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RESUMEN 

El metronidazol (MTZ) (fiagyl; 1-(2-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazo!l) y otros 

derivados de nitroimidazoles han sido usados ampliamente para tratar infecciones 

causadas por protozoarios y bacterias anaerdbicas. Sin embargo, la demostracion 

de su mutagenicidad en bacterias y carcinogenicidad en ratones ha obligado la 

busqueda de nuevos derivados que muestren una actividad semejante pero con 

menor toxicidad para el ser humano. Con este propésito se sintetizaron tres 

analogos al MTZ: 1-(p-metilfenacil-2-metil-5-nitroimidazol (A), 1-(p-metoxifenacil- 

2-metil-5-nitroimidazol (8) y 1-(p-fiderfenacil-2-metil-5-nitroimidazol (C), los cuales 

mostraron mayor eficacia contra E. histolytica con concentraciones menores 

(0.5-2 jig/mL) que fas usadas con MTZ (3-6 g/mL). Por tal motivo, en este trabajo 

se investigo ef efecto genotdxico del MTZ y sus 3 analogos en cultivo de linfocitos 

humanos de sangre periférica con y sin activacién metabdlica in vitro, mediante et 

analisis de intercambio de cromatidas hermanas (ICH), cinética de proliferacién 

celular (CPC) y los indices de replicacin y mitético (IR e IM). 

Con la finalidad de tener !a certeza de que los cultivos de linfocitos estuvieron 

adecuadamente manejados tanto con como sin activacién metabdlica se utilizaron 

como testigos positivos fa mitomicina C (mutageno directo) y la ciclofosfamida 

(mutageno indirecto), los cuales demostraron que inducen incrementos 

significativos en la frecuencia de {CH a concentraciones de 1x 10” My 4x 10°M, 

respectivamente. 

El MTZ y sus 3 andlogos disueltos en dimetilsulféxido (DMSO), fueron 

probados en concentraciones de 2.92 X 10° hasta 6.25 X 10% M que 

correspondieron a 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 16.0 y 30 g/mL. Los resultados 

indicaron que no hubo diferencias significativas en la frecuencia de ICH con 

respecto al testigo en presencia y en ausencia de la mezcla $9. 

i gee eee ae  



Con activacién metabdlica solo se incremento significativamente la CPC e IR 

tanto para el MTZ como para los compuestos A, B y C a partir de las dosis 5.84 X 

10° a 1.75 X 107M (1 a 30 ug/L), 8.13 X 10% a 1.22 X 10° M (2 a 30 pg/mL), 

1.91 X 10% a 1.15 X 10°M (5 a 30 pg/mL) y 6.4 X 10° a 1.2 X 10° M ( 16 a 30 

ng/mL), respectivamente. Por lo tanto, con estos datos se puede concluir que el 

MTZ induce dafio sobre ta CPC en linfocitos humanos en concentraciones 

terapéuticas (3-6 g/mL) y que los andlogos A, B y C solo causan efecto por 

arriba de las dosis usuales, 2-30, 5-30 y 10-30 pg/mL, respectivamente. 

Con relacién al IM, no se observaron alteraciones sin activacién metabdlica, 

mientras que en presencia de la mezcla S9 se manifesto inhibicién con el MTZ y 

con e! compuesto B en las concentraciones 1.75 X 10% M para el primero y 3.82 X 

10° a 1.5 X 10°M, para el segundo. 

Por medio del andalisis cuantitativo de relacidn-actividad (estudio de la actividad 

biolégica de los compuestos con base en su estructura molecular y/o propiedades 

fisicoquimicas) realizado por Campos et al. (1995) y junto con los resultados 

obtenidos en este trabajo se confirma que los 3 analogos al MTZ modificaron su 

toxicidad con respecto a la del MTZ por: 

a) los tipos de sustituyentes que favorecieron la actividad bioldgica debido 

al movimiento de electrones en las moléculas de los andlogos, 

b) los grupos de mayor tamafio que aportaron un efecto estérico 

c) los productos obtenidos de la fragmentacién ya que son diferentes con 

relacién al MTZ. 

 



1, INTRODUCCION 

En los uitimos decenios se ha registrado un enorme auge en el empleo de 

productos quimicos con una gran variedad de actividades farmacoldgicas. Aunque 

es evidente que estos han participado en el mejoramiento de las condiciones de 

vida, también se ha puesto de manifiesto que originan algunos efectos adversos 

en la poblacidn. 

Recientemente han aparecido publicaciones cientificas que sefalan el hecho 

de que diversos farmacos que tienen accién sobre diferentes pardsitos del 

hombre como protozoarios y helmintos, son capaces de inducir cancer, 

teratogénesis o cambios genéticos en distintos sistemas bioldgicos (Cantelli-Forti 

et al. 1983, Declerck y De Ranter 1987). 

En México el estudio de los medicamentos antiparasitarios es importante por su 

repercusién en la salud, ya que sus consecuencias han sido solo parcial e 

insuficientemente analizadas a pesar de su uso generalizado sobre todo en nifhos 

y en jovenes. Las enfermedades parasitarias y en particular las ocasionadas por 

amibas y helmintos constituyen un problema de salud publica ya que su origen 

esta en la naturaleza del suelo, en las condiciones geograficas, en las situaciones 

de vivienda y en la contaminacién fecal del ambiente. El consumo de este tipo de 

sustancias es muy elevado y la misma persona puede recibir mas de un 

tratamiento por afio a causa de las reinfestaciones y en ciertos casos esto lo 

agrava !a automedicacion (Biagi 1988). 

Los farmacos amebicidas y antihelminticos hasta ahora no han sido objeto de 

investigaciones sistematicas en nuestro pais para determinar su accidn, 

especialmente en pacientes desnutridos o que presenten sus funciones alteradas 

 



  

como consecuencia de Ja enfermedad, por lo que se desconoce su 

farmacocinética en tales condiciones. 

El metronidazol (Fig.1) es un importante medicamento para los tratamientos de 

varias enfermedades por protozoarios, asi como para infecciones por bacterias 

anaerdobicas (Cossar y Julou 1959, Goldring et af. 1975, Tally et af. 1975). Sin 

embargo, se han descrito efectos adversos indeseables siendo criticos en 

algunos casos. Por ejemplo, alteraciones neuralégicas provocadas por la 

interaccién del farmaco con el sistema nervioso central, transtornos en el ritmo 

cardiaco debido a la quelacion gue realiza este compuesto con los iones calcio, 

asimismo se ha demostrado que incrementa significativamente ciertos tumores en 

roedores y es mutagénico en cultivos bacterianos ( Edwards y Matheson 1970, 

Rustia y Shubik 1972, Rosenkranz y Speck 1975, Connor et al. 1977, Roweley et 

al. 1980). 

Debido a que el metronidazol (MTZ) se ha demostrado que es toxico en 

diferentes sistemas de prueba y aun en individuos bajo tratamiento (Elizondo et 

al. 1994), resulta importante hacer nuevos medicamentos que reunan los 

elementos estructurales que muestren una actividad semejante pero con menor 

toxicidad para e! hombre. 

N 

No, "SCH 
CH CH) OH 

Fig.1 Estructura quimica de 1-(2-hidroxietil)-2-metil 5-nitroimidazo! 

(Metronidazol) 

   



Con este propdsito, fueron preparados Jos compuestos 1-(p-metilfenacil)-2- 

metil-5-nitroimidazol ( A ), 1-(p-metoxifenacil)-2-metil-5-nitroimidazol ( B ) y 1-(p- 

fldorfenacit)-2-metil-5-nitroimidazol ( C ) (Fig. 2). Este grupo de cetonas fueron 

sintetizadas en el laboratorio de Quimica Organica de la Escuela Nacional de 

Ciencias Biolégicas, IPN por la M. en C. Maria Elena Campos. 

Debido a jo anterior debe senalarse que se requiere de! analisis de la relacién 

entre el riesgo y el beneficio que representa cada compuesto antes de salir al 

mercado, para fundamentar fos criterios sobre el control de su produccién y 

consumo. Por tal motivo, el objetivo fundamental de este trabajo es verificar si 

estos compuestos andlogos al MTZ tienen efectos genotdxicos y citotdxicos, 

utilizando un sistema biolégico de prueba, como es el cultivo de linfocitos 

fhumanos con y sin activacién metabolica mediante el intercambio de cromatidas 

hermanas, la cinética de proliferacién celular y el indice mitético. 
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Fig. 2 Estructuras de los compuestos: 1-(p-metilfenacil)-2-metil-5-nitroimidazol 

(A), 1-(p-metoxifenacil)-2-metil-5-nitroimidazol ( B ) y 1-(p-fluorfenacil)- 

2-metii-5-nitroimidazol ( C ). 

   



i. ANTECEDENTES 

1.0 METRONIDAZOL (MTZ) 

1.1 Propiedades farmacoldgicas 

El MTZ, cuyo nombre quimico es: 1-(2- hidroxieti!)-2-metil-5-nitroimidazoil fue 

introducido en 1959 para el tratamiento de Trichomona vaginalis (Cossar y 

Julou 1959) y aprobado por los Estados Unidos de América en 1971 para tratar 

Entamoeba histolytica (Powell et af. 1966, Meyers et af. 1978) y Giardia 

lamblia (Khambatta 1971). También es empleado como agente quimioterapéutico 

debido a su efecto especifico en bacterias anaerdbicas (Tally et af. 1975) y se ha 

propuesto como un farmaco citotéxico y radiosensible especificamente para 

células tumorales hip6xicas (Stone y Whithers 1974, Willson et af. 1974, Foster 

et al. 1976). Se ha notado que su uso aumenta la efectividad de la radiacién 

ionizante durante la radioterapia de pacientes con ciertos tipos de tumores 

(Andersson 1981). 

Et MTZ y sus derivados son ahora medicamentos usados para el tratamiento 

de abscesos a nivel cerebral, pulmonar e intrabdominal, sinusitis crénica y otitis, 

infecciones estomatolégicas y del drgano reproductor femenino, casos de 

osteomielitis y en la profilaxis de infecciones anaerdbicas (Dobias et al 1994). 

Este compuesto representa ei componente activo de gran cantidad de 

formulaciones disponibles en el mercado bajo diferentes marcas registradas 

(Tabla 1). Algo menos convencional es su uso en el tratamiento de alcohdlicos, 

debido a su incompatibilidad con el etanol (IARC 1987) y en la industria cosmética 

como un ingrediente en ciertos tipos de preparaciones para piel.



Las cepas de Tricomona vaginalis mueren a una dosis de 0.05 jug/mL det 

farmaco en condiciones anaerobias y se necesitan concentraciones mayores en 

Presencia de oxigeno, asi como en el caso de cepas que han desarrollado 
resistencia (Lumsden et al. 1988). Los trofozoitos de Giardia lamblia también son 

afectados jn vitro en forma directa por ef MTZ en concentraciones de 1-50 ugémL 

(Jokipii y Jokipii 1980). 

Tabla |. Derivados 5-nitroimidazoles sintéticos. 

  

  

        

Ri 5-NITROIMIDAZOLES R2 | FARMACO 

-~CH2CH20H HO————N -CH3 {Metronidazol 
-CH2CH2CH2S02CH> -CH | Tinidazol 

-CH2CH2N oO x aA +H Nimorazol 

-CH2CHOHCH,C! oan \y / Ra ~CHg, | Omidazo! 
-CH2CHOHCH3 | ~CH3 | Secnidazol 

-CHyCH)NH-CS-OCH3 Ry -CHg, | Camidazot           

1.2 Propiedades fisicoquimicas 

El MTZ tiene peso motecular de 171; a pH fisiolégico se encuentra en forma 

neutra y por lo tanto puede atravesar la membrana celular con facilidad. Los 

organismos sensibies a este farmaco son aquellos gue contienen en su sistema 

bioquimico ferredoxinas 0 tipos de flavodoxinas, Cuya caracteristica es poseer un 

potencial de oxidorreduccién capaz de reducir al grupo nitro del MTZ, lo que 

provoca que disminuya su concentracién intracelular creando asi un gradiente de 

concentracién que incrementa ei transporte y {a produccién de derivados que 

 



ejercen una accién letal en la célula, por combinacién con cierto tipo de 

macromoléculas que influyen en algunas funciones celulares (Reynolds 1989). 

1.3 Farmacocinética 

1.3.1, Absorcién 

Se administra generalmente por via oral. En el hombre, el MTZ se absorbe 

muy rapidamente y se distribuye en casi todos los tejidos del cuerpo, incluyendo 

el sistema nervioso central (Bartlett 1981). Después de su administraci6n con 

dosis Gnica de 250 y 500 mg, es detectable en el suero humano 5 y 10 pg/ml, 

respectivamente, aproximadamente en 1 hora (Amon et al. 1981). La 

concentracién efectiva media en el plasma es de 8 yg/m! oO menos para la mayor 

parte de protozoarios y bacterias susceptibles. Por lo menos el 20% se une a las 

prote(nas del plasma (Andersson 1981). 

Penetra en la barrera de los flufdos cerebrales y cerebroespinales (Jokipii et 

al. 1977) y puede encontrarse en el érgano reproductor femenino (Mannisto et al. 

1984), en humores acuosos (Mattila et al. 1983), en glandulas de la prostata y en 

vesiculas seminales (Tu et al. 1990). 

1.3.2. Eliminacién 

Es excretado principalmente por via renal, la mayoria en forma de metabolitos, 

glucurénidos y acetilados. Su vida media de eliminacion varia entre 6 y 12 horas, 

con un promedio de casi 8 horas. Cerca del 80% de los compuestos son 

expulsados después de {a hidroxilacién a hidroximetronidazol (Loft 1990). Del 6 al 

15% es excretado en Jas heces (Rosenblatt y Edson 1983), particularmente como 

   



metabolito activo 1-(2- hidroxietil)-2-carboxil-5-nitroimidazol (Andre et al. 1968). 

Su presencia también es detectable en secreciones vaginales, fluidos seminales, 

bilis, saliva, sudor (Mohtashamipur y Norpoth 1986) y a través de las glandulas 

mamarias (Gray et al. 1961) con vida media de casi 9 horas (Erickson et al. 

1981). 

1.4, Metabolismo en mamiferos 

En mamiferos los procesos metabdlicos oxidante y reductor estan presentes. 

La via metabdlica predominante para las cadenas alifaticas del MTZ es por 

oxidacion, principalmente en el higado. En el hombre, es metabolizado mediante 

el citecromo P-450 por oxidacién a un metabolite hidroxi o acido acético o por ta 

subfamilias 1A, (iB, HC de! P-450 y en algunos casos por INA (Loft 1990). 

Los procesos de conjugacién son menos frecuentes. En ratones los mismos 

Metabolitos se forman por glucuronidacién, la mas importante ruta del 

metabolismo (Ralph 1983, Loft et al. 1986). Cantelli-Forti et al. (1983) han 

mostrado que la actividad enzimatica del sistema monoxigenasa disminuye 

significativamente después de repetirse la administracion en ratones. 

El compuesto 1-(2-hidroxietil)-hidroximetil-5-nitroimidazo! ha sido identificado 

como el principal metabolito urinario. Sus intermediarios junto con otros dos que 

contienen el grupo nitro intacto, por ejemplo, 2-metil-5-nitroimidazol-1-il acido 

acético y 1-(2-hidroxietil)-2-carboxil-5-nitroimidazol, constituyen el 97% de los 

metabolitos urinarios del MTZ (Templeton 1977). 

EI efecto terapéutico de compuestos nitroheterociclicos va unido al mecanismo 

de reduccién enzimatica o a la quimica del grupo nitro. Las enzimas involucradas 
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en la reduccion del grupo nitro de estos compuestos en mamiferos son las 

flavoproteinas, como NADPH-citocromo c¢ (P-450)-reductasa, xantina- 

oxidorreductasa, aldehido-oxidasa, entre otras (Amon et al. 1981, Kedderis y 

Miwa 1988). Inicialmente los procesos enzimaticos se caracterizan por la 

reduccién de un electron det grupo nitro (R-NO2) acompariado de la formacién de 

tadicales aniénicos (Kedderis y Miwa 1988). La reduccién del mono-electrén 

puede tener varias etapas para la constitucién de heterociclicos intermedios que 

contienen un grupo nitroso (R-NO) en su estructura molecular, que pueden 

reducirse fuertemente a hidroxilamina (R-NHOH) y a una amina primaria (RH2) 

(Ings ef af. 1974, Willson et a/1974, Miller 1981). Es evidente que el efecto 

toxico de los metabolitos nitroheterociclicos es dependiente de las condiciones de 

reaccién durante ta reduccién del grupo nitro (Fig. 3). El reactivo intermedio que 

probablemente acttia como co-participante en fa formacion de una union 

covalente entre el MTZ y los biopolimeros nucleofilicos de las células, es un 

metabolito con un grupo hidroxilamina (Edwards et al. 1980, Kedderis y Miwa 

1988) que se origina en la Uitima etapa de la reduccién enzimatica del grupo nitro 

del MTZ. Como reactivos intermedios se forman hidroxilaminas organicas por la 

reduccién enzimatica de nitratos o nitritos, producto normal del metabolismo 

celular. Estas hidroxilaminas reaccionan con biopolimeros nucleofilicos, por 

ejemplo, et ADN (Bautz -Freese 1964). 

R-NO2 —-°——_ R-NO2~ 

R-NO 

vat [ne 

+20" R-NH2 A R-NHOH 

H20 2H+ 

Fig.3 Proceso de reduccién del grupo nitro de las moléculas del MTZ. 
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La toxicidad de! MTZ es muy selectiva debido a la facil reduccién del grupo 

nitro sin una subsecuente reoxidacién con oxigeno. Experimentos en ratas han 

mostrado que e} grupo hidroxieti! presente en la posicién N, del MTZ promueve la 

conjugacién del compuesto con acido glucurdénico, facilitando una precondicién de 

Ccirculacion enterohepatica en mamiferos (Wood y Monro 1975, Andersson 1981). 

Sin embargo, ha fallado el intento de identificar al metabolito responsable de la 

toxicidad. 

Se considera que el radical anidn-nitro (R-NO2) del MTZ formado por ia 

reduccion del electrén del grupo nitro no reacciona con los centros nucleofilicos 

de la céluta. Sin embargo, se sugiere que la actividad bioldgica del MTZ es 

influenciada por metabolitos que contienen un grupo hidroxilamina (Ings et al. 

1974). : 

El grado de dafio en e! ADN depende de la velocidad de reduccién del farmaco 

(Zahoor et al. 1987); cuando es lenta produce mayor alteracién que la rapida, por 

ejemplo: MTZ > ornidazol > azomicin > misonidazol > bensnidazol. 

La accién de! nitroimidazol reducido sobre el ADN causa rompimientos de 

hebras y desestabilizacién de la hélice, permitiendo la formacién de regiones de 

hebras sencillas. Este dafio depende de la naturaleza del farmaco y de la 

variacién de la composicién de bases, en particular del contenido de adenina 

mas timina (A + T). Esto sugiere que ia citotoxicidad sobre el ADN no involucra 

rompimientos de hebras al azar sino en un sitio especifico en los residuos de A y 

T (Rowley et al. 1983, Zahoor ef af. 1987). Cabe sefialar que ta relacion entre el 

dafio al ADN y el contenido de A+T es un factor que contribuye a la toxicidad 

selectiva de este farmaco hacia infecciones causadas por anaerobios; /os 

protozoarios Tricomona vaginalis y Entamoeba histolytica que tienen un 

contenido de A+T de 71% y 62-78 %, respectivamente, son muy susceptibles al 

   



MTZ; en contraste, Rhodospirillum y Rhodopseudomonas cuyo volumen de 

A+T es de 38.4 % y 33 %, respectivamente son aproximadamente 25 veces 

menos sensibles a los nitroimidazoles (Rowley et a/. 1983). 

Recientemente se identificd que el MTZ junto con otros nitroimidazoles causan 

rompimientos en las uniones de fosfodiéster cerca de los residuos de timina del 

ADN, fo que sugiere que el grado de dajio esta en relacién con el contenido de A 

+ T. También se ha observado la accion de algunos nitroimidazoles sobre el 

ARN en los residuos de uracilo, sugiriendo la especificidad del efecto t6xico en el 

anillo del uracilo y no en el grupo 5-metil de la timina (La Russo et af. 1977, 

Edwards et al. 1980, Knox et aif, 1981, 1983). 

1.5. Metabolismo en microorganismos 

La toxicidad del MTZ para bacterias anaerdbicas y protozoarios es muy 

selectiva debido a ia reduccién del grupo nitro. Esta via juega un papel importante 

en el metabolismo de los compuestos nitroheterociclicos ya que va acompafhada 

por el potencial de oxido-reduccién de las ferredoxinas (Fig. 4). Como resultado 

se forma un producto reactivo necesario para el compuesto que llega a ser 

citotéxico (Muller 1981). El efecto citotéxico del MTZ se considera que resulta de 

la interaccién de los compuestos 0 sus productos metabdlicos con el DNA, RNA y 

proteinas por inhibicién de ta sintesis de! ADN y procesos proteosintéticos en las 

células blanco (La Russo et al. 1977, Kedderis y Miwa 1988). 
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Fig. 4 Mecanismos de accién citotéxica del MTZ 

Se sabe que la microflora intestinal del hombre posee una gran capacidad 

nitrorreductasa que influye tanto en la biotransformacién y en la mutagenicidad 

como en el efecto biolégico del MTZ (Rowland 1988). 

Se ha descrito que el MTZ es primeramente convertido en un agente con 

reactividad elevada y en un derivado de hidroxilamina labil al oxigeno. Esta 

formacién es facilitada por las condiciones anaerébicas en el colon. Los productos 

estables de la reaccién de reduccién se constituyen por la cuptura del anillo 

imidazot originando acetamida y N-(2-hidroxietil)-acido oxamico (Koch y Goldman 

1979). Pequefias cantidades de ambos compuestos se han encontrado en las 

heces y en la orina de pacientes tratados con MTZ, pero no en las excretas de 

tatas libres de gérmenes (Koch et al. 1981). 

El papel de la microflora intestinal ha sido confirmado por evidencias que 

muestran que fa activaci6n mutagénica del MTZ puede evitarse mediante el 

empleo de agentes antibacterianos. En ratones tratados con MTZ se observa que 
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se reduce el nivel de mutagenos derivados de este compuesto en mas de! 90 % al 

ser administrada una mezcla de agentes antibacterianos y el antioxidante butilato 

hidroxianisol (BHA), esto se refleja en los resultados del ensayo mediado por el 

huésped asi como en la determinacion de la mutagenicidad de la orina en las 

cepas TA98 y TATOO. En contraste, al marcar la disminucién en los niveles de 

metabolitos mutagénicos ni el BHA ni los compuestos antibacterianos 

administrados a largo plazo parecen afectar la actividad antitricoménica del MTZ 

in vivo (Bruckner ef al. 1979). Sin embargo, todavia no hay evidencias de la 

ausencia de mutagenicidad entre el 5-nitroimidazol y ta actividad antitricomonica. 

Existen diferencias importantes entre la composicidn y la funcién metabdlica de 

la flora intestinal que son evidentes entre varias especies de mamiferos y en el 

hombre. Como por ejemplo, ta actividad nitrorreductasa de muestras fecales 

humanas es mucho mas baja que la de los roedores de laboratorio (Rowland 

1988) por lo que se espera que los compuestos nitro incluyendo el MTZ que 

dependen parcialmente de !a reduccién microbiana para su efecto mutagénico, 

sea menos potente para ef hombre. Por otro lado, evidencias disponibles sugieren 

que el MTZ puede afectar el espectro de la flora intestinal al reducir la cantidad de 

microorganismos anaerdébicos y de esta manera no solo influir en la capacidad 

metabdlica de la microflora sino también en su propio metabolismo (Roe 1983), 

que es también un factor importante, el cual se debe tomar en cuenta. 

1.6 Efectos colaterales 

El empleo de este farmaco que afio tras afio ha ampliado su espectro 

terapéutico, también ha enriquecido la lista de efectos adversos siendo entre los 

mas comunes: nauseas, diarrea, colico abdominal, dolor epigastrico y anorexia. 

La cefalea y el vamito son menos comunes. Pueden agravarse infecciones con 

monilia y aparecen glositis y estomatitis (Reynolds 1989). 

     



Otros efectos son: urticaria, rubicundez, prurito, cistitis y opresién en la pelvis, 

sequedad en la boca, vagina y vulva. En una cantidad importante de pacientes se 

encuentra neutropenia que remite al suprimir ei farmaco. 

1.7. Genotoxicidad 

1.7.1 Dario al ADN 

Tanto el metronidazol como su principal metabolito, la forma hidroxilada, 1 

hidroxietit-2-hidroximetil-5 nitroimidazo!, son capaces de unirse al ADN (Edwards 

1977, La Russo et af. 1977) e inducir sintesis no programada (Martelli et ai. 

1990). La inhibicién de fa sintesis del ADN es demostrada in vivo usando células 

de Trichomonas vaginalis (Ings et al. 1974) y el ADN de células bacterianas 

Clostridium bifermentans muestra sefiales de degradacién después de la accion 

in vivo del MTZ (Knight et a/. 1978). 

Estudios realizados in vitro parecen indicar que la primera causa de dafio al 

ADN por e! MTZ es la formacién de rompimientos de hebras sencilla y doble 

(Edwards 1977, Reitz et af. 1991). Por otro lado, La Russo et al. (1977) describen 

que el MTZ en su forma reducida es capaz de originar uniones covalentes en el 

ADN de células bacterianas, de mamiferos y en fagos. Cualquiera de estos dos 

mecanismos ( unién covalente y degradacién) pueden ser los responsables de la 

actividad citotoxica del MTZ in vivo (Edwards 1977, Edwards et al. 1980). 

Las opiniones acerca del mecanismo que provoca las alteraciones al ADN por 

el MTZ tienden a variar. Sin embargo, una conclusién general es que su accion al 

estar en forma reducida causa rompimiento de la hebra y pérdida de ia hélice de! 

ADN (Knight ef a/, 1978), lo que conduce a la formacion de huecos, 

principalmente en las hebras sencillas y el grado de este dafo afectara la 

   



complementariedad de fas bases, especificamente en los fosfatos de timina 

(Edwards et af. 1980). 

El farmaco quimicamente reducido desestabiliza la hélice del ADN provocando 

la pérdida de ta estructura de la hélice y rompimientos en sus cadenas. Esto 

puede resultar, por ejemplo, del deterioro del mecanismo de reparacién. Uno de 

los casos reportados para explicar este fenédmeno, es el dafio a la doble cadena 

del ADN de! bacteriofago 6 X174, el cual se induce por el MTZ reducido y en E. 

coli no se repara el dafio por medio del sistema de reparacidn por escision. En la 

mayoria de los casos se espera que las lesiones por agentes quimicos en el ADN 

puedan producir tanto rompimientos sencillos o de doble hebra, como la 

modificaci6n de su estructura, originada como consecuencia de uniones 

covalentes. Para el caso de MTZ, existe otro tipo de interaccién droga-ADN que 

no se puede excluir, la alteracidn de bases en el ADN por la accién de radicales 

libres ( Edwards et af. 1980, Zahoor et al. 1987)). 

Aunque {a naturaleza quimica de los productos de reduccién del MTZ, 

biolédgicamente activos no esta clara, existe una suposicion general de que el 

mecanismo involucrado es andlogo ai de ios nitrofuranos y a la bleomicina (Knight 

et al. 1978, Dobias et a/. 1994): estas drogas son radiosensibilizadoras, rompen 

hebras de ADN y requieren de la reduccién antes que ejerzan un efecto tdxico. Et 

MTZ, cuando se usa en combinacién con la radiacién, funciona como un agente 

radiosensibilizador especificamente para células tumorales hipdéxicas. Por otro 

jado, la exposicién a ta radiacion y puede acelerar la reduccién del MTZ activando 

mecanismos radioliticos (Zahoor et al. 1987) 
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1.7.2  Mutaciones en bacterias 

Se ha demostrado que este medicamento induce principaimente sustituciones 

de pares de bases en Saimonella typhimurium cepa TA100 (Chin et al. 1978, 

Cantelli-Forti ef af. 1983). La mutagenicidad del MTZ, se ha expresado 

principalmente en ausencia de activacién metabolica, a pesar del incremento 

reportado en ej efecto mutagénico después de que se agrega la fraccién S9 en 

las cepas TA100 (Galkiewicz et af. 1979) y TA1535 (Andersen et af. 1982). Esto 

parece indicar que las cepas de Salmonella typhimurium son capaces de 

transformar el MTZ a metabolitos mutagénicos debido a que poseen un sistema 

enzimatico de nitrorreductasa capaz de activar el MTZ. 

Cuando se usan cepas de Salmonella typhimurium deficientes de 

nitroreductasa (TA100-FR1, TA100-NR3), la mutagenicidad solo se manifiesta en 

presencia de preparaciones microsémicas de higado (Rosenkranz y Speck 1977) 

o la respuesta es muy reducida en comparaci6n al fuerte incremento positivo de 

revertantes en la TA100 (Dayan ef af. 1982). Estos resultados sugieren que las 

enzimas de higado de mamiferos son capaces de catalizar la conversi6n de MTZ 

a mutagenos. Algunos autores (Rosenkranz y Speck 1975, Linmark y Muller 1976) 

han encontrado que el efecto mutagénico del MTZ en la cepa TA100 deficiente de 

nitrorreductasa solo se expresa en condiciones anaerobicas. 

La prueba de mutagenicidad sobre el corrimiento dei marco de lectura en 

Salmonelia typhimurium aporta datos negativos (Minnich et al. 1976, Dobias 

1980, Cantelli-Forti et af. 1983), aunque los dos ultimos autores muestran que hay 

un incremento de mas de dos veces en cepas revertantes TA1538 y TA98 con 

350 pg/placa y 50 pg/placa, respectivamente. 

 



La inducci6n de mutaciones puntuales ha sido confirmada en Klebsiella 

pneumoniae, E. coli K12 y WP2 uvrA’ y Citrobacter freundii 425 (Voogd et al. 

1974, Chessin et af. 1978). 

El MTZ también muestra actividad mutagénica en el cromoensayo SOS de 

Escherichia coli Ki2 y Pq37 con y sin activacién metabdlica (Mamber et af. 

1986, Dayan et af. 1987). 

1.7.3 Mutagenicidad en células de mamiferos 

Existe contradiccién en la literatura sobre los efectos genotéxicos producidos 

por MTZ en mamiferos. En células intestinales de criceto chino tratado oralmente, 

se encuentra una frecuencia alta de intercambios de cromatidas hermanas (Neal y 

Probst 1984). Por el contrario, tanto el MTZ como sus metabolitos no inducen 

mutaciones génicas en linfocitos de mamiferos (Dayan et al. 1982), tampoco 

aberraciones cromosdmicas (Lambert ef af. 1979, Lambert y Lindblad 1980, 

Hartley-Asp ef af. 1981) ni ICH (Lambert y Lindblad 1980, Mahood y Wilson 1981) 

en células humanas in vitro. Sin embargo, en estudios recientes realizados in 

vitro por Mudri et ai. (1994), usando células CHO para el ensayo de anafase- 

telofase se observan puentes anafadsicos y células tripolares. En cultivo de 

linfocitos se nota que fa frecuencia de aberraciones cromosémicas y micronucieos 

es significativamente mayor y en células de médula 6sea de ratén in vive también 

se demuestra que el MTZ provoca un incremento de micronucleos. 

En individuos bajo tratamiento con este medicamento se incrementa la cinética 

de proliferacién celular y el indice de replicacién (IR) en linfocitos de sangre 

periférica (Elizondo et al. 1994). 

 



1.8 Carcinogenicidad en animales 

Se ha descrito que induce tumores, fundamentalmente adenomas (tipo de 

tumor que aparece espontaneamente en muchas cepas de ratones), asi como una 

proporcién elevada de finfomas malignos en ratones suizos machos y hembras 

(Rustia y Shubik 1972). , 

Cavaliere et af. (1983), observan incremento de tumores pulmonares en 

machos y linfomas en hembras de ratones BALB/c que recibieron en su dieta una 

dosis de 2 mg/dia durante 100 dias. 

1.9 Carcinogenicidad en humanos 

Beard et al. (1979), no encuentran aumento significativo en la incidencia de 

canceres en 771 mujeres tratadas con MTZ por tricomoniasis entre 1960 y 1969 y 

en 237 mujeres con la misma enfermedad pero no tratadas. En 2,460 personas 

que reciben por lo menos una prescripcién de MTZ entre 1960 y 1973 y que han 

sido seguidas a través de 1976 por el programa Kaiser-Permanente (Friedman 

1980), se diagnostican 45 casos de cancer de 33.3 que se esperaban. El exceso 

es debido a tas frecuencias de cancer cérvico-uterino cuya asociaciédn con 

vaginitis pudo explicarse por ta pobre higiene sexual. Otro estudio realizado con 

12,280 personas que tienen uno o mas tratamientos de MTZ entre 1977 y 1979 no 

evidencia incremento de riesgo para seis tipos de cancer evaluados (endometrio, 

testiculos, tiroides, higado, pecho y pulmén) (Danielson et al. 1982). Estos 

resultados negativos hacen suponer que el MTZ en dosis usuales ( 3-6 g/mL) no 

causa cancer en humanos, aunque la exposicién en su mayor parte es de corta 

duracién. Sin embargo, aigunos autores opinan que para que un agente quimico 

induzca cancer, el intervalo entre ia exposicion y la primera aparicién de un tumor 

 



se espera que sea por lo menos de 20 a 25 afios (Mirer y Silvertein 1980, citado 

por Dobias et af. 1994). 

Krause et af. (1985), reportan 3 casos de neoplasias malignas en individuos 

jovenes tratados con dosis prolongadas de MTZ para la enfermedad de Crohn. 

Sin embargo, su asociacién con la terapia es incierta, debido a que esta 

enfermedad por si misma genera neoplasias. 

La IARC (1987) categoriza al MTZ en el grupo 2B, que significa que 

posiblemente sea carcinogénico en humanos y esta suficientemente probado en 

animales. 
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2.0 Propiedades generales de los analogos al MTZ 

La actividad antiparasitaria del MTZ reside en el grupo nitro, el cual ocupa la 

posicién 5 del imidazol. Esta es evidenciada por su mecanismo de accion a 

través de ta eliminacién de! potenciat reductor de microorganismos anaerobios. El 

grupo nitro es reducido en dos etapas durante los cuales captura cuatro 

electrones del ciclo metabdlico e impide, en esta forma, el abastecimiento 

energético del microorganismo. Por esta razén dicho grupo farmacéforo (grupo 

nitro) se convierte en un elemento estructural indispensable en la elaboracién de 

compuestos analogos al metronidazol (Pérez-Reyes et al. 1982) 

En Ia primera etapa del proceso metabdlico el grupo nitro es transformado en 

un reactivo intermedio parcialmente reducido (-NHOH) para posteriormente captar 

dos electrones mas. Con este antecedente es posible disminuir ta toxicidad si se 

integra un grupo parcialmente reducido al anillo heterociclico (Breccia ef al. 

1982). 

Otros requerimientos estructurales importantes para disminuir la toxicidad del 

metronidazol incluyen la presencia de un sustituyente alquilico en la posicién C-2 

(metilo en este caso particular) que le permita interaccionar con el sitio receptor, 

asi como un sustituyente de tipo hidrofilico en la posici6n N-1 que modere su 

absorcion y distribucién en el sistema bioldgico (Ross 1979). 

Sin lugar a dudas, la sustitucion del hidrégeno base del alcohol (sustituyente 

de la posicién N-4) en ef MTZ es posible que modifique algunas de sus 

propiedades fisicoquimicas y altere la conducta farmacolégica de los nuevos 

compuestos asi formados. 
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Con base en estos antecedentes son sintetizados los compuestos arilcetonas 

A, B y C (Fig. 2) para estudiar su posible actividad bioldgica (capacidad de una 

sustancia quimica de inducir algunas respuestas bioldgicas a nivel celular o 

subcelular) en Entamoeba histolytica en concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 

10.0, 16.0 y 30.0 pg/mL y se nota que e/ derivado C logra una maxima actividad 

antimicrobiana a una concentracion relativamente baja (0.05 pg/mL) comparada 

con los otros antimicrobianos y el MTZ (1.0-5.0 yg/mL). Para el caso de los 

compuestos B y A tienen una actividad semejante a la del MTZ pero requieren 

de una concentracién minima (1.0-2.0 g/mL). La curva de dosis-respuesta, 

permite catcular fa concentracién que cada compuesto requiere para producir el 

efecto amebicida 50% (ACsM) comparandolo con el MTZ y de esta manera se 

obtiene el siguiente orden: B> A > C > MTZ. Asi, 0.5-2 pg/mL son suficientes 

para inducir aproximadamente la mitad de la actividad del MTZ (Campos et af. 

1995). 

Con respecto ai potencial de reduccién (caida de potencial que acompajia a la 

reduccién de un idn cargado positivamente a su forma neutra o a la de un idén 

menos fuertemente cargado, o Ja de un atomo neutro a un idn cargado 

negativamente), se observa que los compuestos A (-1676.01 mV) y B (-1523.64 

mV) estan cercanos al del MTZ (-1566.40 mV) y para el C no es posible obtenerlo 

debido a problemas de disolucién. Estos resultados indican que entre menor sea 

el potenciai de reduccién, mayor actividad amebicida tendran los compuestos, 

seran mas liposolubles y menos reactivos a macromoléculas. 

La actividad antimicrobiana de estos compuestos puede atribuirse al caracter 

lipofilico dado por los sustituyentes aromaticos acoplados a un potencial de 

reduccién adecuado. La funcidn dei grupo nitro entonces juega un papel 
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importante en ja accién antimicrobiana confirmando un mecanismo redox 

aceptable. 

Por otro lado, la actividad amebicida también se analiza con base en las 

propiedades fisicoquimicas como son: afinidad electronica, densidades 

electrénicas y calor de formacién ( Salgado et af. 1994). 

La afinidad electronica y la energia Exumo (energia de! orbital mas bajo 

desocupado) de las cetonas son menores en comparaci6n con el MTZ. El 

mecanismo de accion dei MTZ es una reacci6n de oxido-reduccion en la cual éste 

acepta electrones de ferredoxinas o de flavoproteinas reduciéndolo a un 

compuesto intermedio inestable que ejerce una accidn letal sobre los 

microorganismos, por lo tanto, a menor energia en el orbital ELumo aumenta el 

caracter electrofilico de ta molécula (facilidad que tiene una molécula para aceptar 

un electrén de mas en su estructura), mientras menor sea aqueila, mayor facilidad 

de aceptar al electron. También se observa densidad electrénica mas baja en el 

grupo nitro de los derivados imidazoles con respecto al MTZ, lo que permite una 

mayor biodisponibilidad y capacidad electronica que explicaria ja accion 

amebicida encontrada. 

Los valores de calor de formacién para los analogos al MTZ son Ios siguientes: 

31.470, 0.493, -6.887 y -7.774 Kcal/mol en los compuestos A, B, C y MTZ, 

respectivamente. En este caso, mientras mayor sea el calor de formacién mayor 

estabilidad termodindmica tendran ios compuestos y por lo tanto habra una 

correlacién entre la energia de union y la actividad bioldgica. 

Con el propésito de conocer algunos elementos estructurales involucrados en 

la interaccién molécula-receptor, se efectuia ademas un estudio conformacional de 

fos compuestos con relacién a los conférmeros obtenidos al realizar diferentes 
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giros en los enlaces hasta lograr la estabilidad. En el caso del MTZ, los grupos 

nitro e hidroxilo se encuentran opuestos y alejados, por el contrario, en las 

cetonas se observa una repulsion electronica del oxigeno del carbonilo con 

respecto al MTZ, debido al acercamiento del grupo carbonilo al grupo nitro. Sin 

embargo, a pesar de las diferencias conformacionales entre las series y ei MTZ, 

el grupo responsable de Ja actividad biolégica queda expuesto o disponible para 

realizar su funcién (Salgado et af. 1994). 

Finalmente, es posible argumentar que el efecto inductor (atraccién de 

electrones) a larga distancia por parte del sustituyente en e! arilo queda 

manifestado en el derivado (Ar= p-fluor fenilo) sutituyente farmacolégicamente 

mas activo (Salgado et af. 1994). 

3.0 Sistemas de pruebas para evaluar genotoxicidad 

Actualmente existen diversos sistemas biolégicos de prueba que abarcan gran 

variedad de organismos desde bacterias hasta mamiferos, los cuales han sido 

desarroilados para estimar el efecto citogenético inducido por mutagenos tanto 

fisicos como quimicos con el fin de obtener una visién mas completa del riesgo 

que implica para el ser humano (Environmental Mutagen Society 1975, Carrano y 

Natajaran 1988). No obstante, el nivel de organizacién y los sistemas metabdlicos 

de los modelos utilizados difieren de los del hombre y esto ha constituido una 

fuente de error en la toma de decisiones, ya que se ha comprobado que una 

sustancia que puede provocar dafio mutagénico en un sistema bacteriano, no 

necesariamente lo produce en células humanas (Ashby 1988). Pero cuando un 

agente dado induce alteraciones en varios organismos, incluyendo mamiferos 

debe considerarse que constituye un riesgo potencial. 

 



El andlisis dei efecto de la exposicién a agentes mutagénicos tanto in vitro 

como en individuos ocupacionalmente expuestos también es posible mediante el 

uso de modelos celulares, como fibroblastos de piel, células epiteliales de 

descamacién de mucosa (oral y vejiga), células de la médula 6sea, asi como 

eritrocitos y linfocitos de sangre periférica en los que es posible evaluar 

numerosos tipos de dafo a} ADN, a nivel cromosémico, con el estudio de 

aberraciones cromosdémicas, (CH 6 de micronucleos (WHO/PC1985). 

3.1. Linfocitos humanos 

El sistema de finfocitos de sangre periférica ha demostrado ser un indicador 

extremadamente sensibie tanto in vitro como en individuos ocupacionalmente 

expuestos a divérsos agentes para el andlisis de alteraciones cromosomicas 

estructurales, ya que presenta las ventajas siguientes (Evans y O’Riordan 1975, 

Das 1988) : 

¢ Facil disponibilidad de gran cantidad de células cuya obtencién es 

sencilla, ya que 1 ml de sangre puede contener de 1 a 3 millones de 

tinfocitos. 

« Generalmente permanecen en estado Go/G1 en |a circulacién periférica y 

normalmente no se dividen in vivo, asi que las lesiones que se inducen 

permiten la formacién de ICH 6 de aberraciones que pueden permanecer 

en estas células por varios dias, meses 0 afios. 

@ Son faciles de estimular para crecer en cultivo, agregando un mitégeno, la 

fitohemaglutinina (FHA). 
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@ Tienen una proporcién baja de aberraciones cromosémicas espontaneas. 

+ Bajo ciertas condiciones carece de activacién metabolica, sin embargo, 

se induce agregandole (a fraccion S9. 

En experimentos in vitro se puede trabajar con un amplio rango de 

concentraciones de fa sustancia a verificar. Esto da la oportunidad de evaluar mas 

exactamente la dependencia concentracién-efecto y también el espectro de 

aberraciones inducidas (Zurkov y Yakovenko 1976). 

3.2. Intercambios de cromatidas hermanas (ICH) 

Uno de los métodos recomendables para la deteccién de dafio primario al ADN 

es el. ICH tanto in vitro como en individuos ocupacionalmente expuestos a 

mutagenos y/o carcinégenos, ya que se ha considerado, desde el punto de vista 

citogenético, una prueba sumamente sensible, mas rapida y sencilla que la de 

aberraciones cromosémicas. También se ha usado para detectar y diferenciar 

gran cantidad de enfermedades en la fragilidad de cromosomas que predisponen 

a la neoplasia, especialmente en cultivos humanos de sangre periférica (Das 

1988) 

Los ICH son cambios reciprocos de secuencias de ADN en un locus homdlogo 

de dos cromatidas del mismo cromosoma durante la replicacién del ADN. Este 

intercambio molecular puede ser facilmente visualizado en un microscopio de luz 

en células en metafase mediante el método de fluorescencia mas Giemsa (FPG), 

que consiste en dejar a las células durante dos ciclos de replicacion en presencia 

de un analogo de la timina, la 5-bromodesoxiuridina (BrdU) y tefirlas con los 

colorantes Hoechst 33258 y Giemsa. Las cromatidas bifilarmente sustituidas con 

BrdU se tefiran mas débiles que las unifilares (Fig. 5). En esta metodologia es 

oe ye A
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necesaria la aplicacién de luz ultravioleta o de mercurio por distintos periodos 

después de la tincién con Hoechst, ya que la exposicién a la luz produce una 

reaccién de fotdlisis en el ADN doblemente sustituide con BrdU lo que reduce la 

tincian con Giemsa mientras que en la cromatida unifilarmente sustituida esta 

reaccion es menor y ei coforante tifie intensamente (Perry y Wolff 1974). 

El ICH es un fenédmeno dependiente de la replicacion del ADN, por lo tanto, 

una célula somatica normal puede producir un cierto nivel basal de ICH pero no 

es posible observar en células que no pasan por replicacién en presencia de 

precursores. Aunque el mecanismo molecular en el proceso de intercambio aun 

no se ha resuelto, involucra rompimiento y reunién de 4 hebras de ADN, una 

conexién entre las hebras de uno y de otro brazos del mismo cromosoma y la 

reunidén de tas hebras en su nueva localizacién. Sin embargo, es importante 

reconocer si ef rompimiento y ja reunion ocurren sin producir modificaciones en el 

material genético. Sobre ello hay gran cantidad de informacion de la relacion 

entre los (CH inducidos y otros efectos genéticos in vitro e in vivo. 

Varios estudios han demostrado que la frecuencia de ICH aumenta 

dramaticamente cuando jos cuitivos de células o animales completos, incluyendo 

al hombre, se exponen a mutagenos y/o carcindgenos conocidos. Cuando céiulas 

de criceto chino en cultivo se exponen experimentalmente, se describe que la 

induccién de {CH esta linealmente relacionada con el incremento de mutaciones 

en un sdlo gen pero si las células se exponen a varios agentes quimicos, 

entonces difieren del tipo de lesién al ADN que se produce (Carrano et al. 1978 

Nishi et af, 1984). La relacién entre los ICH inducidos y la frecuencia de 

mutaciones es distinta con cada uno de esos agentes, sugiriendo que cada tipo 

de lesion formada se desarroila de manera diferente en la céluia, favoreciendo 

asi la formacién de ICH 6 mutaciones. Es posible que la misma lesién sea capaz 
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de producir mutaciones y/o alteraciones que inducen ICH y que este fendmeno 

sea un subgrupo de aquellas que originan mutaciones. 
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NORMAL CON INTERCAMBIOS 
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Fig. 5 Mecanismo de intercambio de cromatidas hermanas incluyendo la replicacién 
cromosémica y la incorporacién de 5-BrdU durante dos ciclos de replicacién 
(ly i). 

 



29 

En otros trabajos realizados, se compara la transformacidn celular in vitro o de 

tumores in vivo, demostrandose que la formacién de ICH esta correlacionada 

positiva y directamente con la induccién de la transformacién in vitro de células 

embrionarias de criceto sirio. Esta relaci6n se menciona para 5 agentes quimicos 

pero no para radiacién X. La tasa de ICH inducidos/frecuencia de transformacién 

varia para cada agente (Popescu et af, 1981). 

También ha sido evidente el incremento en la frecuencia de ICH en fumadores 

y en individuos bajo quimioterapia. Dichos resultados sugieren que una poblacién 

de linfocitos con frecuencia elevada de ICH puede permanecer durante largos 

periodos después de terminar la exposicién, lo que puede representar un dafio 

persistente en los linfocitos con vida media larga o en una subpoblacién sensible. 

Si esto es cierto, seria un medio apropiado para cuantificar el dafio persistente in 

vivo (Lambert ef af. 1978, Musilova et al. 1979, Hopkin y Evans 1980, Carrano 

y Moore 1982). 

Varios factores biolégicos o fisicos varian la frecuencia normal de ICH, pero en 

general se acepta que son normales de 6 a 12 ICH por célula. Algunos 

investigadores han comparado las frecuencias basales de ICH entre hombres y 

mujeres y no han observado diferencias significativas (Alhadeff y Cohen 1976, 

Crossen et al, 1977, Carrano y Moore 1982). 

Existen varios modelos para explicar !a formacién de los ICH y su significado 

bialégico. E! mas aceptado hasta el momento es e! propuesto por Painter (1980) 

que considera que los ICH se presentan con mayor frecuencia en las zonas de 

union entre grupos de replicones durante la replicacién (Fig.6). Este principio esta 

apoyado por la evidencia de que ciertas enzimas, las topoisomerasas, inducen y 

reuinen los rompimientos. Agentes como la mitomicina C (MMC) y la luz 

ultravioleta inhiben la sintesis de ADN por bloqueo de la elongacién de la cadena 

y sus efectos se encuentran en varios estadios de la duplicacién, de manera que 
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estos compuestos reducen la velocidad de desplazamiento de fa horquilia de 

duplicacién, pueden generar una situacion en donde existan 4 extremos libres 

(dos nacientes y dos paternos) de un grupo de replicones completamente 

duplicados y éstos pueden estar opuestos a los dos extremos libres (ambos 

paternos) del replicén adyacente que se encuentra parciaimente duplicado. Esto 

conduce a ja conexién entre grupos de replicones en los cuales un segmento 

duplicado se encuentra al lado de un segmento no duplicado (Fig. 6). 

Se sugiere que fos rompimientos de la doble hebra de AON en estas 

conexiones son formados y reunidos por la accién de las topisomerasas | y tt que 

se encuentran localizadas en las células de mamifero (Liu et af 1980). 

Ocasionaimente, en lugar de una reunion normai, el rompimiento es sellado por la 

reunion de hebras hijas de una molécula duplicada a la molécula no duplicada. 

Por lo tanto, ef ICH es iniciado cuando las hebras hijas nacientes de un grupo 

duplicado se combinan con hebras progenitoras de un grupo parciaimente 

duplicado y el ICH se termina de formar cuando estos ultimos grupos completan la 

duplicacién. Este intercambio requiere de un solo evento, ef rompimiento de la 

doble hebra; esto es consistente con los datos que sugieren que ta formacién de 

los ICH esta en funcidn lineal con la dosis dei agente (Perry y Evans 1975, 

Carrano et al. 1978).
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Fig. 6 Modelo de replicacién de doble hebra en la unién entre los grupos de 

replicones para el intercambio de cromatidas hermanas (Painter 1982).
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3.3 Cinética de proliferacién celular e indice mitético 

Se llama ciclo celular a los diferentes estados subsecuentes de una célula 

eucariética en divisién e involucra dos procesos fundamentales: la interfase y la 

mitosis, esta ultima produce dos céiulas hijas idénticas a partir de una célula 

precursora. La interfase comprende: G;, S y G2. En la fase G, la célula se prepara 

para la sintesis del ADN. Las enzimas y proteinas que se requieren para iniciar y 

efectuar la replicacién det ADN se sintetizan al final de las fases G, y al inicio de 

S. La fase § es el periodo de sintesis det ADN durante el cual se genera una 

segunda copia de] genoma entero. En la fase G; la célula se prepara para ja 

divisién, sintetizando moléculas que se requieren para ia mitosis. Ei tiempo que 

transcurre entre una mitosis y otra se denomina periodo de interfase. Existe 

ademas, !a fase denominada Go, la cual se considera como un estado de “reposo" 

de las células que no se encuentran en proliferacién. En esta etapa, et 

metabolismo principal de fa célula esta disminuido, incluyendo muchos de los 

procesos usualmente activos como la transcripcién y la sintesis de proteinas 

(Draetta 1990, Grafia y Redy 1995). 

€1 orden de los eventos que se llevan a cabo en el ciclo celular se asegura por 

la dependencia que existe entre cada uno de ellos, es decir, que los eventos 

finales no se Hevan a cabo sino hasta que los iniciales se han completado. Por 

ejemplo, deben retrasar ef inicio de la mitosis o la meiosis hasta que se haya 

finalizado la replicacién dei ADN; un error en la espera puede producir células 

menguadas en un cromosoma, alteracién capaz de provocar la muerte celular 

(apoptosis) o cancer (Kirschner 1992, Murray 1992). 

Los principales eventos dei ciclo celular en eucariotes se inician por proteinas 

cinasas cuyas actividades dependen de la unién a ciclinas (cinasas dependientes 

de ciclinas 6 CDKs). Por ejemplo, la fase M (mitosis) se inicia por la activacién 

repentina del factor promotor de la maduracién (FPM), el cual tiene un dimero de 
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¢de2 (!a subunidad cinasa) y una ciclina mitdtica. Similarmente, la fase S se inicia. 

por cde2 (un homdlogo de la cinasa) en asociacién con diferentes ciclinas. Hay 

tres mecanismos para activar y desactivar el complejo ciclina-CDK: (1) !a actividad 

de ios dimeros puede regularse alterando ef estado de fosforilacién de la 

subunidad cinasa; (2) los dimeros pueden crearse y destruirse mediante la 

sintesis y la degradacién de ja ciclina y (3) las proteinas unidas al dimero pueden 

proteger o inhibir la actividad CDK (Tyson ef a/. 1996). 

La sintesis y la degradacién de cdc2 es balanceada, asi que su concentracién 

permanece constante durante el ciclo. La actividad de cdc2, sin embargo, fluctua 

debido a su interaccién con la ciclina y a la fosforilacién de dos residuos, un 

inhibidor de tirosina y un activador de treonina (Tyr15 y Thr161). La unidn de la 

ciclina promueve ia fosforilacion de cdc2 en ambos sitios. Si el dimero cdc2- 

ciclina se interrumpe por ia degradacién de fa ciclina, entonces el monérmnero cdc2 

es rapida y completamente desfosforilado. E! estado de fosforilacién de Tyr15 es 

determinado por una cinasa (wee1) y una fosfatasa (cdc25). Asi que tanto weet 

como cdc25 son regulados por fa fosforitacion: hay una disminucién de la 

actividad cinasa de wee’ y un incremento de ia actividad fosfatasa de cdc25 para 

que las células entren a mitosis. Aunque parece que e] FPM activo esta 

involucrado directa o indirectamente en la regulacién de wee y de cdc25 (Tyson 

et al. 1996). 

La degradacion de la ciclina es reguiada por ia via de ubiquitinacién, ésta se 

activa cuando fas células salen de ia mitosis y entran a la fase G;, pero es mucho 

menos activa en las fases S, G, y M. El FPM activo puede aceierar ia degradacién 

de las ciclinas mediada por ubiquitina y la sefal parece ser indirecta ya que hay 

un significante retraso de tiempo entre la adicién del FPM y el cambio en el 

porcentaje de la degradacidén de las ciclinas (Tyson et al. 1996).
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Ei AON de todas las céluias, aun de las que no estan en crecimiento, se 

encuentra sujeto a dafio fisico o quimico. Los cambios incorrectos en las: bases 

del ADN de las células que no estan en crecimiento, podrian generar la 

produccion de proteinas defectuosas a una cantidad inaceptable. Una mutacion 

puede hacer que una célula de apariencia normal, no reciba correctamente los 

mensajes externos y altere su proceso de division. Si bien es cierto que la célula 

tiene sistemas que detectan y llegan a corregir mutaciones, algunos dafios pasan 

inadvertidos. La acumulacién de alteraciones genéticas puede transformar a la 

célula en tumorigénica que, a diferencia de una célula normal ya no responde a 

las sefales inhibidoras que controlan su crecimiento, cambia su morfologia y 

adquiere la propiedad de replicarse sin medida. Finalmente, las células 

cancerosas invaden los tejidos sanos en cualquier zona corporal, se habla 

entonces de metastasis (Nasmyth 1990, Kirschner 1992, Murray 1992). 

La formacién det complejo ciclina-CDK permite la interaccién con otras 

proteinas que son codificadas por oncogenes y genes supresores de tumores y 

entonces modifican o cantrolan el ciclo celular ( Grafa y Reddy 1995, Tyson et 

al. 1996). Se han descrito dos tipos de mutaciones que pueden desregular la 

divisién celular: dominantes de funcién adquirida en genes que normaimente 

juegan un papel importante en el curso dei ciclo celular (por ejemplo, CLN3) y 

recesivas en pérdida de funcidn en genes como FAR1 y FUS3 que aunque no 

participan en la progresién del ciclo celular son necesarios para la regulacién de 

factores externos. Por lo tanto, ef mecanismo molecular por el cual estas 

mutaciones actlian puede relacionarse con las dos clases de genes involucrados 

en la tumorigénesis: los oncogenes y anti-ancagenes (0 genes supresores de 

tumores). Se considera que la mayoria de ios proto-oncogenes estan involucrados 

en los procesos necesarios para la divisidn celular y pueden convertirse en 

oncogénicos por fas mutaciones dominantes de funcién adquirida. Por otro lado, 

los genes supresores de tumores son indispensables para la division celular pero 

a la vez son requeridos para la regulacién normal (Nasmyth 1990, Grafia y Reddi 
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1995). Las mutaciones en estos genes dan como resultado la desregulacién de la 

division celular. Los genes supresores mutados son recesivos, de modo que se 

requiere que existan alteraciones en ambos alelos normales para eliminar su 

funcién. Muchas de las formas de canceres humanos hereditarios, tales como el 

retinoblastoma y el sindrome de Ly-Fraumeni, son ocasionados por la transmision 

de genes supresores defectuosos, Rb y p53, respectivamente. Las pruebas 

experimentales recientes sobre la restauracion de Ia funci6n de estos genes en 

algunas células tumorales han demostrado el detenimiento del ciclo celular o bien 

la muerte de la célula, io cual confirma la importancia de estos genes en la 

biologia del cancer ( Levine 1993, 1995, Muller ef af. 1993). 

£1 gen supresor de tumores p53, se localiza en el cromosoma 17, banda 

p13.1 del genoma humano. Consta de 11 exones, que abarcan aproximadamente 

20 kb, 10 de éstos, det 2 al 11, comprenden fa regidn que codifica para una 

fosfoproteina de 393 aminoacidos, con localizacién primordiaimente nuclear. El 

ARN mensajero totalmente procesado, es de 2.2 a 2.5 kb y se expresa en todas 

las células del cuerpo, presentandose los niveles mas elevados en las dei bazo y 

del timo (Levine 1993). Las mutaciones en este gen supresor se presentan con 

una frecuencia muy alta, mas del 50 % de gran variedad de tumores y canceres 

(Holistein ef af, 1991). En la mayoria de jos casos, ambos alelos estan 

inactivados, uno por mutaciones puntuales y el otro por una delecién parcial o 

total (con fa consecuente pérdida de la expresién del gene). Dentro de tas 

mutaciones puntuales, el 90 % son denominadas de sentido equivocado, muchas 

de las cuales ocurren en sitios evolutivamente conservados de la proteina y 

algunos se han llegado a considerar, sitios con alta mutabilidad. Esta clase de 

mutaciones cambia un aminoacido por otro, implicando una posible alteracion en 

la conformacién de ja proteina y en algunas ocasiones el incremento de su 

estabilidad. En ambos casos se provoca la pérdida de la funcién de p53 (Harris 

1993). 
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La pérdida de este gen supresor predispone al cancer, !o cual sugiere que 

p53 actua principaimente mediando la respuesta celular ante un dafio al ADN, 

evitando ja acumulacién de mutaciones potencialmente oncogénicas y la 

inestabilidad gendmica. Se han identificado dos mecanismos a través de los 

cuales p53 puede ejercer tal efecto supresor, ya sea individualmenie o por 

combinacién de ambos. Estos son, el arresto del ciclo celular y la apoptosis. A 

esto hay que agregar la relacién que tienen otras funciones adicionales de p53, 

come por ejemplo, la inhibicion de la angiogénesis y su participacion en el 

envejecimiento celular con su actividad supresora de tumores (Dameron et al. 

1994, Atadja et af. 1995). 

La respuesta celular ante un dafio al ADN, consiste en un rapido y 

adecuado incremento en los niveles totales de p53, debido a ta estabilizacién de 

la proteina, es prontamente degradada. En este sentido, la expresién de p53 tiene 

como efecto primario detener la progresién del ciclo celular; se ha demostrado 

que dicha proteina esta involucrada en los tres puntos de restriccién (G,, S y G2), 

aunque se tiene mas informacién sobre G,, el cual esta mediado principaimente 

por: 1) la inhibicidn del PCNA, que es una subunidad reguladora de la ADN 

polimerasa delta y que participa en la replicaci6n de! ADN y 2) ia inhibicién del 

complejo ciclina G,/CDKs, evitando la fosforilacidn de proteinas tipo-Rb, tales 

coma p107, 9130 y ain ja misma Rb, !o cual impide activar la transcripcidn de los 

genes requeridos para la progresién de G, a S. Sin embargo, p53 no sdlo 

funciona como freno det ciclo celular, sino que la regulacién de la supervivencia 

celular es aun mas importante que el mantener la estabilidad gendémica. La 

apoptosis, ademas de ser considerada como un proceso dentro de ia fisiologia de 

las células, puede inducirse por la accién de estimulos traumaticos o estresantes 

para éstas, tales como la radiacién ionizante, exposici6n a drogas y ja 

sobreexpresion de proteinas celulares y virales. Sin embargo, es poco lo que se 

ha logrado esclarecer de esta funcion de p53. La introduccién de su forma 

funcional en algunas \ineas celulares tumorales ha resultado en la activacién del 
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mecanismo de muerte apoptética. Aunque la apoptosis y la supresion dela 

proiiferacién celular son dos fenémenos diferentes, la finalidad de ambos, es fa 

misma, prevenir la propagacién de mutaciones a fa progenie celular (Shaw et al. 

1992, Aloni et af. 1995, Levine 1995). 

En comparacién con otras pruebas biolégicas, tales como el ICH y las 

aberraciones cromosémicas, ia cinética de proliferacién de linfocitos estimulados 

por un mitégeno ha sido empleada principalmente por investigadores en 

toxicologia genética, para evitar la evaluacién de genotoxicidad a concentraciones 

citotéxicas de agentes quimicos. La adicién de BrdU a jos cultivos de linfocitos 

permite que ai incorporarse este anadlogo en lugar de la timina en el ADN de 

nueva formaci6n, se diferencien las cromatidas hermanas y se pueda identificar 

las células en metafase que se han duplicado una, dos o mas veces, haciendo el 

examen de la cinética de proliferacién de las células en division. 

La valoracién preclinica de compuestos sintéticos o de productos naturales para 

probar la actividad antitumoral generalmente conduce a evaluar la muerte celular. 

Esto puede evaluarse con el uso de dos parametros biolégicos, tales como el 

indice mitotico (IM) y la cinética de proliferacién celular (CPC). 

3.4 Mitomicina C y Ciclofosfamida 

La MMC es un agente alquilante bifuncional cuya propiedad ia adquiere 

cuando es activado por reductasas intracelulares. Su mecanismo de accién 

consiste en formar enlaces cruzados de ADN actuando en la guanina o en la 

citosina, este fendmeno ocurre de manera importante durante las fases S$ y G; del 

ciclo celular, también a dosis altas inhibe la sintesis del ARN y de las proteinas. 

En distintos sistemas de prueba ha demostrada ser mutagénico e inductor 

efectivo de (CH en células tratadas tanto in vitro como in vive a concentraciones 

que provocan muy pocas aberraciones cromosdémicas estructurales. Cuando los 

ele kastegsl
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tratamientos producen una frecuencia alta de intercambios también causan 

retraso en el ciclo celular (Crooke y Bradner 1976, Morimoto 1984, Katzung 

1994). En este trabajo se confirma el efecto de la MMC sabre {CH, CPC e JR sin 

que se involucre activacién metabdlica. 

La ciclofosfamida es un mutageno indirecto que ejerce su accién sobre ef ADN 

después de que ha sido metabolizado y principalmente induce monoaductos y 

entrecruzamientos. Su exposicién en los linfocitos junto con la mezcla S9 

incrementa la produccién de ICH con respecto a su aplicacion directa (White y 

Hesketh 1980, Hortmann ef a/. 1995). En este trabajo la CP muestra un 

comportamiento similar al reportado por White y Hesketh (1980) en ios linfocitos 

de la sangre periférica in vitro lo que indica que el sistema microsémico utilizado 

es efectivo. Este compuesto es utilizado como tratamiento en algunos tipos de 

cancer y se describe que el sistema de oxidasas de funcién mixta dei citocromo 

P-450 microsémico hepatico transforma la CP a 4-hidroxiciclofosfamida que se 

encuentra en equilibrio con la aldosfosfamida. Estos metabolitos activos son 

transportados por el torrente sanguineo al tumor y a las células normales, donde 

se presenta la fragmentacién no enzimatica de la aldosfosfamida a las formas 

citotoxicas, mostaza de fosforamida y acroleina (Katzung 1994). 

3.5 Metabolismo de mamiferos 

Et cultivo de linfocitos humanos per se tiende a tener muy bajos niveles de 

algunas enzimas involucradas en la activacién metabdlica, en particular, ta 

poblacién de citocromos P-450. Por tai motivo, las preparaciones de higado de 

fata son uSadas como suplementos metabdlicos para sistemas de cuitivos 

celulares, que incluyen homogeneizados completos, sobrenadantes de 9 000 g 

(S89, sobrenadante post mitocdéndrico), 15 000 g (S15), 104 000 g (fraccién 

microsOmica) o células intactas (generalmente hepatocitos) para probar 

mutagenos indirectos o promutagenos, ya que se ha descrito que algunos 

loatyl?
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compuestos quimicos requieren ser transformados por el higado para provocar ef 

dafio (White y Hesketh 1980, Snell y Mullock 1987}. Sin embargo, se requiere de ~ 

una fuerte adicién de cofactores para optimizar las condiciones de una 

determinada ruta metabdlica, por ejemplo, la oxidacién. 

EF! higado es el principal sitio del metabolismo de xenobidticos, pero existen 

otros tejidos como el intestine, pulmon, rifién y piel que también son importantes. 

Dentro de un tejido particular, las enzimas pueden concentrarse en diferentes 

células especificas (por ejemplo, los hepatocitos en el higado, las células 

epiteliales tipo il en el pulmén). En estas células, diferentes enzimas estan 

asociadas a distintos organelos subcelulares o compartimientos intracelulares. 

Las enzimas dependientes dei citocromo P-450 se localizan en ef reticulo 

endoplasmico, mientras que las enzimas de conjugacién (metabolismo fase 4), 

como glutation y sulfuro transferasas son predominantemente citosdlicas. Se 

considera que fa oxidacion dependiente de citocromo P-450 es normalmente una 

tuta de activacion y la de conjugacién una ruta de desintoxicacién (Snell y 

Mullock 1987). 

Los citocromos P-450 (P-450s) fueron descritos inicialmente como pigmentos 

de naturaieza hemoproteica que muestran una intensa banda de absorcién a 450 

nm cuando se reducen usando ditionato de sodio y el complejo de mondxido de 

carbono. Esta superfamilia de hemoproteinas estan unidas a membrana y tienen 

un tamafio de 45 a 65 kD. La funcidn principal de P-450s es convertir compuestos 

quimicos a derivados que pueden ser faciimente eliminados del cuerpo. Esto 

generalmente ocurre a través de oxidaciones de sustancias hidrofébicas mediada 

por P-450, sequido por reacciones de conjugacién. Para algunos compuestos 

extrafios, e| metabolismo por P-450 resulta en la produccién de metabolitos 

“activados’ que pueden causar muerte celular y mutaciones génicas (Gdnzalez y 

Gelboin 1993, Goeptar ef af. 1995).
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Todos los P-450s poseen una union no covalente hemo-hierré en forma de- 

protoporfirina IX (Fig. 7) y se han encontrado en bacterias, levaduras, plantas y 

animales. En mamiferos, una cantidad limitada de P-450s estan involucradas en 

vias metabdlicas de sintesis de esteroides, mientras que la mayoria intervienen 

en ei metabolismo de compuestos extrafios. Los P-450s esteroidogénicos llevan 

reacciones muy especificas y no metabolizan sustratos no relacionados. Los P- 

450s que metabolizan compuestos xenobidticos se localizan en el reticulo 

endoplasmico celular y se unen a esta red de membrana por un péptido amino- 

terminal hidrofébico. Se cree que una porcién de la estructura globular de la 

enzima es embebida en fa bicapa lipidica (Fig. 7). Esta localizacién de membrana 

es ideal para fa funcidn de los P-450s en la transformacién de sustratos 

hidrofébicos. Algunas enzimas de conjugacidn se localizan en las membranas, 

pero otras se encuentran en el compartimiento citosdlico de ta céiula, facilitando 

las conversiones de estos sustratos a derivados hidrofilicos (Génzalez y Gelboin 

1993). 

Al considerar a todos fos organismos ia cantidad de familias de P-450s es 35. 

Los mamiferos solo poseen 12 familias y 22 subfamilias. Los P-450s que 

metabolizan compuestos extrafios comprenden solo ias familias 1, 2, 3 y 4 

(Nelson ef a/. 1993). 

La mayoria de los agentes quimicos extrafhos no son solubles en agua, por lo 

que las enzimas cejulares los convierten a derivados hidrofilicos que pueden ser 

facilmente eliminados def cuerpo. Esto generalmente ocurre por dos vias 

diferentes, llamadas Fases | 6 de funcionalizacién y Il 6 derivacién. Las 

teacciones de fase t llevan a cabo oxidaciones, reducciones e hidrdlisis, 

agregando o exponiendo grupos funcionales ( -OH, -SH, -NH2, -COOH), 

aumentando la solubilidad del compuesto en el agua y constituyendo e! sustrato 

para jas reacciones de Fase li. Las enzimas de fase Il 6 también ilamadas de 

conjugacién, usan grupos hidroxilos como substrates para la adici6n de
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cosubstratos _hidrofilicos que incluyen, | UDP-glucoronosiltransferasas; ‘- 

sulfotransferasas, N-acetiltransferasas, N-aciltransferasas, metiltransferasas y 

glutati6n transferasas. Las reacciones de conjugacién originan productos muy 

solubles en agua que son reabsorbidos en el tracto intestinal (circulacién 

enterohepatica) y finalmente son excretados por ei cuerpo (Gonzalez y Gelboin 

1993), 

Las reacciones de Fase | eventualmente conducen a la formacién de 

metabolitos reactivos que fogran unirse covalentemente a macromoléculas de 

varios tejidos causando mutaciones génicas y muerte celular y. Sin embargo, las 

reacciones metabdlicas mencionadas anteriormente pueden cambiar un 

compuesto xenobidtico a una forma menos {éxica que el compuesto quimico 

original (Huggett et af. 1992). 
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Fig. 7. Representacién esquematica del citocromo P450 metabolizando 

compuestos extrafios. 
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i. HIPOTESIS 

Si los nuevos andlogos al metronidazol tienen cambios conformacionales 

importantes en sus moiéculas que disminuyan su toxicidad con respecto al MTZ, 

esto se vera reflejado en ta reduccion del efecto sobre la cinética de proliferacién 

celular, indices de replicacién y mitético y una accién similar en la induccién de 

intercambios de cromatidas hermanas. 

ti, OBJETIVOS 

® €valuar ja genotoxicidad de 1-(p-metilfenacil)-2-metil-5-nitroimidazol, 1-(p- 

metoxifenacil)-2-metil-5-nitroimidazol y 1-(p-fidorfenacil)-2-metil-5- 

nitroimidazoi, mediante el analisis de ICH en cultivo de linfocitos humanos de 

sangre periférica con y sin activacién metabdlica, de forma comparativa con et 

MTZ. 

e E€stimar la accién de estos farmacos sobre ia cinética de proliferacién celular, 

indices de replicacién (IR) y mitdtico ([M). 
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il. HIPOTESIS 

Si los nuevos andlogos al metronidazol tienen cambios conformacionaies 

importantes en sus moléculas que disminuyan su toxicidad con respecto ai MTZ, 

esto se vera reflejado en ta reduccién del efecto sobre la cinética de proliferacion 

celular, indices de replicacién y mitético y una accién similar en la induccién de 

intercambios de cramatidas hermanas. 

I, OBJETIVOS 

® f€vaiuar la genotoxicidad de 1-(p-metilfenacil)-2-metil-5-nitroimidazal, 1-(p- 

metoxifenacil}-2-metil-5-nitroimidazol y 1-(p-fidorfenacil)-2-metil-5- 

nitroimidazol, mediante el andalisis de ICH en cultivo de linfocitos humanos de 

sangre periférica con y sin activacion metabdlica, de forma comparativa con el 

MTZ. 

e Estimar la accién de estos farmacos sobre la cinética de proiliferacién celular, 

indices de replicacidn (IR) y mitdtico (IM). 
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lV. MATERIALES Y METODOS 

4.1 Preparacién de soluciones 

Con base en las dosis establecidas in vitro de la actividad biolégica sobre 

cultivos axénicos de Entamoeba histolytica, se establecieron las siguientes 

concentraciones: 2.03 X 10°, 4.06 X 10% 8. 13 X 10% 2.03 x 10°, 4.06 X 10%, 

6.50 xX 10° y 1.22 X 10*M para 1-(p-metilfenacil)-2-metil-5-nitroimidazo! (A), 1.91 

X 10% 3.82 X 10°, 7.63 X 10°, 1.91 X 10%, 3.82 X 10%, 6.11 X 10° y 1.15 X 10M 

para 1-(p-metoxifenacil)-2-metil-5-nitroimidazol (B), 2X 10° 4X 10%, 8X 10%, 2x 

10°, 4 X 10°, 6.4 X 10° y 12 X 10% M para 1-(p-fldorfenacil)-2-metil-5- 

nitroimidazol (C) y 2.92 X 10°, 5.84 x 10% 1.17 X 10°, 2.92 X 10°, 5.84 x 10%, 

9.35 X 10° y 1.75 X 10% para el MTZ. 

Se utiliza como disolvente ef dimetiisulféxida (DMSO, Merck) a una 

concentracion final de 1.78 %, debido a la insolubilidad de {os compuestos en 

agua. 

4.2 Cultivo de Linfocitos 

4.2.1 Sin Activacion Metabolica 

Se obtuvo sangre, de un donador aparentemente sano, por puncién venosa en 

jeringa heparinizada (0.3 ml), se agregaron 8 gotas en un tubo de ensayo estéril 

que contenia 5 ml! de medio RPMI 1640 con L-glutamina (GIBCO) complementado 

con 0.12 ml de fitohemaglutinina (GIBCO), esterilizados por filtracién usando 

membranas “Millipore” de 0.45 um y se incubaron por 24 horas a 37°C, 

transcurrido ese tiempo se aplicaron fas diversas concentraciones antes 
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mencionadas, tanto del MTZ y sus tres andlogos como del testigo y el disoivente y 

se agregaron 100 pl de 5-Bromodesoxiuridina (6.5 x 10° M BrdU, Merck) a todas 

los cultivos. 

4.2.2 Adicién de ta Mitomicina C (MMC) en ausencia de la fraccién S9 

Como testigo positive se utilizé la MMC (Sigma) a una concentracion final de 1 

x 107M ya que se ha comprobado que es un mutageno directo. 

4.2.3 Cosecha y Tincién diferencial 

A las 70 horas de iniciado el cultivo se agregaron 100 pl (5 X 10°) de colchicina 

(Merck) a cada tubo. Al transcurrir las 72 horas ios cultivos se centrifugaron a 

1,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, se elimino el 

sobrenadante e inmediatamente el bot6n se resuspendid con una solucion 

hipoténica de KCi (Merck) 0.075 M a 37°C y se dejé por 20 minutos en Ia 

incubadora, se centrifugaron nuevamente y el botén se iavd con 10 mi del fijador 

metanol-acido acético (3:1), después de 20 minutos, se desechd el sobrenadante 

y se resuspendid el boton con el fijador permaneciendo en reposo durante 10 

minutos @ temperatura ambiente. Se centrifugé finalmente el botén y se 

resuspendié en 0.5 ml de fijador ( Purrot y Lloyd 1972) para preparar las 

laminillas. Por cada concentracién se elaboraron 4 laminillas por goteo y se 

dejaron secar ai aire. Se revisaron al microscopio de contraste de fases con los 

objetivos de 16X y 40X para seleccionar las que tuvieran mayor cantidad de 

metafases, 

Para la tincidn se utilizé el método de fluorescencia mas Giemsa (Perry y Wolff 

1974), las taminillas con metafases se colocaron en el colorante fluorocromado 
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Hoechst-33258-agua destilada (1:9) por 40 minutos en la oscuridad en cajas de 

Coplin. Posteriormente se pusieron en solucién de citrato de sodio salino (2X 

CSS, Baker) a 60 °C y se irradiaron con Juz negra durante una hora, después se 

introdujeron en CSS por una hora a 60°C y se tiferon con Giemsa (Merck), diluida 

en una solucién Sorensen (pH 6.8) (1:10) a 60 °C durante 2 minutos. 

Para el} registro de ICH se observaron 25 metafases de segunda division de 

cada una de las concentraciones asi como de los testigos negative y positive. Se 

realizaron dos experimentos. Los ICH intersticiales se cuantificaron como dos 

eventos y los terminales como uno. La CPC se determinéd en cada experimento 

examinando células de primera (M1), segunda (M2) y tercera (M3) divisiones en 

100 metafases consecutivas, las cuales se clasificaron de acuerdo con su patron 

de tincién (Fig.8). El indice de replicacién (IR) se calculé de acuerdo con la 

formula (Lamberti et af. 1983): 

IR= M1 + 2(M2) + 3(M3) / 100 

E\ indice mitotico (iM) se analizo en 2,000 células y se evalué como sigue: 

IM = (No. de metafases / células en interfase) X 100 

Para evitar los prejuicios en ef registro, se reetiquetaron todas las 

preparaciones de tal manera que no se tuvo conocimiento de! grupo al cual 

pertenecian. 
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Fig. 8 Cinética de proliferacién celular: metafases de primera (a), segunda (b) y 

tercera (c) divisiones. 

4.2.4 Con activacién Metabdlica ($9) 

4.2.4.1 Extracto S9 

La adicién de enzimas involucrada en la actividad metabolica de mamiferos, 

aplicada de manera exdgena al ensayo de cultivo de linfocitos, tiene un valor 

complementario en la evaluacion mutagénica. Se utilizd la fracci6n microsémica 
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$9 de higado de rata en su forma comercial (Mo! Tox) preparada de acuerdo con 

Ames et al. (1975) y Frantz y Malling (1975). El liofilizado fue reconstituide con 

0.15 M de KCI (Merck) estéril. Las caracteristicas del contro! de calidad de ja 

fraccién S9 que se utilizé en los experimentos se inctuye en la tabla i. 

TABLA Ii. Control de calidad de la fraccién S9 utilizada en este trabajo. 
  

Lote No. 0370 Agente inductor: Aroclor 1254 

(KL615) 
  

BIOQUIMICA 

Proteina: 35 mg/ml 
  

Actividad de Alcoxirresorufin-o- 

  

  

  

        
eaiquilasa 

isoenzima Actividad especifica (picomoles de 

resorufina/min/mg proteina) 

Etoxirresorufin-o-dietilasa 29170 

Pentoxirresorufin-o-dipentilasa 2248 

Benziloxirresorufin-o-alquilasa No detectado 

  

4.2.4.2 Mezcia S9 

Se realizé de acuerdo con Ames ef a/. (1975): se prepararon 10 mi de mezcla 

$9 se preparé conteniendo 1 mi del extracto S9 junto con un sistema generador 

de NADPH, que consistié en cofactores estériles: 0.2 mi de MgCl, (0.4 M, Baker), 

5 mi de amortiguador de fosfatos (0.2 M Na;HPO, y NaH2PQ, (Baker), pH 7.4), 

3.35 ml de agua destilada, 0.4 mi de NADP (0.1 M, Sigma) y 0.05 mi de Glucosa- 

6-fosfato (1M, Sigma) recién preparados (White y Hesketh 1980). 
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De ta misma manera que para los tratamientos directos se agregaron 8 gotas 

de sangre en un tubo de ensayo esteéril que contenia 5 mi de medio RPMI 1640 

con L-glutamina (GIBCO) complementado con 0.12 ml de PHA (GIBCO) 

esterilizados por filtracién “Millipore” de 0.45 um. Los cultivos se incubaron 

durante 72 horas: a las 24 horas de iniciado el cultive se aplicaron 100 pi (6.5 X 

10°M) de 5-BrdU. A las 48 horas se agregaron 500 ul de la mezcla S9 al testigo, 

al disolvente y a las distintas concentraciones de los compuestos A, B y C, 

manteniéndose por 2 horas (1 hora en reposo y 1 hora en agitacién). Después del 

tratamiento las célutas se favaron dos veces con 10 mi de cloruro de sodio al 0.9 

% (Pisa) y se adiciondé de nuevo 5 mi de medio GIBCO complementado con 0.12 

mi de PHA y 6.5 X 10°M de 5-BrdU, se dejaron por 24 horas mas. A las 70 horas 

de iniciado et cultive se afadieron 100 pl (5 X 10*M) de colchicina tanto al testigo 

como a las diferentes soluciones de los tres compuestos andlogos al 

metronidazol. 

4.2.4.3 Adicién de ciclofosfamida (CP) en presencia y ausencia de la 

fraccién S9. 

Se usd la CP como testigo positive. Se agregaron 50 ul (4 x 19° M) de CP sin 

y junto con 500 yl de la mezcla S9 a las 48 horas de iniciado el cultivo y se 

dejaron durante 2 horas. Posteriormente se lavaron con cloruro de sodio ai 0.9 % 

(Pisa) y se les agregé nuevamente 5 ml de medio GIBCO complementado can 

0.12 mi de FHA. 

4.2.4.4 Analisis estadistico 

Para ICH e IR se aplicé el analisis de varianza y la prueba de comparacion 

muitiple de Newman-Keuls, para la cinética de proliferacién (CPC) y para et IM se 

empled la prueba de 72 . 
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V. RESULTADOS 

Los datos que aparecen en las tablas lll y IV, corresponden a un experimento y 

a Su repeticion tanto del testigo como de los diversos tratamientos de! MTZ, sus 3 

analogos y el disolvente, en cultivos de linfocitos de 72 horas con y sin activacion 

metabdlica. 

E! DMSO, aplicado en los experimentos como disolvente ai 1.78 % con y sin 

activacién metabdlica no incrementé significativamente la frecuencia basal de 

ICH, CPC, IM e IR (Tablas Ii y IV). 

La exposicién de los cultivos de linfocitos humanos sin activacién metabdlica 

tanto al MTZ como a sus compuestos analogos, 1-(p-metilfenacil)-2-metil-5- 

nitroimidazol (A), 1-(p-metoxifenacil)-2-metil-5-nitroimidazol (B) y  1-(p- 

fluorfenacil)-2-metil-5-nitroimidazol _(C) en concentraciones de 2 x 10° a 1.75 X 

10% M durante 72 horas, no revelaron diferencias significativas en la incidencia de 

ICH con respecto al testigo (Tabla Hl). 

Por otro lado, Ja tincién diferencial de las cromatidas permitié el andalisis de Ja 

cinética de proliferacion celular (CPC), notandose que tampoco el MTZ y sus 3 

analogos produjeron diferencias estadisticamente significativas con relacién al 

testigo (Tabla JI). Estas observaciones también se refiejaron en el indice de 

replicacién (IR) ya que Jos valores fueron similares al testigo y a los del 

disolvente. 

Como se esperaba, las células cultivadas en presencia de mitomicina C 

{testigo positivo) sin S9, manifestaron un incremento importante en la presencia 

de ICH y disminuciones significativas en el IMy en el IR (Tabla fll). 

Cuando se agregé la mezcla $9 a Ios cultivos de linfocitos humanos no hubo 

incremento significative de ios ICH en ninguna de las concentraciones de !os 

  Oe ee    
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farmacos y del disolvente. La ciclofosfamida (CP) produjo a ta concentracién 

aplicada (4 x 10° M) una frecuencia muy elevada de ICH ( 63.32 + 3.67), lo que 

demostré que el sistema microsémico utilizado fue efectivo (Tabla IV). 

Por lo que se refiere al indice de replicacién, al aplicar Ja prueba estadistica de 

X’, se observé aceleracién del ciclo celular a partir de las concentraciones 5.84 x 

10° M con MTZ y a 8.13 X 10°, 1.91 X 10° y 6.4 X 10% M, para los compuestos A, 

By C, respectivamente, con el sistema de activacién metabdlica. 

Con respecto al IM, en la tabla IV se observa que con la fraccién microsémica 

de higado de rata no se encontraron diferencias significativas después de los 

tratamientos con los 3 andlogos y con el MTZ. Sin embargo, para el MTZ y el 

anéaiogo B solo en las concentraciones mas altas 1.75 X 10“ y 3.82 x 10° a 1.15x 

10% M, respectivamente, sucedié la inhibicion (0.032 vs 0.045 dei testigo). 

La exposicion directa de los linfocitos a la CP con y sin la mezcla $9 no causé 

incremento significativo en la CPC y en los IM e IR (Tabla IV). 

a eee vm ct tas os css cea gs te eamamua it ae



52 

  

  

  

  

  

  

  

  

      

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      
          
  

TABLA It, ESTUDIO CITOGENETICO DE TRES COMPUESTOS ANALOGOS AL 
METRONIDAZOL (MTZ) EN LINFOCITOS HUMANOS in vitro SIN S9 

| 
Concentracién _'CH Metafases 

Molaridad X+E.E. 7 28 3t IR IM 

T 3.88 + 0.25 57 92 51 1.97 0.047 
DMSO (1.78 %) 5.42 + 0.44 55 86 59 2.02 0.025 

MMC 46.92 + 1.06" 80" 69 51 1.86" 0.025 
MTZ+DMSO. ! 
2.92 X 10° 4.92 + 0.31 52 96 52 2.00. 0.021 

§.84X 10° 4,44 + 0.27 52 85 | 63 2.06 0.024 

1.17 x10° 5,26 + 0.31 46 94; 60 2.07 0.023 

2.92 X 10° 5.20 + 0.30 50 Bi 62 2.06 0.022 

5.84 X 10° §.20 + 0.30 58 a2 | 60 2.04 0.021 

9.35 X10" 4.66 + 0.23 56 86 | 5B 2.01 0.023 

1.75 X 10" 4.34 + 0.26 57 84 | 59 2.01 0.022 
p-Me+DMSO (A) i 

2.03 X 10° 3.70 + 0.30 55 90 55 2.00. 0.024 

4.06 x 10° 472+ 0.33 60 87 53 1.97 0.024 

8.13 X 10° 3.38 + 0.22 58 92 50 1.96 0.027 
2.03 X 10° 4.12 + 0.36 59 93 48 1.95 0.026 

4,06 X 10° 5.32 + 0.23 59 86 55 1.98 0.022 

6.50 X 10° 3.84 + 0.22 54 87 59 2.03 0.022 

4,22 X 10 3.58 + 0.22 58 86 56 1.99 0.022 
p-MeO+DMSO (8) 

1.91 X 10° 3.86 + 0.30 59 86 55 1.98 0.026 
3.82 X 10° 5.02 + 0.28 56 89 55 2.00. 0.034 

7.63 X 10° 3.62 + 0.16 57 93 50 1.97 0.032 
1.91 xX 10° 3.98 + 0.20 59 91 50 1.96 0.032 

3.82 X 10° 4.28 + 0.24 59 go; S51 1,96 0.029 
6.41 X 10° 4.08 + 0,20 58 90 52 1.97 | 0.031 

4.15 X 107 4.28 + 0.28 55 a8 57 2.01 | 0,028 
p-F+DMSO (C) 

2x 107 3.70 + 0.25 52 91 57 2.03 0.023 

4X 10° 4.08 + 0.20 54 91 55 2.01 0.023 
8X 10% 5.20 + 0.35 58 89 53 1.98 0.023 

2X10" 4.60 + 0.35 57 89 54 1.99 0.025 
4X 10° 4.26 + 0.30 54 92 84 2.00. 0.026 

6.4X 140" 5.16 + 0.36 56 88 56 2.00, 0.025 

1.2X107 5.20 + 0.35 55 | 89 56 2.01 0.025 

ntercambios de cromatidas hermanas en 50 metafases de 2 experimentos 

Para la CPC (n= 200 metafases consecutivas) se aplicé X* con P> 0.05 y 

para el IM, X? con P< 0.05 

Andlisis de varianza para ICH e IR, P > 0.05 

* Significativo       
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TABLA IV, ESTUDIO CITOGENETICO DE TRES COMPUESTOS ANALOGOS AL < 

METRONIDAZOL (MTZ) EN LINFOCITOS HUMANOS in vitro CON S9 : 

I | 
Concentracion ICH Metafases 

Molaridad X+ EE. i* 28 3 iR iM 

T 3,92 + 0.27 51 93 56 2.03 0.045 
DMSO+¢SS (1.78 %) §.14+ 0.23 §5 93 $2 1.99 0.042 

s9 5.46 + 0.33 55 ge | 49 1.97 0.041 

CP+S9 63,32 + 3.67" 52 92 s6 2.02 3.040. 

cP 3.98 + 0.21 38 91 51 1.97 0.041 

MTZ+DMSO+S9 

2.92 X 10° §.54 + 0.34 44 89 67 2.12 0.040. 

5.84 X 10° §.04 + 0.33 39 82 79* 2.20* 0.042 

1.97 X10° 4.48 + 0.30 38 82 80" 2.21* 0.043 

2.92 X 10° 4.44 + 0,29 35 85 80* 2.23" | 0.040. 

5.84 X10" 5.04 + 0.27 31 86 89° 2.29 { 0,043 
9.35 X 10" 4.72 + 0.32 39 69 92" 2.27* | 0.042 

1.75 X 107 4.54 + 0.34 40 69 91" 2.26" | 0.032" 
p-Me+DMSO+S89 (A) 

2.03 X 10% §.02 + 0.25 48 82 70 2.16 0.040. 

4.06 X 10% 4.94 + 0.30 44 85 71 2.14 0.037 

8.43 X 10° §.20 + 0.34 40 85 75* 2.18" 0.037 
2.03 X 10° 4.98 + 0.35 Mu 8&3 86" 2.28" 0.036 

4.06 X 10° §.18 + 0.31 25 88 87 2.31* 0.037 
6.50X10° 6.08 + 0.37 36 79 85* 2.25° 0.039 

1,22 X 107 5.32 + 0.38 37 82 81° 2.27* 0.039 

p-MeO+DMSO+S9 (B) 

1.91 X 10° §.18 + 0.29 83 84 63 2.05 0.039 

3.82 X 10° 4.28 + 0.29 $1 92 87 2.03 0.038 

7.63 X 10% 3.96 + 0.23 47 91 62 2.08 0.038 

1.91X 10° 4.58 + 0.20 38 88 74" 2.20* 0.037 

3.82 X 10° 468 +0.21 35 82 83" 2.24" 0.032" 
6.11X 10° 4,96 + 0.35 36 80 84* 2.24* 0.032* 

1.15 X 107 4,70 + 0.27 38 80 82° 2.22* 0.032* 
p-F+DMSO+S9 (C) 

2x 10° 4.98 + 0.27 43 89 68 2.13 0.045 

4x10° 5.14 + 0.33 45 86 69 2.12 0.040. 
8x 10” 5.18 + 0.29 42 92 66 2.12 0.047 
2x 10° 4.60 + 0.28 43 86 71 2.14 0.040. 

4X 10° 490+ 0.15 44 84 72 2.14 0.038 
6.4 X 10% 4.74 + 0.31 46 79 75* 2.15 0.039 
1.2% 104 4.84 + 0.32 42 82 76* 2.17 0.039 

Intercambios de cromatidas hermanas en 50 metafases de 2 experimentos 

Para fa CPC (n= 200 metafases consecutivas se aplicd X? con P< 0.05 y para el 

lel IM, X? con P> 0.05 

Analisis de varianza para ICH, P> 0.05 ¢ IR, P < 9.05 

*Significativo     
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Vi. DISCUSION 

Ei MTZ ha mostrado ser un agente antiprotozoario efectivo con un amplio 

espectro de actividad contra organismos anaerobios. Sin embargo, la respuesta 

mutagénica en bacterias y carcinogénica en ratones, ha motivado la busqueda de 

nuevos derivados que desarrollan una actividad semejante pero con menor 

toxicidad para el humano. Con este propdsito se sintetizaron 3 andlogos de MTZ: 

41-(p-metilfenacil)-2-metil-5-nitroimidazol (A), 4-(p-metoxifenacil)-2-meti!-5- 

nitroimidazoi (8) y 1-(p-fluorfenaci!)-2-metil-5-nitroimidazol (C), los cuales han 

mostrado mayor eficacia en contra de E. histolytica a menores concentraciones 

(0.5-2 g/mL) que las usadas con MTZ (3-6 pg/mL) (Campos ef al. 1995). 

Los resultados en este estudio han puesto de manifiesto que ef MTZ y sus 3 

analogos, no causan incrementos significativos sobre la frecuencia de ICH en 

linfocitos humanos in vitro con y sin activacién metabdlica. 

La presente investigacidn coincide con trabajos previos realizados en linfocitos 

humanos tratados con MTZ tanto en concentraciones similares a las dosis 

terapeuticas como con mayores, donde se evidencia que la frecuencia de ICH no 

se eleva in vitro ni en pacientes a los que se les ha administrado (Hartley-Asp 

41979, Lambert ef ai. 1979, Elizondo et af. 1994). Sin embargo, en otros sistemas 

de prueba se ha comprobado que este compuesto posee propiedades 

mutagénicas a través de sus metabolitos, ya que se han encontrado en {a orina de 

pacientes que lo consumen diferentes compuestos que en bacterias han sido 

mutagénicos (Speck et af. 1976, Finegold et af. 1980). Ademas hay datos que 

indican incremento de cancer en individuos con la enfermedad de Crohn's 

después del tratamiento prolongado con MTZ. 

Acerca de la biotransformacion de este compuesto, se ha descrito que los 

hepatocitos, que contienen nitrorreductasas, que reaccionan con el MTZ, originan 
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entre sus metabolitos, un derivado hidroxilado, 1-(2-hidroxieti!)-2-hidroximetil:5- 

nitroimidazol, que se ha considerado como activo genéticamente, ya que es capaz 

de unirse al ADN ( Rosenckranz y Speck 1975, Connor et a/. 1977, La Russo et 

af. 1977). Los metabolitos activos pueden penetrar el epitelio intestinal y dafiar a 

las células de los pacientes que ingieren este medicamento. 

En un estudio reciente, realizado en linfocitos numanos in vitro con 

concentraciones por debajo, en y sobre el rango terapéutico, se ha reportado que 

el MTZ induce rompimientos de hebras sencillas en células detenidas (linfocitos 

no estimulados) y en proliferacién (linfocitos estimulados con FHA). El dafio al 

ADN dependio de ia concentracién del MTZ y del tiempo de cultivo o del estimulo. 

La cantidad de rompimientos de hebras sencillas es mayor en linfocitos 

estimulados que en detenidos. Los autores postulan que habiendo otros sitios de 

activaci6n del MTZ ademas de fas células del higado, la terapia con MTZ puede 

dafiar el genoma de mamiferos (Reitz et af. 1991). 

El hecho de no encontrar efecto sobre la frecuencia de ICH en este estudio, no 

significa necesariamente ausencia de dafio al ADN. Cabe mencionar que el 

incremento de rompimientos cromosdémicos y de hebras sencillas encontrados por 

Elizondo (1994) y Reitz et af. (1991) en linfocitos humanos en individuos tratados 

e in vitro, respectivamente, apoyan que el MTZ produce dario al material 

genético, lo que hace necesario ta utilizaci6n de métodos mas adecuados 

(aberraciones cromosémicas, micronucleos,etc) y sensibles para una mejor 

comprensi6n del mecanismo de accién del MTZ ante el ADN. Sin embargo, el 

dafio producido por el MTZ y sus analogos se puso de manifiesto en la cinética de 

proliferacién celular, unicamente con activacién metabdlica. Con el MTZ se 

evidencia un incremento significativo en metafases M3 conforme aumentan las 

concentraciones de 5.84 X 10° a 1.75 X 10“ M. Por el contrario, la proporcién de 

M3 en los compuestos A, B y C en dosis de 8.13 X 10% a 1.22 X 107M, 1.91 X10 

54a1.15X10*My64X 10° a 1.2 X 10% M, respectivamente, no es dependiente 
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de la concentracién, ya que la aceleracién es similar. Estas observaciones se 

reflejan al caicular el IR (Tabla IV). 

El hecho de que en el caso del MTZ y sus 3 andlogos, A, B y C en los 

tratamientos con la mezcla $9, se hayan obtenido diferencias significativas (al 

aplicarle ta prueba de X” ) en las células de tercera division (M3) implica que se 

esta provocando aceleracion del ciclo celular lo que podria significar que sus 

metabolitos son capaces de interactuar con proteinas claves de la regulacion del 

ciclo celular, especificamente con las que participan en G1/S . Esta explicacién 

puede apoyarse con base en datos descritos en fa fiteratura que proponen que 

cuando existe un desequilibrio entre ta relacién de fosforilacién y desfosforilacién 

de proteinas, provocado por fa unién de agentes quimicos, conduce a desregular 

el ciclo celular. Esta alteracién puede originarse en los sitios de unién de las 

proteinas (que forman dimeros con otras proteinas) ya que una vez sustituido por 

una molécula extrafia, ef sitio de unién de la proteina no es reconocido por su 

sustrato para pasar de un estado inactivo a activo o viceversa, lo que trae como 

consecuencia cambios conformacionaies en dichas proteinas y por consiguiente 

el descontrol dei ciclo celular manifestado en un arresto celular o en una 

aceleracion (Murray y Hunt 1993). 

Cabe agregar que los cambios en la fosforilacién de proteinas conducen a 

la transcripcién de genes de respuesta temprana que codifican a los factores 

de transcripcién los cuales inducen a la transcripcién de genes de respuesta 

tardia, cuyos productos son ciclinas de G, y de cdce2/28 que interactuan con otras 

para producir proteinas cinasas activas. Estas cinasas se cree gue tienen dos 

funciones: inactivan los genes supresores de tumores que refrenan el ciclo celular 

y activan ta repticacién de! ADN; por lo tanto, controlan los puntos de restriccién 

de fa célula (Murray y Hunt 1993). 
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Es importante comentar que en el trabajo realizado por Elizondo (1993), con 

telacion al dahio genotéxico que provoca el MTZ en linfocitos de sangre periférica 

de individuos tratados, se encontré un aumento significativo de aberraciones 

cromosémicas, rompimientos que ocurren en ambas cromatidas, fos cuales se 

duplican después dei tratamiento, es decir, que el MTZ actia antes de la sintesis. 

Con este dato, es posible apoyar que e! MTZ y sus andlogos puedan unirse a 

proteinas claves del ciclo celular durante ia fase Gv/S y que ademas, la falta de 

inducci6én de ICH pueda deberse a esto. 

Por otro lado, este mismo autor, demuestra que existe una relacién 

directamente proporcional entre el incremento de rompimientos y el aumento del 

indice de replicacién. 

EI significado biolégico de esta correlacién probablemente radique en que al 

aumentar la velocidad de divisién, se incrementan la probabilidad de que la céiula 

cometa mas errores, careciendo el sistema reparativo de la eficiencia necesaria 

para corregirlos, tanto por el incremento en la velocidad de divisidn como en el de 

'os errores durante la replicacién de la informacién genética. De hecho, se sabe 

que el MTZ aumenta la actividad de los mecanismos de reparacion en linfocitos in 

vitro (Reitz et al. 1991) y en Salmonella typhimurium (De Meo et a/. 1992). 

Anivel bioquimico, los cambios causados por el MTZ y los compuestos A y B 

en la proliferacion celular, Unicamente en presencia de la mezcla $9, sugieren 

que es necesaria una biotransformacién para expresar su accion. Asi que el MTZ 

y Sus analogos bajo determinada condicién (concentracién) probablemente al ser 

toxicos para £. histolytica, por la actividad nitrorreductasa, también sean 

capaces de ocasionar este efecto en las células det huésped. Esto puede 

explicarse porque al citocromo P-450 generalmente se le reconoce como un 

catalizador de la monoxigenacién y también cataliza la reduccién de 

xenobidticos, como es el caso de compuestos nitro. Estos agentes quimicos, por 
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ejempto, nifurimox y benzimidazoles (N-bencil-2-nitro-1imidazot-acetamida) son 

usados como drogas citostaticas contra células hipdxicas de tumores y se cree 

que la reduccién del grupo nitro es necesaria para esta actividad y/o para 

provocar efectos citotoxicos, siendo ias enzimas que catalizan esta reaccion la 

DT-diaforasa, la xantina oxidasa, la NADPHcitocromo P-450 reductasa y la 

aldehido oxidasa. Ademas, existen evidencias de que el P-450 participa en la 

reduccion de ciertos compuestos nitro (Fig. 6) que involucra las siguientes etapas 

subsecuentes: el grupo nitro es reducido por la reaccién de un electron a través 

de NADPH-citocromo P-450 reductasa a un radical anién nitro. La adicién de un 

segundo electron y de dos protones resulta de la formacién de un compuesto 

nitroso, el cual generalmente se ha considerado como un reactivo intermedio 

pero se ha observado raramente. Posteriormente la reduccién del compuesto 

nitroso produce un radical libre, hidronitréxido y la reduccion del cuarto 

electrén se origina de ta formacién de la hidroxilamina. Ademas, el P-450 

interviene en la reduccién de hidroxilamina a una amina, que es ja ultima etapa 

de la nitrorreduccion. Las transformaciones mediadas por ei P450 de compuestos 

nitro tienen un significado toxicotégico porque han mostrado que inducen 

mutaciones en bacterias y en mamiferos (Goeptar ef af. 1995). Por tal raz6n, 

probablemente el efecto encontrado por MTZ y sus 2 andlogos se debe a esta via 

de nitrorreduccién ademas de la de oxidacién, ya que durante la actividad de la P- 

450 oxigeno reductasa se forman especies reactivas pudiendo causar dafo 

irreversible a fa célula a menos que esté presente un mecanismo efectivo de 

desintoxicacién. 

Resultados similares relacionados con el incremento en la proliferacion de 

linfocitos in vitro se evidencian con otros imidazoles, tales como levamisol y 

cimetidina (Merluzzi et af. 1975, Avella et al. 1978). Ademas, se ha propuesto el 

uso del MTZ, tevamisol y cimetidina en a inmunoterapia de tumores, porque se 

incrementa la respuesta inmune de fos ratones. Actualmente se ha reportado una 

aceleraci6én en la cinética de proliferacién en individuos tratados con dosis 
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terapéuticas, la cual se determina en linfocitos de sangre periférica después del 

tratamiento con el MTZ, indicando una posible accién inmuncestimulante 

(Elizondo et af. 1994). 

En resumen, por los datos obtenidos en este trabajo se puede considerar que 

el MTZ induce dario sobre la CPC en linfocitos humanos en concentraciones 

terapeuticas (3 a 6 g/mL) (Katzung 1994) y que los compuestos A, B y C solo 

causan efecto por arriba de las dosis usuales 6-30 y 10-30 ug/ml, 

respectivamente, ya que para el caso de los andlogos la concentracién efectiva 

para provocar la muerte a E. histolytica es de 2 yg/mL. Por otro lado, al 

compararlos con el MTZ, se nota mayor dafio con este. 

Otra posible explicacién de los efectos del MTZ relacionado con la cinética 

celular es fa propuesta por Elizondo et al. (1994), de que el MTZ : pueda 

interactuar con los receptores de histamina de los linfocitos de forma similar a la 

cimetidina. Esta es un antagonista del receptor de histamina tipo 2, que bloquea 

el factor supresor que induce la produccién de histamina y origina la sintesis del 

interferén y y de ta interleucina-2. Por otra parte, la posible interaccién del MTZ 

con receptores de histamina se apoya en su efecto antiulceroso y su capacidad 

de acrecentar ia actividad contractil del agonista histaminérgico. 

Con relacién al IM, sdlo se presenté inhibicién importante en presencia de la 

fraccion microsémica de higado de rata con el metronidazol y con el compuesto B 

en las concentraciones 1.75 X 10“ M para el primero y 3.82 X 10° a 1.5 X 10°M, 

para el segundo. Estos datos obtenidos para el IM indican que tanto el MTZ como 

sus tres andlogos en dosis terapéuticas no inducen citotoxicidad con y sin 

activacién metabdlica. 

Con respecto al andlisis cuantitativo de relacién estructura-actividad (estudio 

de la actividad bioldgica de los compuestos con base en su estructura molecular 
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y/o propiedades fisicoquimicas) realizado por Campos et al. (1995) y junto con los 

resultados obtenidos en este trabajo se confirma que los tres analogos del MTZ 

tienen diferente toxicidad con relacién ala del MTZ porque: 

1. los tipos de sustituyente favorecen la actividad biolégica debido ai movimiento 

de electrones en tas moléculas de los andlogos y a la mayor disposicién para 

ser probablemente mas selectivos a las amibas que a las células de! huésped. 

2. los grupos de mayor tamario que aportan un efecto estérico impiden asi el giro 

libre de las moléculas dando como consecuencia una mayor rigidez y 

conformacién estructural termodinamicamente diferente. 

3. los productos obtenidos de la fragmentacion, son distintos de los producidos 

con MTZ. Al colocar sustituyentes aromaticos en la posicién R, se favorecen 

otros tipos de ruptura en las moléculas y por lo tanto disminuye la toxicidad y 

por ende el efecto genotdxico en los organismo que lo consuman. 

4. no hubo efecto en la CPC e IM con el sistema de linfocitos humanos periféricos 

con y sin activacién metabdlica a dosis terapéuticas. 
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vil, CONCLUSIONES 

Los resultados en este estudio demuestran que: 

1. Los tres andlogos dei MTZ : 1-(p-metilfenacil)-2-metil-5-nitroimidazol (A), 1- 

(p-metoxifenacil)-2-metil-5-nitroimidazol (B) = y 1-(p-fluorfenacil}-2-metil-5- 

nitroimidazol (C), no presentaron efectos genotdéxicos manifestados en tas 

frecuencias de ICH en linfocitos humanos in vitro con y sin activacién metabdlica. 

2. Sdlo con activacién metabélica los compuestos A, B y C revelaron un 

incremento significativo en la CPC e IR, aunque este efecto exclusivamente se 

evidencio por arriba de tas dosis terapeuticas (5 a 30, 10 a 30 y 16 a 30 pg/mL, 

respectivamente), ya que las dosis efectivas para causar la muerte a Entamoeba 

histolytica es de 2 ug/mL para estos compuestos. Por lo tanto, se concluye que a 

dosis menores de 5 j.g/mL no hay efecto estimulador en la CPC sobre el huésped. 

3. Los tres anadlogos, en presencia y en ausencia de la mezcla S9, no son 

citotéxicos en condiciones terapeuticas, excepto para el compuesto B a partir de 

3.82 X 10° (10 g/mL ) con activacién metabdlica. 

4. Un solo sistema de prueba no es suficiente para asegurar que los tres 

analogos del MTZ sean potencialmente carcinogénicos y/o mutagénicos, ya que 

.Siguiendo las recomendaciones de la OMS, por lo menos deben usarse dos 

diferentes modelos de mutagenicidad para identificar carcindgenos genotdxicos 

que son considerados como un riesgo de cancer en humanos. 

5. Se deben utilizar métodos mas adecuados y sensibles para una mejor 

comprensi6n de! mecanismo de accién tanto del MTZ como de sus andlogos ante 

el ADN. 
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