo P-450. Estas enzimas
hemoprotéicas esté4n localizadas predominantemente en el reticulo
endoplismico liso de células en el higado y con mencor extensién en
otros tejidos (Zijlstra, 1987).

Las enzimas dependientes de P-450 estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza. Se encuentran en mamiferos, aves,
peces, reptiles, insectos, plantas, levaduras y algunas bacterias.
Una caracteristica que todas las P-450s tienen en comin es un pico
alrededor de 450nm en el espectro diferencial de mondéxido de
carbono reducido de los microsomas y el requerimiento de NADPH para
la reduccién de la enzima activa (Zijlstra, 1987).

Drosophila melanogaster

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster reGne diversas
caracteristicas que le hacen un sistema de prueba eficiente para
detectar el impacto de agentes quimicos y fisicos en el ADN; se ha
demostrado la presencia de rutas de desintoxicacién similares a las
de los mamiferos y las células germinales tienen metabolismo
oxidativo en clertos estados de su maduracién (Baars et al, 1980;
Clark, 1982; HHllstrbm et al, 1982; 2zijlstra y Vogel, 1988).
Drosophila es eficiente en la deteccién de metabolitos de vida
corta, debido a que, como modelo in vivo no requiere la adicién de
un sistema metab&Slico exégeno y tiene un amplio espectro de
actividades metabélicas capaces de activar promutdgenos y
procarcinégenos. En Drosophila alrededor del 85% de los
carcinégenos probados son mutagénicos en células germinales. Su
ciclo de vida es corto para permitir el andlisis de progenie
numerosa, pero lo suficientemente largo para distinguir entre los
efectos de exposiciones crénicas, agudas y fraccionadas, ademis de
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Pig. 4. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster a 25t1°C,
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contar con una gran cantidad de marcadores fenotipicos que
facilitan el analisis genético (Lindsley y Grell, 1968; Lindsley y
Zimm, 1979). Los agentes en estudio pueden administrarse por
diferentes vias tales como alimentacién de larvas y adultos,
inyeccién, inhalacién y ducha vaginal.

En la figura 4 se muestra el ciclo de vida de Drosophila
melanogaster y la duracién de los diferentes estadios. El
desarrollo de Drosophila incluye un perfodo de embriogénesis dentro
del huevo y una sucesidn de tres estadios larvarios gue culminan
con una metamorfosis completa de la que finalmente surge el adulto.
La duracién del ciclo de vida completo es de 9.5 a 10 dfas en
condiciones controladas de temperatura (25°C) y humedad relativa
{60%) (Demerec y Kaufmann, 1962; Ramos et al, 1993).

Las larvas de DnDrosophila presentan dos linajes celulares
diferentes; las células larvarias y las imagales. Las cé&lulas
larvarias forman el cuerpo de la larva, se caracterizan porgue han
perdido la capacidad de divisidn y s6lo aumentan en volumen. Las
células imagales no est&n involucradas en la formacién del cuerpo
de la larva y se distinguen porque tienen tamafio pequefio,
constitucién cromosémica diploide, retienen 1la capacidad de
divisisén celular, ¥y estén determinadas genéticamente pero se
@iferencian hasta que la larva entra en la metamorfosis; estas
células se localizan en estructuras caracteristicas denominadas
discos imagales, los cuales son primordios celulares que
incrementan su tamafio al multiplicarse el nGmero de células
mediante divisiones mitéticas (Ramos et al, 1993). Los discos de
células indiferenciadas dan origen a las estructuras del adulto
durante la metamorfosis: ojos, antenas, alas, patas, etc. (Fig. 5)
{Garcia-Bellido y Merriam 1971a y b; Ramos, et al, 1993). La larva
de Drosophila melanogaster posee actividades metabblicas que 1le
permiten transformar una gran variedad de xenobiéticos.
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rig. 5. Discos imagales en la larva de Drosophila y estructuras
que forman en el adulto.

Algunas de las actividades del citocromo P-450 que catalizan
reacciones en Drosophila fueron determinadas in vitro. Se encontrd
que Drosophila posee enzimas que metabolizan compuestos arom&ticos
y alif&ticos tales como benzo(a)pireno, p-nitroanisol vy
aminopireno; la diferencia en el espectro de los microsomas indica
que el citocromo P-450 est8 presente. Las actividades de la enzima
pueden ser inducidas con efectividad con fenobarbital, aroclor
{BPCs) o hidroxitolueno butilado. Las lineas de Drosophila con una
resistencia incrementada a insecticidas tales como el DDT tienen
una capacidad metabSlica de P-450 incrementada para algunos, pero
no todos los sustratos (Zijlstra, 1987; Timbrell 1989).

Prueba de mutacidén y recombinacién sométicas (BMART)

El empleo de las células de Drosophila permite detectar la
actividad mutagénica y recombinogénica de compuestos quimicos a
nivel somético (Delgado, 1990; Ordaz, 1991).
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Dada la correlacién entre actividad mutagénica Yy
carcinogénica, se ha propuesto que la prueba de mutacién y
recombinacién somitica (SMART) ademi&s de detectar agentes
mutagénicos, puede emplearse para identificar compuestos con
potencial carcinogénico, los cuales inducen recombinacién mitética
en una proporcién importante (Graf et al, 1984). En esta prueba se
tratan los discos imagales de las larvas de Drosophila. Cuando se
produce alguna alteracién en las células, ésta se transmite a las
c€lulas hijas mediante el proceso de mitosis. En cada disco imagal
expuesto experimentalmente a una sustancia quimica se tratan miles
de células blanco. El tamafio de una mancha es reflejo del nfimero de
divisiones celulares que ocurren después de la induccién del cambio
genético en el linaje celular (Garcia-Bellido y Merriam, 1971a;
Graf et al, 1984).

El disco imagal del ala (disco mesotoricico dorsal) se observa
en el primer estadio larvario como un pequefio pagquete de 15 a 30
células epidérmicas embrionarias. Durante el curso del crecimiento
larvario estas células del disco se dividen alrededor de 15 a 16
veces (en promedio) para dar un total de casi 50000 células (30800
en la superficie del ala). Poco después de la formacién del pupario
la divisién de las células del disco se detiene. El disco toma una
forma y tamafio caracteristico siendo como un balén aplanade y
altamente plegado (Garcia-Bellido y Merriam, 1971a; Crick y
Lawrence, 1975).

Durante la metamorfosis ocurren una serie de complicados
movimientos celulares y esto da como resultado que el disco se
evierta para formar la estructura del adulto. El ala en si, se
forma primero como una bolsa que posteriormente se colapsa y
entonces pasa a ser una doble capa de células epiteliales (Crick y
Lawrence, 1975).

En el protocolo de la prueba de mutacién y recombinacién
som&tica que utiliza las alas se usan marcadores fenotipicos para
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los tricomas de las células epiteliales, los que permiten reconocer
alteraciones producidas por mutacién, pérdida cromosémica o
recombinacién, ya que se genera la formacién de un clon celular, el
cual se manifestari en las alas de las moscas adultas como una
mancha de tricomas afectados en un contexto de tricomas normales
(Pig. 6). El tamafio de la mancha es un indicador del tiempo en que
ocurrié 1la alteracién, lo que permite distinguir compuestos
‘directos de indirectos ya que los segundos requieren ser
biotransformados por parte del organismo y entonces producen el
dafio genético en etapas tardias del desarrollo, produciendo clones
celulares pequefios (Baars et al 1980, Wright 1980, Wirgler et al
1983b, Graf et al 1984, Vogel 1987, Zijlstra y Vogel, 1988)

Desarrollo del disco del ala.

(accidn

rig. 6. Formacién de clones durante el desarrollo del ala.
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El marcador flare, f1r' (3-39.0) es una mutacién recesiva que
es letal para el organismo en condicién homocigética; sin embargo,
cuando se expresa en las cé&lulas somiticas es viable y produce
tricomas en forma de flama o solamente manchas quitinosas sobre la
superficie de las alas. Para facilitar el mantenimiento de este
marcador se utiliza el cro bal. d TM3 el cual porta
numerosas inversiones que impiden recobrar productos del
entrecruzamiento entre los cromosomas homS6logos, tiene ademés el
gen dominante Ser (Serrata) que es letal en condicién homocigética.
De esta manera, en cada generacién se eliminan las moscas f£1x’/f1r®
y Ser/Ser, por lo que s8lo son viables las que portan ambos genes
en condicién heterocigética (Delgado, 1990).

La mutacién multiple wing hairs, awh (3-0.0) es recesiva y en
condicién homocig6tica produce la aparicién de tres o m&s tricomas
por célula en vez de uno, como en las moscas silvestres (Graf et
al, 1984).

En este caso ambos marcadores: flr' y mwh se localizan en el
brazo izquierdo del cromosoma 3 de Drosophila, y para esta prueba
resulta de gran importancia considerar la posicién del centrémero
(3=47.7) ya que en los eventos de recombinacién entre cromosomas
homSlogos puede actuar como un tercer marcador. Las mutaciones
inducidas son detectadas como manchas en mosaico en el ala de los
adultos que sobraviven y que muestran uno u otro de los fenotipos:
mwh o f1r’. Un evento de recombinacién entre mwh y £1r’ puede dar
como resultade una mancha sencilla mwh. Por otra parte 1la
recombinacién entre f1r’' y el centrSmero da lugar a manchas dobles
(Graf et al, 1984; Fig. 7).

La frecuencia y tamafio de las diferentes manchas permite la
determinacién cuantitativa de 1los efectos mnutagénicos Yy/o
recombinogénicos. La recombinacién inducida lleva a manchas gemelas
mwh y £1r' y también en parte a manchas sencillas mvh. La pérdida
de un alelo dominante puede ocurrir por una variedad de mecanismos:
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intercambio mitético homélogo, mutacién, intercambio mitético no
homélogo y delecidn (Graf et al, 1984).

La reactividad absoluta de un compuesto tiene una importancia
limitada y no siempre puede determinar si, es un poderoso mut&geno
in vivo o no. La capacidad de un producto quimico para interactuar
y alterar el ADN de las células esti influida por mGltiples
factores como son las propiedades fisicoquimicas del compuesto, la
intensidad, forma y duracién de 1la exposicién (laboral o
accidental), la constitucién genética de los organismos, especies,
sexo, edad, hfbitos, salud, prefiez, asociacién con enfermedades y
factores ambientales, entre otros (Ames et al, 1973; Clayson, 1980;
Graf et al, 1984).

Resulta importante, analizar la relacién entre la estructura
quimica de compuestos relacionados, asi como de formas isoméricas
de éstos y la posibilidad de que puedan interactuar directamente
con el ADN para producir alteraciones, o bien, s6lo despué&s de que
su estructura ha sido biotransformada; la relacién entre 1la
estructura del compuesto y sus efectos sobre el material genético
permite asociar agentes genotéxicos con actividades especificas
(alguilacién, intercalacién y otras).

Para el estudio de las relaciones estructura quimica-actividad
genot6xica existen dos principales tipos de enfoque: 1) los extra-
termodin&micos, en los gue las propiedades fisico-quimicas est&n
asociadas a ciertos efectos biolégicos. 2) 1los métodos de
conectividad, en los que se intenta ligar elementos estructurales
especificos con los efectos (2ijlstra, 1987).

Las interacciones entre una molécula y un érgano blanco,
especialmente en sistemas in vivo, son complejas y estén
determinadas por muchos factores, que a su vez modifican 1a
nutagenicidad y/o carcinogenicidad para los organismos (Tabla II).
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TABLA II. Factores que modifican la mutagenicidad y 1la
carcinogenicidad de sustancias extrafias (Tomado de Zijlstra,
1987) .

- Ruta de administracién, forma de aplicacion, tasa de absorcién, distribu- |
ci6n y eliminacién

- Biotransformacién: activacién o desactivacién metabélica }

- EHl tfsl;o de interaccién con el ADN (radicales libres, electréfilos, interca- |’
lacién)

- La tasa de reaccion con el ADN y otras biomoléculas

- El tipo y distribucién de los aductos del ADN

- La implicacién de dafio secundario al ADN (ealaces cruzados, sitios
apurinicos)

- Reparacién del ADN (propenso al error, libre de esror o sin reparacion) !

- Tasa de divisién celular

- Expresion del dafio genético

- El evento genético terminal

- Tiempo entre el tratamieato y la expresién del dafio genético.

Estos factores dependen de una variedad de par&metros quimicos
que se aplican tanto a los compuestos primarios como a los
metabolitos formados:

- lipofilicidad

~- factores estéricos

- factores electrénicos

~ interacciones con enzimas

- reactividad absoluta y relativa

- actividad éptica

- mono o multifuncionalidad (2ijlstra, 1987).

La estructura quimica de las moléculas de una sustancia y las
propiedades biolégicas de la misma esté&n relacionadas
estrechamente. El1 conocimiento de los grupos reactivos y/o de su
posicién en la molécula deben en principio permitir que las
propiedades mutagénicas de una sustancia sean predecibles (Filov et
al, 1979).
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En este trabajo se emplearon compuestos del tipo de los
bifenilos policloradoes, los cuales, han sido un grupo complicado
cuando se han estudiado sus efectos genotéxicos con diferentes
bicensayos (OPS, 1979; Moriya et al, 1983; Ashby y Tennant 1991).

Los bifenilos clorados se caracterizan por tener una
estructura quimica variada. Tienen estabilidad quimica, baja
solubilidad en agua, solubilidad moderada en solventes orgdnicos y
baja presién de vapor. La estabilidad y la solubilidad dan lugar a
que sean altamente persistentes, produciendo contaminacién del
ambiente a largo plazo y acumulacién gradual en animales (OPS,
1979; De la Jara, 1985; Dent, 1991).

Se absorben por aparato digestivo y respiratorio, pero el
riesgo mayor es la absorcién por piel. Tienen actividad como
inhibidores de anticolinesterasa en mamiferos e insectos
dependiendo del balance entre las reacciones de activacién y
desintoxicacién (Hajjar y Hodgson, 1980; De la Jara, 1985). ActGan
sobre el sistema nervioso central, aunque no se ha aclarado el
mecanismo exacto de esta accién, ni en el hombre ni en los
animales. Tienen una toxicidad baja, aunque las dosis altas
provocan nauseas y diarrea o en los mamiferos suelen producir
hepatomegalla, nédulos hep&ticos neoplésicos no metastatizantes en
ratas y ratones, algunos de é&stos derivan en carcinomas
hepatocelulares; el mono rhesus es mas sensible que la rata y
muestra efectos similares a los observados en humanos con un orden
similar de exposicién (OPS, 1979; De la Jara, 1985).

Entre otros efectos se incluyen porfiria, inmunosupresién e
interferencia con el metabolismo de los esteroides, es probable que
algunos de estos efectos sean atribuidos al aumento de actividad
enzimidtica microsémica, vinculado con la hepatomegalia (OPS, 1979).

Los compuestos y/o ciertos productos de degradacién de los
bifenilos clorados son liposolubles en general, se puede inferir
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que se absorben fA&cilmente a través de las membranas y que se
acumulan en el tejido graso, el material almacenado en la grasa
parece ser bastante inactivo y se elimina de manera lenta. Si los
organoclorados se encuentran en la grasa del cuerpo en niveles
altos, cuando ésta se metaboliza se puede liberar suficiente
compuesto quimico en la sangre lo que produce envenenamiento y
eventualmente la muerte. Los insecticidas (o sus derivados), pueden
detectarse en el contenido gastrico, en la leche, orina, sangre y
grasa. La excrecién se realiza fundamentalmente por las heces (OPS,
1979, De la Jara, 1985; Vega, 1985; Dent, 1991).

Los plaguicidas clorados presentan una baja correlacién entre
mutagenicidad y carcinogenicidad. El1 ensayo de Salmonella no es
sensible para los compuestos quimicos que contienen un halégeno no
reactivo y que son considerados carcinbégenos. Los falsos positivos
de mutagenicidad son raros entre esta clase de quimicos (Moriya et
al, 1983; Ashby y Tennant, 1991).

En roedores, la presencia de un halégeno inerte (cloro, bromo)
en una molécula proporciona una alerta difusa para carcinogénesis
no genotéxica, pero esta alerta es fundamentalmente distinta de la
alerta genotéxica especifica proporcionada por la presencia dentro
de la molécula de un halédgeno reactivo (reemplazable/electrofilico)
(Ashby y Tennant, 1991).

Cuando se presenta un halégeno no reactive, las consecuencias
carcinogénicas dependen de los efectos que tiene el sustituyente:
una lipofilicidad o un receptor adecuados, o una desintoxicacién
reducida (con el consecuente incremento de acumulacién en lipidos)
debido al bloqueo de hidroxilacién enzimética. Esto sugiere bases
conceptualmente distintas de estructura-actividad que pueden
subrayar la carcinogénesis no genotéxica (Ashby y Tennant, 1991).
Estos agentes actGan por mecanismos que no involucran unién directa
al ADN (epigenéticos). En membranas celulares inhiben el
intercambic molecular intracelular tanto en sistemas de células de
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higado como en cé&lulas no hepiaticas, y también inciden en la
promocién de carcinogénesis de higado; asimismo, pueden producir
citotoxicidad (inhibici6én de 1los procesos de reparacién),
modificaciSn hormonal, inmunosupresidn o fotosensibilidad (Innes et
al, 1969; Moriya et al, 1983; Williams et al, 1989).

La actividad insecticida de los organoclorados (como el DDT y
sus anSlogos} se modifica por la forma y el tamafio de la molécula
y se ha propuesto gue para tener actividad, reguieren de un grupo
sustituyente para inhibir la libre rotacién de los dos anillos de
fenilo planocs, pero adem&s, funcionan estrictamente como téxicos
fisicos. Poseen el tamafio y forma molecular Sptimos para penetrar
los intersticios de las moléculas lipoprotéicas de la membrana.
Cuando la molécula penetrante posee regiones con fuerza de
atraccién muy grandes (ej. &tomos de cloro) la interaccidn con la
membrana puede afectar su permeabilidad (Cremlyn, 1990).

Varios derivados del bifenilo con un puente de enlace, son
acaricidas, aunque estdn casi exentos de toxicidad para insectos.
Muchos de los m&s importantes acaricidas del grupo de los
compuestos del bifenilo con un puente de enlace como el DDT
contienen dos &tomos de cloro en posicién 4,4/ (4,4’ diclorados)
(Cremlyn, 1990)}.

Los acaricidas sintéticos se dividen en insecticidas-
acaricidas y acaricidas especificos.

Los insecticidas-acaricidas son compuestos activos en pruebas
de laboratorio contra insectos, &caros y garrapatas. Incluyen
algunos organofosfatos (ej. paration y diazinon), carbamatos, (ej.
aldicarb y metomyl), organoclorados (ej. endosulfén y toxafeno),
piretroides (ej. fluvalinato y bifentrin) y formamidinas (ej.
clorodimeform y amitraz) (Hayes y Laws, 1991).
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Los acaricidas especificos no son letales para los insectos
pero si lo son para &caros y/o garrapatas. Incluyen algunos bifenil
alif&ticos (ej. clorobencilato y bromopropilato), organotinas (ej.
cyhexatin y azocyclotin), compuestos con puente sulfuro (ej.
clorofenson y tetradifon), derivados de dinitrofenol (ej. dinabuton
y dinapacryl) y compuestos no relacionados estructuralmente (ej.
dienocloro y azoxy benceno) (Hayes y Laws 1991).

Poco se sabe acerca del modo de accién bioquimico de estos
acaricidas. La amplia variedad de los posibles grupos que sirven de
puente entre los dos anillos fenilo, hace dificil formular las
relaciones precisas entre estructura y actividad. En pruebas de
laboratorio son generalmente negativos y siempre inespecificos (De
la Jara, 1985; Cremlyn, 1990).

Es importante evaluar la actividad de los compuestos extrafios
y establecer la relacién que existe con su estructura quimica. Para
este trabajo se eligieron los compuestos en base a su similitud
estructural, para comparar sus efectos.

La exposicién a estos compuestos depende de sus usos: como
plaguicidas, en medicina humana y veterinaria o en sintesis
orgénica.

Bitionol. 2,2/~Thiobis[4,6-diclorofenol): (Fig. 8a) formulado
como surfactante antimicrobiano contra bacterias, mildius vy
levaduras. Se ha utilizado como fungicida agricola. Se emplea
adem&s como antiséptico topico y antihelmintico en parasitosis
humana y medicina veterinaria, su uso en cosméticos se ha eliminado
(Budavari, 1989; Bacq et al, 1991). Es ligeramente téxico (Tabla
IIT). No hay reaccién en la piel cuando se aplica con un ungilento.
En los seres humanos el bitionol causa algGn grado de
fotosensibilidad, lo que provoca que las células sean més
susceptibles a la accién de la 1luz, especialmente 1la 1luz
ultravioleta (Hayes, 1975; Hayes y Laws, 1991}).
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Fig. 8. Estructura de los compuestos utilizados.

Sulfenona. 4-Clorofenil fenil sulfona: (Fig. 8b) es
moderadamente téxico (Hayes, 1975). Es un acaricida que muestra
toxicidad residual efectiva y accién ovicida para Tetranychus
bimaculatus y otros &caros fitéfagos. En mamiferos de laboratorio
la toxicidad oral es moderadamente baja. No produce irritacién de
1a piel. En pruebas de alimentacién crénica no hay almacenamiento
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TABLA III. Clasificacién de toxicidad en la evaluacién del
peligro de envenenamiento accidental a través de la ingestién
(Tomado de Hayes, 1975).

Grado de toxicidad Dosis (mgfkg) | Dosis hombre 70kg |/
6 supertéxico <5 <7 gotas {
5 extremadamente téxico 5-50 7 gotas - 1 cucharada
4 muy téxico 50 - 500 1 cucharada - 1 onza .
3 moderadamente téxico 500 - 5000 1 onza - 1 libra

2 ligeramente téxico 5000 - 15000 1 libra - 1 cuarto

1 practicamente no téxico > 15000 > 1 cuarto

* Probable letalidad para los seres humanos.

significativo en tejidos de mamiferos., Es estable a temperatura
ambiente con &cidos, dlcalis, oxidantes y reductores, a temperatura
ambiente (Hayes, 1975; Budavari, 1989). No se recomienda su uso en
peras (variedades Bartlett o D’Anjou) uvas, plantas de jardin
sensibles, cucurbitéceas, variedad de 1as sensibles al
enrcjecimiento, tampoco es fitotdxico para citricos. La vida media
de sulfenona en la cé&scara de citricos se ha establecido en 9 a 12
dias (Negherbon, 1959).

Los acaricidas organosulfurados como bitionol y sulfenona
tienen azufre en su &tomo central y una estructura semejante a la
del DDT, con dos anillos fenilos. El azufre en combinacién con los
anillos de fenilo es particularmente téxico para los 4caros, en los
insectos la toxicidad es baja (Ware, 1978).

Cloruro de 4,4/-bifenil disulfonilo: (Fig. 8c) sus propiedades
toxicolégicas han sido poco investigadas. En exposiciones agudas es
perjudicial si es ingerido, inhalado o bien absorbido a través de
la piel. Causa quemaduras y es altamente destructivo para el tejido
de las membranas mucosas y el tracto respiratorio superior, ojos y
plel (Lenga, 1988).
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4-Clorofenil sulféxido: (Fig. 8d) no se tienen referencias de
sus propiedades toxicolégicas. Los sulféxidos pueden ser oxidados
a sulfonas, formas que han sido utilizadas en la elaboracién de
diversos acaricidas.

4-Clorofenil sulfona: (Fig. 8e) puede ser perjudicial en
exposicién aguda por inhalacién, ingestién o absorcién por la piel;
ademids puede causar irritacién (Lenga 1988).

El cloruro de bifenil disulfonilo es el Gnico que no presenta
puente de .azufre entre los bencenos, los dos &tomos de este
elemento se encuentran en los extremos de los anillos. Los
compuestos poseen de uno a cuatro &tomos de cloro unido a los
extremos. Estructuralmente los que muestran mayor relacién son
sulfenona, clorofenil sulféxido y clorofenil sulfona, la diferencia
es la falta de un &tomo de cloro o de oxigeno. El bitionol no tiene
su azufre en forma oxidada pero si muestra dos grupos hidroxilo.

Se ha mostrado que algunos compuestos halogenados monociclicos
y policiclicos reconocidos como carcinbégenos o bien cuyas
estructuras sugieren una posible carcinogenicidad, resultan
negativos en pruebas de mutacién, estos compuestos forman un grupo
heterogéneo del cual se ha discutido su posible alerta estructural
(Ashby y Tennant, 1991).

En la presente tesis se comparé la actividad genot&xica de
cinco compuestos relacionados quimicamente mediante la prueba de
mutacién y recombinacién somaticas en Drosophila melanogaster. Se
plantearon los siguientes objetivos particulares:

1) Determinar la actividad mutagénica y/o recombinogénica de
cinco compuestos orginicos empleando la prueba de SMART en ala de
Drosophila melanogaster.

2) Comparar la respuesta genotéxica de los cinco compuestos
con su estructura quimica y analizar la relacién.
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Hipbtesis

Si la actividad genotéxica de un compuesto quimico esté&
determinada por su estructura quimica, entonces la induccisdn de
mutacién y recombinacién somdtica por los cinco compuestos
seleccionados serd similar.

II. MATERIAL Y M£TODO
Compuestos guimicos

Los compuestos usados en los tratamientos experimentales
fueron: Bitionol 2,2/-Thiobis([4,6-diclorofenol) (Sigma), Sulfenona
4~Clorofenil fenil sulfona, 4-Clorofenil sulféxido, Clorurc de
4,4"~bifenil disulfonilo y 4-Clorofenil sulfona (Aldrich).

Determinacién de la Concentracién Letal 50 (LCso0)

En las pruebas de toxicidad con Drosophila es diffcil
establecer la dosis exacta que reciben los organismos (larvas o
adultos) en las diferentes vias de administracién que se pueden
aplicar (oral, inyecci6én, por contacto o ducha vaginal), en estos
tratamientos s6lo se conoce la concentracién del compuesto en la
solucién. Por esta razén, el Indice de toxicidad empleado en este
trabajo es la Concentracién Letal 50 (LCso). Para obtener este
indice se registra el nfimero de moscas gque mueren en cada
tratamiento en un lapse de tiempo determinado y se obtiene el
porcentaje a partir del total de moscas expuestas a la sustancia de
prueba:

LC = _No. de moscas muertas_ x 100
Total de moscas

Para determinar la LCs0 de los compuestos empleados en este
trabajo se emplearon dos métodos de administracién: inyeccién y
oral. De cada compuesto se probaron cinco concentraciones y el
testigo fue sacarosa al 5%, para cada concentracién se realizé al
menos una repeticién.
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1) LCso por inyeccién: 50 machos de la linea
silvestre Canton-S (CS) de 24 hs de edad se inyectaron
con una microjeringa y se colocaron en frascos con medio
de cultivo fresco. El volumen de solucién inyectado a
cada mosca se ha estimado en aproximadamente 4 ul. A las
48 hs se realizé el registro de moscas muertas en cada
frasco y se obtuvieron los indices de letalidad.

2) Lcso oral: grupos de 10 machos de la linea
Canton~S de 24 hs de edad se colocaron en tubos
homeopiticos que contenfan 2 circulos de papel £iltro
humedecidos con 0.3 ml de la solucién de prueba. Las
moscas se cambiaron a tubos con solucién nueva dos veces
al dia (mafiana y tarde), durante dos dias; para cada vial
(dos por concentracién), se registré el nfimero de moscas
muertas en cada cambio. A las 48 hs se realizé el
registro final. Este procedimiento se continué hasta
observar la repetibilidad de la respuesta.

Lineas de Drosophila

Los cultivos se mantuvieron a 25°C, 60% de humedad y medio de
cultivo elaborado a base de: agua (82.56%), carragenina (0.99%),
azGcar (4.62%), harina de maiz (6.94%), levadura (4.36%), &cido
propiénico (0.26%) y nipagin (0.26%) (Ramos et al, 1993).

En este trabajo se utilizaron dos lineas de Droscphila
melanogaster: f£1r3/TM3,Ser y mwh/mwh de las cuales se extrajeron
hembras virgenes y machos, respectivamente.

Como resultado de esta cruza se obtienen dos tipos de
progenie: las larvas transheterScigas (+ f1r'/mwh +) constituyen la
mitad de la progenie, la otra mitad consiste de larvas portadoras
del cromosoma balanceador (TM3,Ser/mwh +), debido 2 gque los dos
tipos de larvas no son distinguibles se tratan juntas. Los adultos
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de la Fi se distinguen por la forma de las alas (Fig. 9).

P X
Q fir? | TM3,Ser J' mwh | mwh
D
mwh + | + fir’ mwh + | TM3,Ser
Transheteréciga Portadora del balanceador
(alas silvestres) (alas Serrata)

Pig. 9. Cruza progenitora para SMART y fenotipos de las moscas

que se cobtienan en la F1,
Tratamiento

Los compuestos se disolvieron en una mezcla de etanol-Tween 80

3:1, la mezcla se calent5 ligeramente durante 4 min. y después se
agregdé al medio de cultivo esténdar que se encontraba a 60°C y se
sirvié en frascos lecheros de 250 ml de capacidad (Hern&ndez,
1993) . Para cada compuesto las concentraciones empleadas fueron de
150, 300, 450 y 600 ppm. En todos los casos se corrié un lote
testigo y se realiz6 una repeticién de cada tratamiento.

Después de realizada la cruza progenitora, las moscas se
colocaron en frascos con medio fresco gque contenia diferentes
concentraciones de cada compuesto. Los progenitores fueron
retirados de los frascos 8 hs después, en el medio quedaron los
huevos que continuaron su desarrollo hasta la emergencia de moscas
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adultas (tratamiento crénice: 0 x 120 hs) (Fig. 10).

Fijacién y elaboracién de preparaciones

De las moscas adultas recuperadas se separaron las
transheterécigas (con alas de fenotipo silvestre) de las portadoras
del cromosoma balanceador (Serrata), las moscas se fijaron en
etanol al 70%. Las alas se disectaron del cuerpo de las moscas y se
colocaron en portaobjetos con solucién Fauré (30 g de goma arfbiga,
20 ml de glicerol, 50 gr de hidrato de cloral y 50 ml de agua) para
su andlisis posterior al microscopio compuesto a 40x (Graf et al,
1984; Gaytén, 1993).

18, 2a, 3s, venas longitadinales

rig. 11. Zonas de registro de manchas en el ala.

Durante el an&lisis de las alas se registré la localizacién de
las manchas de acuerdo al sector del ala (Fig. 11). Las manchas mwh
o f1r' se clasifican en tres categorfias: chicas sencillas (de 1 §
2 células), grandes sencillas (més de 2 células) y gemelas (manchas
que muestran la presencia de los dos marcadores (Graf et al, 1984).
En ocasiones ocurre que un clon afectado es dividido por hileras de
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Cruza progenitora:
22 fIr* [TM3,Ser x d'd" mwhimwh

Medio:
Los compuestos se disuelven con etanol

Tween 80 (3:1)
y se agregan al medio de cultivo.

Sincronizacién:
Durante 8 hs en el medio con el tratamiento.

Tratamiento:
Por alimentacién durante los 3 estadios larvarios (0 x 120 hs).

TR

} {
T T 1
0 24 48 72 120 hs

» Tratamiento

-

Fijacién:
Las moscas adultas se filjan en etanol al 70%, se separan
las transheterécigas y las portadoras del balancea&r.
Se di Jas alas Prepllncienu: .
e disectan las se colocan ares en portaobjetos
czlm solucién m

Las alas sc analizan en microsc'opio a 40x registrando
los clones mutantes por tipo y ntimero.

rig. 10. Cronograma de SMART en ala.



tricomas normales, el criterio para decidir si se trata de dos
manchas independientes, es que estén separadas por tres o mas
hileras de tricomas silvestres.

Anélisis estadistico

El tamafic de muestra para el anidlisis fue de 80 alas por
concentracién. El anflisis estadistico se realizé mediante el
programa de cémputo SMART (Wlrgler, no publicado) con un valor de
P < 0.05. Se determina si la fraccién de alas que muestra al menos
una mancha de un tipo particular (sencilla chica, sencilla grande
o gemela) se incrementa en las series tratadas cuando se compara
con las series testigo (Frei y Wlrgler, 1988). Se comparan las
frecuencias obtenidas en las series tratadas con respecto a 1la
testigo con base en las siguientes hipétesis: Ho, segdn la cual la
frecuencia de mutacién (fe) (inducida + espontinea) de las moscas
tratadas no es més grande que la frecuencia de mutacién del grupo
testigo (fc¢). Ha, que plantea que la frecuencia experimental es
igual a m veces la frecuencia testigo (fc), donde m es el factor de
nultiplicacién para 1las frecuencias experimentales de los
diferentes tipos de manchas. Para manchas sencillas chicas y
totales m= 2 y para sencillas grandes y gemelas m= 5, ya que &stas
son mucho menos frecuentes que las primeras.

Este andlisis permite decidir si el resultado obtenido para
cada compuesto es positivo, débil positivo, negativo o
indeterminado al confrontar las hipétesis nula y alternativa (Frei
y Wirgler, 1988) (Tabla IV).

IIXI. RESULTADOS

En la figura 12 se muestra la mortalidad producida por
bitionol inyectado en machos CS, en las pruebas para determinar la
toxicidad de este compuesto. El valor de LCsO se encontrd
aproximadamente en 1650 ppm, aunque se puede observar que existe
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TABLA IV. Resultados posibles en SMART. Ho = hip6tesis nula, Ha
= hip6tesis alternativa (Segin Frei y Wlrgler, 1988).

Ha| Seacepta Se rechaza
Ho Ha Ha
Se acepta | Indeterminado Negativo
Ho (i) )
Se rechaza Positivo Débil positivo
Ho (+) 4+

una variacién mayor en la mortalidad registrada en 1las
concentraciones superiores a 1750 ppm, debida probablemente a la
toxicidad, En las pruebas por via oral para machos CS no se obtuvo
respuesta inclusive en concentraciones de hasta 2500 ppm.

100%

2 0% -
/
20% f-o—mmeoae S
ox \ P
| 5% 00 1200 1600 1750 1500 2000 2050 2500 2550

Concentracién [ppm
LC30 = coocentraciéa letal S0 ]

Fig. 12. Mortalidad (xic) por bitionol en machos silvestres de
Drosophila melanogaster (inyeccién de adultos).

S6lo se realizaron pruebas de toxicidad para bitionol debido

35



a que los otros compuestos presentaron una solubilidad baja para
los sistemas utilizados lo cual dificulté su administracién a las
moscas.

En SMART los lotes testigo (etanol + Tween 80) de cada
tratamiento, no mostraron diferencias significativas entre s{ en la
frecuencias de manchas espontineas, por 1o que se sumaron.

Los resultados obtenidos para cada compuesto se muestran en
las tablas V a IX y las figuras 13 a 18.

Bitionol: para manchas sencillas chicas resulté negativo en
las cuatro concentraciones empleadas, aunque se puede observar que
la respuesta estuvo en relacién con la concentracién (Tabla V y
Fig. 13). En manchas grandes se tiene un efecto positivo para la
concentracién de 150 ppm. Las manchas gemelas mostraron un efecto
positivo a 300 ppm adem&s de gue los efectos tienen una relacién
con la concentracién hasta 300 ppm. Las frecuencias de manchas
totales no fueron significativas en ninguna de las concentraciones
probadas.

Sulfenona: este compuesto no mostré ningtn efecto mutagénico
ni recomblnogénico, la frecuencia de manchas grandes en 150 y 600
ppm aumentan s6lo ligeramente respecto del testigo (Tabla VI y Fig.
14). En manchas chicas y totales se observa una disminucién en las
frecuencias dependiente de la concentracién.

Cloruro de bifenil disulfonilo: se encontraron efectos
positivos en la concentracién de 600 ppm para manchas grandes y
totales {Tabla VII y Fig. 15). S6lo en manchas grandes se obtuvo
una relacién de efecto dependiente de la concentracién sin ser
significativo. Las manchas chicas muestran las frecuencias m&s
altas en 300 y 600 ppm, que estadisticamente son indeterminadas con
una disminucién importante en 450 ppm.
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TABLA V. Resultados obtenidos con bitionol. Exposicién: 0 x 120

hs.
Manches grameles| Mochs totalce Cicke 89| Frec. do farmacida
No. diviside | do clones 3 10°°
Cone. | ol mes n=2 Cloocx | cetuler
(ppm) 0. . ©, L2 mwh | promedio | cbearvada] - temtigo
Tesigo) 40 | o8 Joas | 10 Joos | s joo [ w3 foze {12 | 1@ | 11
150§ o | 14 los 7 lom*| 2 lomd| 2 toz | 2| 230 | 12 00
0w | = | w6 [ox 3 fooe | s foort| 2 o | m | 2 | 14 02
o ! o | 21 {o2 3 | oos 1 fom | 23 Jom | 2 | ae | 13 01
w | w | » |ox o Joosd] o Jom | 26 |on | 26 | 22 | 1s 02

‘Testigo = stanol ¢ Tweent 80 (3:1). Andiinie estsdistioo de scaordc & Prei y Wirghee (1948) : + = posisivo, |
ey m = factor de. P <003

0.35

030
025

o /]
020
0.15

0.10
003

o B8 40 M 500 pym

Testigo = ctanol + Tween 80 (3:1).

Pig. 13, Frecuencia de manchas inducidas por bitionol

Drosophila melanogaster. Exposicién: 0 x 120 hs.

en
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TABLA VI. Resultados obtenidos con sulfenona. Exposicién: 0 x
120 hs,

- ST
Munchas sencillas Manches pernelas|
No. chicas srnde
Cone. | olaa me2 me3 m=s
(bpm) o, fr. 20, fr. "o, L3

Teatigo| 400 | 98¢ |02s | 10 (0w | 5 oo

150 7 14 ols 4 003 1 001
%00 0 16 020 2 0 o 000
450 L 12 fols o | o000 1 001
600 [+ 7 0:" 3 005 ] 0.00

w0 B 0

Testigo = etanol + Tween 80 (3:1).

¥ig. 14. Frecuencia de manchas inducidas por sulfenona en
Drosophlla melanogaster. Exposicién: 0 x 120 hs.
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TABLA VII. Resultados obtenidos con clorure de bifenil
disulfonilo. Exposicién: 0 x 120 hs.
o e e e s
Manche sewcillas Manches prossian| Manctas botale Chedon do de
No, chices grandes diviskdn | & clonem x 10%
Conc. | ol me=2 m=$ me5 me2 Canes | cobeler
() . 2. . . . 0. B | mwk ] promedio | cbeervads] - temigo
Tomigo] 400 0z2s | 10 joos | s Jaot | wy oz |12 | 10 | M1
10| 0 [ 15 |ou 1 foor | o {00 | 20 {o2s | 20| 140 | 20 o1
%0 | | 2 lossd] 5 }om 1 oot | 32 |oad] s | 12 | s o0s
4ol wi 13 |0 4 Joos | 1 (om 18 loz | | 222 | 09 02
ao | e | 26 Joxd| o Jowt] 2 Jom | s |oes*| 36 | 228 | 1a 07

0s

04

Eo;
02

ol

300 B as0 I 00 fpym)

Testigo = etanol + Tween 80 (3:1).

rig. 15. Frecuencia de manchas inducidas por cloruro de bifenil
disulfonilo en Drosophila melanogaster. Exposicién: 0 x 120 hs.

Teatigo = smaol + Twoen 80 (3:1). Andlivia wtadistico de acwerdo a Prel y Wirgler (1962) : 4 = positivo, |
i= m = facke de i P<00S
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TABLA VIIX. Resultados obtenidos con clorofenil sulféxido.
Exposicién: 0 x 120 hs.
————
Marcing soncillas Manchas gecarias | Manches totakcs Clckon ds | Prec. de formecita
No. chicas rndes divieida | do clones x 10
Conc. | alas me2 m=3 m~s me2 oebuler
(ppen) 0, & "o, o 0. L3 [N fr. mwh | promedi ~ watigo
Totigo| 40 [ o8 |o02s | 10 oo s Joos | 1y oz [ | 1o | 0 I
10 | o] u |oun 1 | ool o | oo 12 [oas | 12 | 12 | os 08 I
% | 17| u [ox 3 | o 2 {00 2 [o36 | 25 | 188 | 14 03
s | wu e |onz o jooo [ o o0 4 fon « | 125 | os 07
o | 26 7 |om 1 | o004 o | o0 s (o s | 150 | as o1
S
Teaeigo = etancd + Tweexs 00 (3:1). Amiliake eotadistico de acmerde a Fred y Wikegler (1989) :
= factor da P<00s

04

03

[

0.1

rig. 1s.

w00 BB aso

Testigo = etanol + Tween 80 (3:1).

Frecuencia de manchas

inducidas por clorofenil

sulféxido en Drosophila melanogaster. Exposicién: 0 x 120 hs.
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TABLA IX. Resultados obtenidos con clorofenil sulfona.
Exposicién: 0 x 120 hs.

Manches sencilien Manchas gerasias| Mancins totales Ciclos da | Prec. de foarmacidn

No. chices e dhvicka | declooen x10%

™ Coes | cchler

»o. (.3 mo, # 0, fr. 0, & | sk | promedi
n
u

- tomtigo

167 1

Conc.
(ppm)
Tewdgo; 400 9% | o2 16 | om 5 001 1 | on
10
300
4%
L

=0 12 ols 1 o ] 0.00 0 até 138 07 03
80 15 020 ] 001 [} 000 17 021 17 15 09 03 k
0| 19 o 1 oo | 3 |osd] 2 |om | » | et | 12 o }
E 3 011 o 0.00 ¢ L 000 3 (3} 3 133 04 0.7
Teigo - et ¢ Tweta 0 (3:1). Andlists ssadisrico de scamdo & Fret y Wikger (1988) : v
1 0= fackor do P <008

gwdnw  goewbs 00 totles

llmuo EHaiso Il 0 B o -sooxpm'

Testigo = etanol + Tween 80 (3:1).

rig. 17. Frecuencia de manchas inducidas por clorofenil sulfona
en Drosophlla melanogaster. Exposicién: 0 x 120 hs.
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Clorofenil sulféxido: este compuesto no tuve efectos
significativos para los diferentes tipos de manchas en ninguna de
las concentracicnes (Tabla VIII y Fig. 16), aungue en forma similar
al cloruro de bifenil disulfonilo, las manchas chicas muestran
frecuencias similares a las del testigo y mucho més bajas, y en
este caso ademds ocurre algo similar con las manchas grandes. S6lo
se obtuvieron manchas gemelas en 300 ppm. Los efectos téxicos se
manifestaron tambié&n en la menor cantidad de moscas adultas
recobradas en las concentraciocnes de 450 y 600 ppm.

Clorofenil sulfona: en manchas chicas las frecuencias aumentan
de 150 a 450 ppm pero sin alcanzar la frecuencia basal de mutacién,
y en 600 ppm la frecuencia disminuye considerablemente (efecto de
toxicidad) como se observa en la tabla IX y la figura 17, ademés se
recuperd un menor ndmero de moscas en esta concentracién. Las
manchas grandes fueron constantes de 150 a 450 ppm, en 600 ppm no
se registraron; sblo se presentaron manchas gemelas en 450 ppm.

La figura 18 muestra un resumen de las frecuencias en manchas
totales para los cinco compuestos. Se observan efectos téxicos
avidentes en Sulfenona y clorofenil sulfona, asf como las
variaciones similares en las frecuencias de manchas obtenidas con
cloruro de bifenil disulfonilo y clorofenil sulféxido.

Iv. DIBCUsIoN

Las caracteristicas de la exposiciétn y el espectro de los
efectos provocados se presentan en una relacién correlativa
denominada relacién dosis-respuesta. En la determinacién de las
medidas de sequridad para una sustancia es necesario tener un
método cuantificable para la medicién de la toxicidad y disponer de
un método preciso para expresarla. La toxicidad de los compuestos
no depende Gnicamente de sus propiedades, sino también de las dosis
en que son administrados. Para una sustancia nueva, el punto de
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Teatigo = etanol + Tweon 80 (3:1).

rig. 18, Fr ia de h totales inducidas por los cinco
compuestos: TEST= testigo, BIT= bitionol, SULF= sulfenona, CBD=
cloruro de bifenil disulfonilo, CSX= clorofenil sulféxido, CSN=
clorofenil sulfona.

inicio més comin en la evaluacién toxicolégica es el uso de la
letalidad como un indice. La respuesta téxica més evidente es la
muerte de los organismos; aungue otros indicadores son la presencia
de lesiones patolégicas o cambios quimicos, bioquimicos vy
farmacolégicos en é&stos (Casarett y Doull, 1975; Timbrell, 1989).

Cuando la letalidad inducida por un compuesto se utiliza como
el evento terminal en el estudio de la relacién dosis~respuesta, es
posible determinar la Dosis Letal 50 (LD50), que es una estimacién
estadistica de la dosis de una sustancia que produce la muerte en
el 50% de una poblacién expuesta, dentro de un tiempo especifico y
bajo condiciones establecidas en un tratamiento (Hayes, 1975;
casarett y Doull, 1975). A su vez, la dosis se determina por la
cantidad de una sustancia a una concentracién conocida, en relacién
con el peso del organismo. Cuando no se conoce la dosis, la
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letalidad se estima en base a la concentracién (LCs0).

El uso de moscas de tipo silvestre en las pruebas de toxicidad
con Drosophila es Gtil para tener un findice de referencia que sirve
de base para seleccionar las concentraciones preliminares de los
compuestos bajo prueba. Las concentraciones finales pueden variar
debido a que por lo general, las lineas mutantes presentan una
mayor sensibilidad que las de tipo silvestre, las larvas pueden
presentar una respuesta diferente respecto a los adultos
dependiendo de la via de administracién y la intensidad de la
exposicién (Clark, 1982), adem&is, la actividad téxica de un
compuesto no siempre refleja su capacidad para interferir con el
material genético del organismo. Las concentraciones empleadas en
esta tesis fueron inferiores a la LCso estimada ya que se observd
una mayor toxicidad cuando se admistraron los compuestos a las
larvas.

Existen sustancias con férmulas muy diferentes que tienen
‘efectos mutagénicos comparables, desde el punto de vista genético
esto es una analogia. Por otra parte, existen series de compuestos
hom6logos, todos derivados del mismo ndcleo, pero diferentes en
detalles estructurales tales como radicales o grupos funcionales
localizados en diferentes posiciones en la molécula. Como una
funcién de estas diferencias estructurales, la molécula de una
serie homéloga puede mostrar grandes diferencias en su actividad
mutagénica. En una misma clase quimica existen tanto sustancias
genéticamente inactivas como sustancias que inducen mutaciones
puntuales, aberraciones cromosfmicas y otro tipo de alteraciones
{Moutschen, 1985).

Se asume que la descomposicién metabblica de los bifenilos
policlorados (BPCs) disminuye a medida que aumenta la cloracién.
Los estudios de BPCs con 1,2,4 o 5 &tomos de cloro han demostrado
que é&stos se excretan mids féacilmente en heces en forma de
metabolitos hidroxilados en el caso de los mamiferos y aves, y que
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permanecen por un tiempo m&s breve en tejido adiposo (OPS, 1979).

En el caso de Drosophila melanogaster se podria esperar que
estos compuestos siguieran alguna ruta metabdlica semejante, perc
las diferencias en el nGmero y posicién de los sustituyentes en los
compuestos serian determinantes de la r&pidez de excrecién.

Se ha observado que los BPCs producen un aumento del reticulo
endoplésmico liso de las células hepéticas, efecto acompafiado de
una induccién de la actividad enzim&tica microsémica del citocromo
P-450. Esta induccién es m&s marcada con los bifenilos mis clorados
(OP5, 1979; Lippmann, 1992); adem&s, pueden potenciar la accién de
sustanclas quimicas que provocan activacién microsémica, y/o
disminuyen la accién de las que se desintoxican (OPS,1979).

Los compuestos utilizados tienen 1, 2 y 4 &tomos de cloro, en
base a lo anterior, cabe la posibilidad de que se presente algln
tipo de induccién o inhibicién enzims&tica en 1las células de
Drosophila.

Estos compuestos tienen azufre, el cual puede ser susceptible
de ser oxidado o reducido en la biotransformacién. La naturaleza y
especificidad de sustrato de las enzimas involucradas en la
oxidacién de azufre han sido consideradas generalmente como
pertenecientes al sistema de monooxigenasas dependiente del
citocromo P-450. Sin embargo, otraes enzimas como la monooxigenasa
dependiente de flavin adenina dinucleétido (FAD) est&n presentes en
los microsomas hepaticos (Hajjar y Hodgson, 1980).

La enzima flavin monooxigenasa microsomal (FMO) es una oxidasa
azufrada y f6sforo oxidasa. Su importancia en el metabolismo de
plaguicidas fue establecida cuando se descubri6 que la FMO oxida
una variedad de plaguicidas que contienen tioceter. El azufre es
convertido a sulféxido y subsecuentemente a sulfona (Hajjar y
Hodgson, 1980).
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La monooxigenasa dependiente de FAD oxida rapidamente el &tomo
de azufre ticeter de muchos plaguicidas organofosforados Yy
carbamatos al sulféxido correspondiente. Se ha observado en peces
y mamiferos que la sulfoxidacién hep&tica se realiza eficientemente
por la monooxigenasa y por citocromo P-450 (Hajjar y Hodgson, 1980;
Cashman et al, 1990).

En diversas pruebas se han observado efectos de disminucién en
la actividad de enzimas microsémicas, y también la potenciacién de
algunos compuestos con metabolitos de sulfoxidacién (Galtier et al,
1991; Murray et al, 1992). Algunos sulféxidos y sulfonas son
sustratos para la conjugacién con glutathion S-transferasa
microsémica y citosélica de higado de conejo, mono, gallina y
humano (Dulik et al, 1992).

En este trabajo se evaluaron dos sulfonas (sulfenona y
clorofenil sulfona), un sulféxido (clorofenil sulféxido) y ademis
el bitionol, que puede ser oxidado a sulféxido de bitionol o
biticnol sulfona, a su vez las sulfonas pueden ser reducidas. Con
estas posibles direcciones en la biotransformacién se puede esperar
que .ocurran algqunos de los efectos mencionados anteriormente,
adem&s de la actividad genotéxica de los compuestos quimicos.

Algunos bifenilos relacionados con los comp tos empleados en
este trabajo no han mostrado incrementos significativos de tumores
de ratén: bifenilo (1206 ppm), ovex (1019 ppm), tetradifon (260
ppm), clorofenson (2400 ppm), bitionolato de sodio (7 ppm),
bitionol (111 ppm) (Innes et al, 1969).

El metabolismo del sulféxido de bitionol se ha estudiado en
ratas y vacas en lactancia, siendo oxidado a bitionol sulfona y
reducido a bitionol. El sulféxido de bitionol se unié a proteinas
del plaswma de bovinos y persistié por gran tiempo en los tejidos de
animales tratados (Mourot y Mourot, 1987), esto difiere con 1la
relacién de nGmero de &tomos de cloro y la rapida eliminacién.
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El sulféxido de bitionol resulté mutagénico en las lineas TA98
Y Tal00 de Salmonella, sin embargo la mutagenicidad fue abolida en
presencia de la fraccién S3 de higado de rata. El Bitionol y la
bitionol sulfona no exhibieron actividad mutagénica en Salmonella
con o sin fraccién 59. Se sugirié que el sulféxido de bitionol es
convertido a bitionol y bhitionel sulfona por las fracciones S9
(Mourot y Mourot, 1987).

En nematodos el bitionol mostré una potente inhibicién de la
enzima L-serina sulfhidrasa activada. Por lo que posiblemente su
accién antihelmintica sea inhibiendo o activando enzimas (Walker y
Barret, 1992). En protozoarios inhibe enzimas de fosforilacién
oxidativa y metabolismo de amino&cidos (Takeguchi et al, 1984;
Thong y Coombs, 1987; Walker y Barret, 1592).

En este trabajo, los ‘resultados obtenidos con biticnol en
SMART mostraron una relacién con lo datos mencionados
anteriormente, ya que aunque se obtuvieron dos resultados
positivos: manchas grandes (150 ppm) y gemelas (300 ppm), las
frecuencias de mutacién o recombinacién en general fueron
inferiores o similares al testigo.

Es posible que esta respuesta sea resultado de una posible
biotransformacién enzimdtica (oxidacién) del bitionol a sulféxido
o sulfona. La baja frecuencia de manchas chicas con las diferentes
concentracionas, asi como las bajas frecuencias de manchas grandes
para las concentraciones de 300 a 600 ppm, podrian ser el resultado
de esta transformacién.

La frecuencia de manchas gemelas fue positiva en 1la
concentracién de 300 ppm y sugiere que el bitionol o alguno de sus
metabolitos pudo inducir actividad recombinogénica. Esta actividad
no se presentd en las concentraciones mis altas posiblemente por la
toxicidad del compuesto.
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En el caso de Sulfenona se ha determinado poca toxicidad para
abejas e insectos benéficos, adem&s se tienen los siguientes
resultados en mamiferos:

- Ratones recibiendo en la dieta 100 ppm por 12 meses no mostraron
signos claros de intoxicacién.

- Ratas recibiendo en la dieta 1000 ppm por 12 meses no mostraron
signos de intoxicacién.

= No hay evidencia de toxicidad crénica o irritacién de la piel en
ratas expuestas.

- Dietas con 10, 100, y 1000 ppm, a ratas, por m&s de 2 afios
produjeron retraso en peso ganado solo a 1000 ppm.

- Dosis de 10, 50, y 100 mg/k/dfa, en perro, produjeron toxicidad
no especifica solo a 100 mg/k/dia.

~ Pruebas repetjdas en piel a 1 g/k, en solucién de aceite dieron
resultados negativos en conejo y cobayo.

- Se& observs irritacién pasajera en pruebas en ojo de conejo.

~ No se incrementa la sensibilidad en cobayo.

~ E1 almacenamiento en tejidos de rata y perro no fue significativo
(Negherbon, 1959) (Tabla X).

TABLA X. Toxicidad de sulfenona para animales superiores (Tomado
de Negherbon, 1959).

Animal Ruta LDso g/kg
atén albino onl 2%
ntén albino Intrapeeitoneal 1.00
ata albina onl > 1.40
rata albina intraperitoneal <2 0.50
tén albino ¢ oml 3.63
nta ol >2,00
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En SMART, en el tratamiento con sulfenona se produjo una
aparente relacién inversa de sus efectos mutagénicos con las
concentraciones utilizadas, esto se observa para manchas chicas y
totales. Se debe tener cuidado en esta interpretacién ya que la
respuesta puede estar determinada principalmente por la toxicidad
del compuesto y no por su actividad mutagénica. Se ha mencionado
que la sulfenona presenta una toxicidad baja para mamiferos Yy
resulta fitoté6xico para algunos grupos de plantas, aunque se ha
descrito como un acaricida especifico puede presentar alguna
actividad té6xica en algunos insectos.

Las manchas gemelas sflo se presentaron con 150 y 450 ppm en
frecuencias idénticas a la del testigo, esto indica que sulfenona
no indujo actividad recombinogénica.

Para los siguientes tres compuestos no se tienen referencias
de estudios de toxicidad o mutagénesis, sin embargo, dada su
relacién estructural, se tomaron en cuenta las referencias
generales para bifenilos clorados con puente de azufre.

A pesar de presentar diferencias en la disposicién de los
sustituyentes de azufre, el cloruro de bifenil disulfonilo y el
clorofenil sulféxido mostraron un comportamiento semejante aungue
poco usual.

En ambas grificas es evidente la fuerte disminucién en 1la
frecuencia de manchas chicas con 450 ppm, ésto no concuerda con una
relacién concentracién-respuesta. Nuevamente se debe prestar
atencién en 1la interpretacién y considerar los efectos de
toxicidad. Es posible que las concentraciones empleadas resultaran
altas para el bioensayo Yy/o qixe los efectos observados en estos
compuestos (asi como en sulfenona) sean artefactos debidos a 1la
toxicidad. En la figura 19, se muestra una curva de toxicidad
propuesta por Brusick (1987) en la que se muestra una regién de
toxicidad en 1la que se puede obtener una relacién inversa con el
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aumento de 1la concentracién, lo cual implica problemas de
interpretacién. Esto puede estar reflejado en los resultades

g
|

Frec. de mutacién

1] 5 50 500 5000
Conceatracién

Pig. 19. Curva de dosis~respuesta que muestra un grupo de datos
con una respuesta inversa a la concentracién cuando la dosis es
muy alta (Tomado de Brusick, 1988).

obtenidos con sulfenona. En el caso de cloruro de bifenil
disulfonilo y clorofenil sulféxido las varlaciones en las
frecuencias para las diferentes concentraciones pueden representar
diversas actividades ante 1a toxicidad como: induccién (o
inhibicién) enzim&tica de 1los mecanismos de reparacién o
desintoxicacién, muerte y/o seleccién celular.

S6lc el cloruro de bifenil disulfonilo produjo resultados
positivos en 600 ppm para manchas grandes y totales. La oxidacién
del clorofenil sulféxido da como resultado la formacién del dltimo
compuesto empleado: clorofenil sulfona, el cual no manifesté
actividades mutagénicas ni recombinogénicas. Las frecuencias
estuvieron por debajo del testigo.

Las sulfonas han mostrado ser sustratos para enzimas
microsémicas a las cuales podrian inducir o inhibir (Dulik et al,
1992). También es posible que este tipo de inhibicién ocurra con
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enzimas que participan en los mecanismos de reparacién. con
Drosophila se observaron principalmente efectos téxicos, reflejados
por el bajo nimero de moscas recuperadas en la concentracién de 600
ppm.

Bitionol y sulfenona son plaguicidas y su accién es
predorinantemente de toxicidad, por sus caracteristicas
estructurales se espera una accién similar con los otros tres
compuestos. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la toxicidad
no implica o no determina la existencia de procesos mutagénicos (o
recombinogénicos), los compuestos quimicos pueden seguir diversas
rutas en el organismo y no siempre afectar a la molé&cula de ADN. El
dafio al organismo puede expresarse por la interaccién con otras
biomoléculas que no actGan directamente en procesos de mutacién o
recombinacién.
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v.

CONCLUSBIONES

1. Dos compuestos mostraron una débil actividad:
bitionol produjo manchas grandes a 150 ppm y gemelas a
300 ppm; y el cloruro de bifenil disulfonilo que indujo
manchas grandes y totales a 600 ppm.

2. Los otros comp tos probados (sulfenona,
clorofenil sulféxido y clorofenil sulfona) no mostraron
actividad genotéxica.

3. La similitud estereoquimica de los compuestos fue
concordante con la falta de accién genotéxica y con su
toxicidaad.
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