
./.• . ,,,.· . _ .. , 
,.• ' <~" _,,.' 

Comparación de la Actividad Genotóxica de 

Ciclofosf amida y Niclosamida en Médula 

Osea de Ratón. 

T E s 1 s 
Ooe para obtener el título de: 

B 1 O LO G O 

P r e s e n t a : 

ISABEL JIMENEZ Y ANES 

Mélico, D. F. 1984 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



I N D I C E 

INI'RODUCCION 

GENERALIDADES 

I.- La prueba de Micronúcleos en la m~dula osea de rat6n S 

Conceptos básicos S 

Tratamientos 12 

Sacrificio 15 

Variables que se analizan 16 

Detenninaci6n del tamaño de muestra y análisis 
estadistico 

Criterios para establecer estrategias de muestreo 

Ventajas de la prueba de micronúcleos 

Limitaciones de la prueba de micronúcleos 

Validaci6n de la prueba de micronúcleos 

Il.- Caracteristicas Generales de la Niclosamida 

III.- Caracteristicas Generales de la Ciclofosfamida 

MATERIALES Y METOOOS 

I. - Materiales 

Compuestos quimicos 

Material biológico 

II. - Métodos 

Preparación de soluciones 

17 

18 

20 

21 

21 

25 

28 

35 

35 

35 



Tratamiento 36 

Recuperación de la m&lula 36 

Análisis al microscopio 37 

An1ilisis estadístico 38 

RESULTAOOS 39 

DISCUSION Y CONCLUSI(}IES 42 

BIBLIOORAFIA 46 



1 • 

INI'RODUCCION 

Durante los Gltimos doscientos afios el hombre ha desarrollado una 

gran diversidad de te01ologias y procesos industriales, que al mismo tiC!!!_ 

po que han promovido "avances", han traído consigo la producción de mune

rosos compuestos qufmicos a los que el hanbre se expone constantemente y 

que pueden constituir un riesgo para su salud. 

La preocupaci6n, por el posible daño genético que estos canpuestos 

puedan ocasionar, se ha incrementado en los últimos años en virtud de la 

relación que existe entre las mutaciones y el cáncer. Como resultado, se 

han desarrollado diversas pruebas para evaluar el daño genot6xico de los 

agentes químicos, con el objeto de prevenir sus efectos en la población 

humana. La necesidad de crear estas pruebas se hizo imperativa ya que por 

razones éticas, econánicas, y de tiempo, es difícil realizar este tipo de 

investigación en hl.Bllailos. Ademds de que los estudios de tipo epiderniol6gi 

co dan la respuesta demasiado tarde, cuando el daño ya se llevó a cabo. 

Las pruebas para medir daño genot6xico presentan la ventaja de 

ser en su mayoría relativamente rápidas y baratas. En ellas se emplean 

diversos sistemas biológicos tales ccmo: microorganismos, plantas, inse~ 

tos, células de mamífero en cultivo, mamíferos completos, linfocitos hu

manos y aun en ADN aislado. Es importante señalar que ninguna de las 
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pruebas en sistemas no humanos, permite extrapolar los resultados obten.!. 

dos al hombre, sin embargo, cuando un agente dado induce alteraciones en 

varios sistemas biológicos incluyendo a los mamíferos, debe considerarse 

como Wl riesgo potencial (1). 

En el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM se formó 

un grupo de Mutagénesis Ambiental dirigido por la Dra. Cristina Cortinas 

de Nava, que cuenta en la actualidad con las siguientes pruebas (Tabla 1): 

1.- Detenninaci6n de nrutaciones puntuales en Salmonella trphimuritun 

(prueba de Ames) y Saccharomyces cerevisiae. 

2.- Pruebas de daño al ADN no reparado en Escherichia coli y Baci

llus subtilis. 

3.- Análisis de anomalías morfológicas en la cabeza del espennato-

zoide en ratón. 

4.- Análisis de aberraciones cranos6micas en médula ósea de ratón. 

5.- La prueba de micronúcleos en médula ósea de ratón. 

6.- Análisis tanto de aberraciones cromos6micas como de intercam

bio de cromátidas hermanas en linfocitos humanos expuestos tan 

to in vivo como in vitro. 

El interés de este grupo se orientó al estudio de los medicamentos 

antiparasitarios debido a que las enfennedades producidas por ellos, parti_ 



SISI'aM DE PRUEBA 

MICROORGANISM:JS 

s. thyphimuriwn 

E. coli - --
B. subtilis 

LEVADURAS 

S. cerevisiae 

RATON IN VIVO ---
HUMANO 

In vivo* ---
In vitre ---

TABl.A 1 

INSTITUI'O DE INVESTIGACIONES BICMEDICAS 
LABORATORIO DE MlJfAGENESIS AMBIFNI'AL 

SISTEMAS lJfILIZA00.5 PARA LA DETECCION DE DA00 GENETICO 

M!ITACICNES REPARACION RCJ.1PIMI EITTOS 
DEL IOI 

GENICAS ADN CRCMJSGII COS 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + 

+ + 

Muestras sanguíneas de individuos en tratruniento 

t.DRFOl..OGIA 
MICRONUCLEOS DEL 

ESPERMATOZOIDE 

+ + 
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culannente las .ocasionadas por amibas y helmintos, constituyen un problema 

de salud pública. Esto es debido a la débil estn.ictura sanitaria de las 

poblaciones rurales y de los cinturones de miseria de las grandes ciudades, 

asi como a la falta de educaci6n y de hábitos higiénicos de sus habitantes. 

Todo ésto, aW1ado a la dificultad de proporcionar asistencia médica y demás 

aspectos sanitarios a una poblaci6n cuyo crecimiento rebasa la capacidad 

de ofrecerle los servicios b~sicos. El conswno de medicamentos antiparasi

tarios es por lo tanto muy alto, y la misma persona puede recibir más de 

un tratamiento a causa de reinfestaciones sucesivas, o por recurrir a la 

automedicación l2). 

En virtud de lo anterior, se plante6 llevar a cabo la evaluaci6n de 

la genotoxicidad de los siguientes rnedicnmentos: 

Amibicidas 

Difosfato de cloroquina 

Iodoclorohidroxiquinoleina 

Dehidroernetina 

Antihelminticos 

Hidroxinaftoato de Befenio 

4-hexilresorcinol 

Mehendazol 

Pamoato de pirantcl 



Parnoato de pirvinio 

Niclosamida 

4. 

En el sistema de S. typhimurium mostraron actividad mutagénica los 

siguientes compuestos (3): 

Dehidroemetina 

Difosfato de Cloroquina 

Pamoato de pirvinio 

Niclosarnida 

En estudios posteriores, en los que se administró dehidroemetina, 

pamoato de pirvinio y niclosamida a ratones, solamente la orina de ratones 

que recihieron oralmente niclosamida, mostró actividad mutagénica, con y 

sin a-glucoronidasa. Esto sugiere que la orina contiene metabolitos muta

génicos de la niclosamida, tanto libres como conjugados. 

Con base en los datos anteriores, se propuso realizar este estudio, 

cuyo objetivo es evaluar la capacidad de la niclosamida y sus metabolitos, 

de inducir micronúcleos en las células de la médula ósea de ratón. Así mi~ 

mo, y con el propósito de valornr la potencia genot6xica de este medicame!!_ 

to, se determinó en paralelo la frecuencia de micronúcleos en la médula 

6sea de ratones a los que se administró ciclofosfamida, mutágeno conocido 
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que tambic:!n requiere de activación metabólica para ser mutagénico. 

GENERALIDADES 

I • - LA PRUEBA DE MICROOUCLEOS EN l.A ~OOLA OSEA DE RATON 

Conceptos básicos 

En la búsqueda de un sistema sencillo para el análisis de dafto 

citogenético, surgi6 la Prueba de Micronúcleos. 

Los micronúcleos se originan de cromatina que por diferentes raz~ 

nes se ha retrasado en anafase y que, en el curso de la telofase, queda 

incluida dentro de una u otra célula hija. Ahí puede fusionarse con el nú 

cleo principal, o bien formar uno o varios pequeños núcleos secundarios a 

los que se ha denominado micronúcleos (Figura 1). 

Este retraso puede ocurrir a través de dos mecanismos princinales: 

1) Rcmpimiento cromos6mico, que se traduce en la formación de 

fragmentos acéntricos y de cromosomas di o multicéntricos, co

nectados por puentes. 

Z) Segregación cromos6mica defectuosa, debida al mal funcionamien-
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Figlira 1. Arriba: anafase tripolar con dos micronúcleos. 
Abajo: telofase temprana con un micronúcleo. 
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to del aparato mit6tico, que ocasiona el retraso de cromosomas 

completos. 

La existencia de micronúcleos ha sido reconocida desde hace muchos 

afios; ya en 1937 se les relacion6 con dafio cranos6mico en trabajos hechos 

con radiaciones, El primer intento serio para utilizar a los micronGcleos 

cano un ensayo para medir daño citogenético aparece reportado por Evans y 

col. A partir de entonces, ha sido aplicada ésta técnica en diversos tej_:!:_ 

dos y tipos de organismos (Tabla 2) (28). 

En plantas, se ha trabajado con tejidos meristemáticos de brotes 

y en rah de Allium cepa!:.·, Allium sativum, Tradescantia y Vicia faba. 

Este tipo de estudios resulta importante ya que las plantas pueden servir 

cano sensores ambientales, aunque desafortunadamente hasta ahora se han 

probado pocos agentes en estas especies mediante esta técnica (4,5,6). 

Una de las grandes desventajas asociadas con los estudios in vi

YQ_, es que el agente o sus metabolitos no lleguen en suficiente concentr!!_ 

ci6n a la célula blanco. El uso de células en cultivo resuelve este proble 

rna, ya que las células pueden exponerse directamente al canpuesto; sin em

bargo en estos estudios se pierde la informaci6n acerca de los efectos de 

los productos derivados de la activaci6n metab61ica de los compuestos, Los 



TABLA 2 

SISTIMAS BIOLOGICOS OONDE SE HAN ANALIZAOO LOS MICRONUCLEOS 

1. - PLANTAS 

Allitml cepa 
Allium satiVl..Ull 
Tradescantia 
Vicia faba ----

2 • - CELULAS EN aJL TIVO 

Linfocitos y fibroblastos de mamiferos 
Linfocitos y lineas celulares htD11anas 

3 • - MAMI FERo.5 

a) Células genninales 
Espennatidas 

b) Células somáticas 
Células hepáticas en fetos y adultos 
Sangre 
Médula ósea 

4. - HlMANOS IN VIVO 

Médula 6sea 
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tejidos más frecuentemente utilizados en estos estudios hasta ahora son: 

linfocitos y fibroblastos de mamiferos, asi cano, linfocitos y líneas ce 

lnlares humanas (7,8,9,10). 

Varias especies de mamiferos se han usado para la prueba de rnicr.2. 

ndcleos (11,12,13). Sin embargo el rat6n ha sido la especie de elecci6n 

porque su manejo es más fácil y su mantenimiento más barato, de ahí que 

la mayoria de los reportes sobre la capacidad de compuestos quúnicos para 

producir microndcleos se refieren a trabajos hechos con ratones. 

A continuaci6n mencionamos los diversos tejidos de mamíferos em

pleados en la evaluaci6n de microndcleos: 

A) C6lulas genninales. 

Lahdetie y Parvinen en 1981 (14) reportaron un estudio realizado 

con ratas irradiadas con rayos X, donde encuentran microndcleos durante la 

espennatogénesis. El hecho de detectar dafio genético en el tejido germinal 

es importante, aunque los microndcleos representan un evento letal más que 

heredable. 

B) Células sanáticas 

Un estudio en el que se analizan microndcleos en sangre circulante 

de ratones ha sido reportado recientemente (15). Este trabajo tiene la ven 
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taja de que un mismo animal se puede nruestrear varias veces, y seguir el 

canportamiento de la producci6n de micronúcleos a través del tiempo. 

Dado que el metabolismo de muchas drogas se lleva a cabo en el hf 

gado, Tates y col. en 1980 (16) propusieron el análisis de micronúcleos 

en células hepáticas de rata para asegurar de esta manera que el compues

to hubiera llegado más fácilmente a las células blanco. Sin embargo como 

las células hepáticas no están proliferando, se hace necesario estimular 

su proliferaci6n mediante una hepatoctania. 

Recientemente Cole y col. (17,18) trataron a ratones hembras pre

i'ladas y posterionnente determinaron la frecuencia de micronúcleos en la 

médula 6sea de la madre y las células hepáticas fetales. Una desventaja 

de analizar microníícleos en células fetales es que la placenta pudiera 

representar una barrera para algunos canpuestos, pero a la vez se consid~ 

ra un método adecuado para la detecci6n de carcin6genos transplacentarios, 

Schmid y col. (19,20,21 y 22) iniciaron una serie de investiga

ciones en preparaciones de médula 6sea de rat6n para detenninar los pará

metros necesarios para utilizar la prueba de micronúcleos como indicadora 

de daño citogenético in vivo. M.lchos trabajos siguieron a éstos, ya que e~ 

ta prueba presenta la ventaja tlc ser sencilla, relativamente rápida de an!!_ 

lizar al microscopio y barata. Se han reportado alrededor de ciento cin

cuenta compuestos probados en médula ósea; ~or esta razón se puede consid~ 



9. 

rar que la pnieba de micronücleos bajo estas condiciones es la más estnn 

darizada. 

En humanos también se ha trabajado en médula 6sea in vivo, pero 

está claro que es difícil la obtención de ll'llestras; sin embargo, se han 

est~iado trabajadores expuestos en el ambiente laboral y pacientres trata 

dos por razones médicas a agentes mutagénicos (23,24,25,26,27). 

Las ventajas que presenta la médula 6sea para realizar en ella e~ 

tudios de tipo citogenético son las siguientes: es un tejido que está pr2_ 

liferando constantemente y por lo tanto no requiere de una estimulaci6n e_! 

tetna para activar la divisi6n celular y además, se obtiene fácilmente una 

gran poblaci6n celular (28), 

Originalmente el análisis de micronúcleos se hacía en toda la pobl~ 

ci6n celular de la médula, pero Von Ledenburg y Schmid en 1973 (19) conclu

yeron que si el análisis se hacía en los eritrocitos jóvenes o policromáti

cos la prueba se tornaba más fácil de analizar y la sensibilidad de ésta a~ 

mentaba, ya que se selecciona una población celular que fácilmente se pueda 

identificar. 

Ahora bien, ¿qué son los eritrocitos policromáticos? Durante el de

sarrollo de los elementos mieloides, la célula madre o célula del retículo 



Figura 2. 
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Desarrollo de los elementos mieloides. La línea dohle separa 
las células que se hallan en la médula 6sea de las células ma 
duras, que se observan nonnalmente en sangre periférica. Toma 
da de Leeson, y Leeson (29). 
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puede originar tres lineas (Figura 2): 

1.- A partir del megacariocito se producen las plaquetas. 

2.- A partir del pranielocito se desarrollan los granulocitos 

segmentados. 

3.- A partir del proeritroblasto maduran los eritrocitos. 

F.1 desnrrollo de un eritrocito maduro requiere solamente de unos 

tres días. Los procesos principales que intervienen en la diferenciación 

del eritrocito son ln reducción del volLDnen, la condensación de la crOl11!!_ 

tina nuclear, y finalmente la pérdida del núcleo y de organelos celulares 

con adquisición de hemoglobina. El desarrollo del eritrocito se divide en 

cierto número de etapas, pero debe entenderse que el desarrollo es conti

nuo. Las etapas del desarrollo eritrocitico para la diferenciación del h~ 

mocitoblnsto son: proeritroblasto, eritroblasto basófilo, eritroblasto ~ 

licromatófilo, normoblasto, reticulocito o eritrocito policromático y eri 

trocito maduro o normocito (29,30). 

Desafortunadamente muchos aspectos de la biología de los eritroci 

tos policromáticos no han sido lo suficientemente estudiados; hasta ahora 

se sabe que la desnucleación del eritrocito se lleva a cabo de 6 a 8 hrs 

después de la última mitosis del normoblasto (31), sin embargo, no seco 

nocen los mecanismos mediante los cuales ésta se lleva a cabo, ni se sabe 
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si todos los micron6cleos escapan a la expulsi6n. 

IA.lrante 24 hrs despu6s de la expulsi6n, los eritrocitos jóvenes 

no pierden sus riboscmas y cuando se tifien en fonna supravital con azul 

de crecil brillante, este material aparece como una red interna muy fina 

o reticulo¡ por lo contrario, cuando se tifien con colorantes tipo giemsa 

presentan un color gris-azuloso que contrasta con los eritrocitos madu

ros que después de la disoluci6n de sus ribosomas se tiñen de rosa-na

ranja. Por otra parte, los eritrocitos policromáticos son ligeramente 

más grandes que los normocitos o eritrocitos maduros. 

Estas dos diferencias entre ambos tipos de eritrocitos se han em

pleado para poder distinguir a los policromáticos de los normocitos en 

el análisis de micron6cleos (21). 

Las ventajas que presenta el análisis de micronúcleos en los eri

trocitos policrornáticos son las siguientes: 

1.- Los policromáticos son nruy abundantes y fácilmente reconocí-

bles. 

2.- Estas células son el producto de una reciente divisi6n cel~lar. 

3.- No poseen núcleo lo cual facilita el análisis, ya que el n6cleo 
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principal pudiera enmascarar a los micronücleos. 

Hasta ahora, hemos descrito las bases te6ricas de la prueba de mi 

cronücleos; a continuación analizaremos c6mo se lleva a cabo esta prueba. 

Ya habfamos mencionado que esta prueba es fácil de realizar: se 

exponen los ratones al canpucsto a probar, posterionnente se sacrifican 

para procesar la m~dula y finalmente se cuantifican al microscopio los 

eritrocitos policromáticos con micronücleos. Ahora bien, vamos a analizar 

por separado cada uno de estos pasos. 

Tratamiento 

Las condiciones de tratamiento se deben establecer bajo los si

guientes criterios: 

1 . - Vfa de administración 

Los toxic6logos recomiendan que de preferencia se exponga a los 

organismos en estudio por la misma vfa mediante la cual se exponen los 

seres hlUllanos en fonna natural; sin embargo, en pruebas de tipo genot6x.i 

co se requiere que el agente problema alcance niveles significativos en 

un lapso corto de tiempo; por est::i razón las vías de administraci6n más 
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usadas son la intraperitoneal y la oral. 

2.- Dosis 

Este factor se puede analizar desde dos puntos de vista: 

a) Núnero de dosis: si solamente se usa una concentraci6n del 

compuesto, pudiera ocurrir que la producci6n de micronacleos se presente 

en concentraciones más bajas o altas. Por lo tanto es necesario abrir el 

intervalo de concentraciones procurando no complicar demasiado el estudio 

de un solo compuesto. Por esta razón es recomendable usar tres concentra

ciones abarcando un intervalo logaritmico y si en alguna de éstas hubiese 

respuesta positiva, entonces probar otras dos concentraciones más, cerca

nas a este punto para buscar si hay alguna relaci6n dosis-respuesta. 

b) Elecci6n de dosis: Se debe partir de un ptmto para determinar 

las demás dosis. Los criterios para fijar este valor pudieran ser: 

- La dosis a la que está expuesto el hlUllano, y posteriormente, 

fijar unas diez veces menor y diez veces mayor. 

- Fijar cano dosis más alta, aquélla donde existan ciertos nive

les de toxicidad como por ejemplo el 80% de la dosis letal (D.L.) 

SO y las demás concentraciones pudieran ser 10 y 100 veces menor. 

- Si ~l compuesto tiene un tope de solubilidad, esta concentración 

puede servir cano la dosis más alta. 
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3.- Grupos Controles 

a) Testigo 

Constituidos por ratones no expuestos a ning(in agente. 

Su estudio permite conocer la variabilidad espont1inea de la producci6n 

de micronacleos en la población de referencia. 

b) Control negativo 

Fonnado por ratones expuestos al solvente en el que se di

suelve el ccm¡:oesto en estudio; este tipo de control se requiere en cada 

experimento. 

c) Controles positivos 

También este tipo de controles se requieren en cada experi

mento. Se integran por ratones tratados con algún compuesto mutagénico e~ 

nocido que sirve como referencia de la respuesta adecuada del sistema y 

para comparar la potencia de los agentes en estudio. 

Puede haber dos tipos de controles positivos: 

- agentes que requieran activaci6n metabólica 

- agentes que no requieran activación metabólica 

4.- Tipo de Exposición 

Se puede tratnr a los ratones en diferentes maneras (32); 

a) Tratamientos de tipo agudo: Jonde se cxponc a los orgnni~ 

mos durante 24 hrs o menos al compuesto. 
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b) Tratamiento de tipo subagudo: la exposición se hace, des

de las 24 hrs hasta los 90 días. 

c) Tratamiento de tipo cr6nico: la exposición se hace durante 

más de 90 días. 

Vado que la p11.1eba de micronúcleos está basada en eventos que 

causan p6rdida de cromatina, es de esperarse que no sea adecuada para de

tectar el dafio causado por la exposición crónica a los compuestos quími

cos, ya que si las células diploides normales pierden una apreciable CU!!_ 

tidad de material genético, se incrementará la mortandad y se eliminarán 

rápidamente, y aquellas que excepcionalmente fueran viables, pierden sus 

micronQcleos por la acción de nucleasas y proteasas. 

Salamone y col. en 1980 (33) observaron que más de un tratamiento 

con 24 hrs de intervalo aumentaba la sensibilidad del sistema, pero si el 

tratamiento se ampliaba a más de dos días la respuesta se reducía. 

Por lo contrario, recientemente Schlegel y MacGregor (34), al tr~ 

tar ratones durante 17 días con trietilenemelamine (TEM), demostraron que 

la incidencia de normocitos con micronúcleos en sangre periférica, se in

crementa durante el periodo de tratamiento y se mantiene hasta los 30 días 

aproximadamente, donde empieza a bajar hacia los valores control. 

Sacrificio 

Schmid en 1976 (21) recomend6 el siguiente protocolo: tratar a 
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los ratones a las O y 24 hrs y sacrificarlos a las 30 hrs; de esta manera 

tma sola nruestra representaría 6 y 30 hrs post-tratamiento. 

Los estudios posteriores de Jenssen y Ramel indicaron en 1978 (31) 

que el muestrear a las 6 hrs no era apropiado, ya que la expulsión del nQ. 

cleo se lleva a cabo de 6 a 8 hrs después de la última división mitótica, 

lo que indica que este intervalo no da la oportunidad de detectar micronQ. 

cleos en eritrocitos policrom.1ticos. 

La necesidad de más de tm intervalo de cosecha fue mostrada por 

los estudios de Salamone y col. en 1980 (33) donde concluyen que la máxi

ma frecuencia de micronúcleos en eritrocitos policromáticos ocurre después 

de 30 hrs y que es innecesario muestrear a intervalos menores de 10 hrs. 

Ahora bien, cada compuesto puede tener su máxima respuesta a diferentes 

tiempos dependiendo de la farmacocinética y de la naturaleza del compues

to; por esta razón, se recomienda sacrificar a las 48 y 72 hrs. En el ca

so de que no hubiese respuesta, se podrá ampliar la nruestra hasta las 96 

hrs o más; dependiendo del tipo de agente que se pruebe, ya que si, el 

cc:rnpuesto que se está estudiando es un antimetabolito, la respuesta se 

puede retrasar. 

Variables que se analizan 

a) Estado proliferativo de la m6dula. 
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Schmid en 1973 (20) reportó que en condiciones normales, en la ~ 

dula ósea la proporción de los eritrocitos es de un 50\ de policromáticos 

y un 50\ de nonnocitos. Ahora bien, si la médula se ve expuesta a agentes 

tóxicos y se produce alto indice de muerte celular, la proporci6n de nor

mocitos aumenta, ya sea porque ya no salen a sangre circulante o porque e!!_ 

tran de la circulaci6n a la m~dula 6sea. Si se cuantifican los normocitos 

que aparecen en los campos microscópicos donde se analizan los eritrocitos 

policranáticos, ~.e puede hacer una evaluación del estado proliferativo de 

la médula. 

b) Incremento porcentual de c~lulas con micronúcleos. 

Una c~lula puede tener más de un micronúcleo, pero como se des

conoce si éstos fueron causados por uno o varios eventos, es recomendable 

contar solamente las c~lulas que poseen micronúcleos aunque tengan más de 

uno. 

Es importante sefialar que aún con controles positivos a las dosis 

más altas, es raro encontrar más del 8\ de eritrocitos policromáticos que 

contengan micronúcleos. 

Determinaci6n del tamafio de nruestra y análisis estadístico 

Para establecer el tamaño de muestra se deben considerar dos pará 

metros: 

a) El número de eritrocitos policromáticos que se cuentan por ani_ 
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mal. 

b) El número de animales que se incluyen en cada grupo dosis-

tiempo. 

En algunas ocasiones los criterios estadisticos establecidos 

han sido poco rigurosos¡ por esta razón MacKey y MacGregor (35) descri

bieron un análisis estadistico secuencial, basándose en que la inciden

cia de eritrocitos policranáticos con micronúcleos muestran una distri

bución binomial negativa. Este análisis oermite al investigador optimi

zar el número de animales por grupo de prueba y de células analizadas por 

animal. Aplicando la f6nnula de Oakland a sus datos, construyeron una 

gráfica que permite decidir si el ccmpuesto es o no mutagénico, o si es 

necesario seguir muestreando (Figura 3). 

En la aplicación del plan de nruestreo secuencial, las cuentas 

de 1,000 células por animal se swnan, hasta que la si.una de cuentas acl.llll.I 

lativa graficada contra el número de animales se localice arriba o deba

jo de las Uneas del plan basado en cuentas de 1,000 células. Se debe co!!_ 

tinuar tratando animales y contando, siempre y cuando el total de cuentas 

caiga entre las dos lineas. 

Criterios para establecer estrategias de muestreo 

Cuando se trabaja con compuestos de actividad rutag~nica no cono-
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cicla, es dificil predecir la dosis y el intervalo de sacrificio adecuados, 

para esto es necesario usar varios tiempos de cosecha y diferentes dosis. 

Pero si en wt experimento se incluyen todos estos factores, su realizaci6n 

se hace canpleja. 

Para simplificar los experimentos se presentan las siguientes alter 

nativas: 

1) probar a <lifcrcntcs tiempos de cosecha una sola dosis, 

2) probar en un solo tienpo diferentes dosis. 

Por lo general los micronúcleos se presentan cerca de las dosis 

tóxicas, sin embargo existen excepciones como los venenos mit6ticos en 

los que la frecuencia de micronúcleos se incrementa en las dosis bajas ya 

que el ensamblaje de los microtúbulos del aparato mit6tico es parcial, ca!:!. 

sando que algunos cromosomas no se puedan desplazar adecuadamente en las 

dosis más altas el aparato mit6tico se bloquea completamente disminuyendo 

la presencia de micronúcleos. 

La estrategia más adecuada, seria el probar diferentes dosis en 

un solo intervalo; en caso de obtener resultados negativos, se deberá am

pliar el tiempo de sacrificio hasta las 96 hrs con las mismas dosis. Si 

en algún intervalo se obsel"Va respuesta positiva, el paso siguiente ser!i 
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realizar una curva dosis-respuesta. 

La evaluación del estado proliferativo de la ~la 6sea sirve 

como pauta para indicar una alteración en la proporción celular nonnal de 

la médula cerno W1 parámetro de toxicidad, y poder evaluar si el canpuesto 

está llegando o no a las células blanco. 

Ventajas de la prueba de micronúcleos en m€dula ósea 

- Es W1 estudio in vivo en mamíferos ---
2 - La técnica es fácil, rápida y relativamente barata 

3 - El análisis al microscopio es sencillo 

4 - La frecuencia espontánea de micronúcleos es baja y constante 

en las diferentes especies 

S - Los micronúcleos pennanecen durante todo el ciclo celular 

6 - La técnica no necesita el uso de reactivos nrutagénicos como 

colchicina y BrdU 

7 - La evaluación del estado proliferativo de la médula ósea pue

de dar una orientación con respecto a la toxicidad de los com 

puestos en estudio 

8 - Virtualmente pueden usarse todas las especies de mamíferos 
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Limitaciones de la prueba de micronücleos 

1.- Si se requiere saber el daño cromosómico especifico, esta 

prueba es insuficiente 

2.- El sistema no detecta agentes: 

a) no clast6genos es decir que no ranpen cromosomas, 

b) que no causen retardo cromosánico en anafase, 

c) que produzcan rcarreglos cromos6micos sin presencia de 

fragmentos, 

d) que no lleguen a la célula blanco en suficiente concen

tración, 

e) que actaen especificamente en ciertos tejidos o tipos cel!! 

lares que no sean médula 6sea. 

Validaci6rt de la prueba de mictonücleos 

Dado que la prueba de micronücleos fue propuesta cano un substi. 

tuto del análisis citogenético, para el monitoreo de agentes químicos 

ambientales varios autores se han preocupado por evaluar la sensibilidad 

de esta prueba. 

De esta preocupación surgieron estudios canparativos entre la 

prueba de micronücleos y aberraciones crcmos6micas en varios tejidos. 
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Heddle en 1973 (36) después de exponer a ratones a los rayos X y 

cuantificar aberraciones crc:mos6rnicas y micronacleos en m~ula 6sea, re

porta que la prueba de micronacleos result6 ser alrededor de diez veces 

más rápida; sin embargo, a dosis bajas la sensibilidad de esta prueba es 

muy limitada, por lo que recomienda el uso de esta prueba con fines de 

monitoreo a dosis altas. 

El gn.ipo de Goetz (23,24) estudi6 la sensibilidad de micronacleos 

en médula 6sea de humanos, rat6ri, rata y hamster chino. En estos trabajos 

concluyeron que la prueba de micronacleos puede ser utilizada como una 

prueba de monitoreo, sin embargo, a pesar de ser igualmente sensibles, el 

análisis citogen~tico clásico parece ser la técnica más exacta y real. 

Por el contrario, Tates y colaboradores (37,38) encontraron la s.!_ 

guiente relaci6n en cuanto a sensibilidad al trabajar con ratones: en mé

dula ósea la prueba de micronacleos es más sensible que la de aberraciones 

cranos6micas; ésta a su vez es más sensible que la prueba de aberraciones 

cranos6micas en espennatogonia y ésta es niás sensible que la de transloca

ciones en espennatocito. 

También Jensen y col. (25,26,27) consideran que la prueba de mi-
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cronúcleos es más sensible que el análisis clásico de cromosomas; esta 

evaluación se llevó a cabo en médula ósea de pacientes con anemia perni

ciosa y de pacientes tratados con trimetroprim, sulfametazol y metotrex!_ 

te. 

Con el fin de evaluar la capacidad para detectar agentes carcin2_ 

genos de la prueha de micronúcleos Bruce y Heddle (39) analizaron los r~ 

sultados de 61 compuestos probados en los siguientes sistemas: la prueba 

de Ames en ~· tyPhymurium, las anomalías en la cabeza del espermatozoide 

en el rat6n y la prueba de micronúcleos. Reportaron que los dos primeros 

sistemas detectaron el 6si de los carcinógenos conocidos y que la prueba 

de micronúcleos, el 43\, Como cada sistema detect6 ccmpuestos diferentes, 

la capacidad para detectar carcin6genos conocidos se incrementa al 89\ si 

se stunan los resultados de los tres sistemas. Por esta razón los autores 

recaniendan el uso combinado de estas tres pruebas para el monitoreo am

biental de agentes carcin6genos. 

Jenssen y Ramel (40) analizaron la correlación existente entre la 

prueba de micronúcleos, la prueba de Ames y la carcinogenicidad de los 

CClllpUestos, y encontraron que el 80\ de los agentes que mostraron capaci_ 

dad carcinogénica fueron positivos en Ames y el 56i en micronúcleos. Los 

autores comentan que la divergencia de resultados puede ser explicada por 

la diferente capacidad metab6lica de cada uno de los sistemas. 
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La agencia para la protección del ambiente de los Estados Unidos 

de América (EPA), nombró un grupo de expertos con el fin de evaluar la 

utilidad de los sistemas existentes para detectar agentes rnutagénicos 

· (gene-tox program) (28); los resultados de estos trabajos han sido publ!_ 

cadas. El grupo que evaluó la prueba de micronúcleos reportó que más de 

150 canpuestos han sido probados en micronúcleos con diferentes grados 

de rigor, por lo que ellos establecen ciertos criterios para la utiliza

ción d~l sistema. La prueba de micronúcleos fue capaz de detectar el 50% 

de los agentes carcin6genos, sin embargo, el comité comenta que si esta 

prueba se usara con el protocolo recomendado, tal vez pudiera detectar 

hasta el 70% de los carcin6genos conocidos. 

La prueba de micronúcleos ha sido recomendada por varios autores 

como la prueba para el monitoreo del efecto de los agentes mutagénicos 

in vivo en mamíferos, ya que en general muestra correlación con el anál!_ 

sis citogenético clásico, presentando la ventaja de ser más rápida, sen

cilla de realizar, fácil de analizar al microscopio y relativamente más 

barata. 
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N02 

N-(Z'cloro 4'nitrofenil-clorosalicilamida) 

Fue introducida como taenicida en 1960. Se utiliza en el tratmnie!!_ 

to de céstodos, fundamentalmente Taenia saginata, Taenia solitun, I-lymenolepis 

™ y el Diphylobotrium lattun. 

Características Fisicoqufmicas 

Es un polvo amarillo inodoro e insípido; p.f. 227-230°C; muy insolu

ble en agua, soluble en etanol 1/50, en éter 1/350, en Cl!Cl3 1/400 y soluble 

en acetona. 
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Mecanismo de Acción 

In vitro la Hymenolepis diminuta suspendida en solución salina a~ 

sorbe nruy poca cantidad de niclosamida, pero si a la soluci6n se añade h.Q. 

mogenado de intestino de rata nonnal o de rata ya tratada con este medie!!_ 

mento, aumenta mucho la cantidad del mismo, que toma el parásito. 

La niclosamida produce notables efectos en el metabolismo de 

H. diminuta en ratas. En bajas concentraciones estimula la absorción de 

oxígeno, pero en altas concentraciones la respiraci6n exógena es inhibida 

y la absorción de glucosa es bloqueada. Los gusanos afectados por la ni-

closamida tanto en el intestino cano in vitro son m§s sensibles a la ac-- --
ción de las enzimas proteolíticas de los jugos digestivos que terminan 

por digerir a los helmintos. 

Estudios efectuados con el parásito entero y las n1itocondrias de 

los mismos, han revelado que la acci6n principal de la niclosamida es in

hibir la incorporaci6n del f6sforo inorg§nico, para la formaci6n de adeno 

sintrifosfato o ATP. 

Toxicidad y efectos secundarios 

Se ha señalado que es inocua, pu~s sólo causa algún trastorno ga! 
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trointestinal. A la vez, se ha reportado que no se absorbe por el tubo di_ 

gestivo, no tiene acci6n irritante directa, ni ha producido efectos desf! 

vorables cuando ha sido administrada a pacientes debilitados y mujeres e!!!_ 

barazadas (Ginnert y Schaufstátter 1960, en 41). 

El seguimiento ulterior de los pacientes tratados con este medie! 

mento no ha revelado trastornos de la funci6n hepática ni de la renal, ni 

la alteración del número de corpasculos en sangre (Abdallah y Saif 1960, 

en 41). 

No tiene contraindicaciones como taenicida, pero conviene adver

tir que si el medicamento es letal para los gusanos adultos, no lo es pa

ra los huevos contenidos en los proglotidios. Esto significa que el uso 

de la niclosamida para el tratamiento por infestaci6n con I· solium lleva 

cierto peligro de cisticercosis, porque la digesti6n de los anillos muer

tos del gusano pone en libertad huevos viables en la luz del intestino. 

De ahí la necesidad de administrar un purgante para eliminar todos los 

segmentos muertos del parásito antes que sean digeridos. 

Tratamiento 

Se adrninistra oralmente en tabletas de O.SO g para tratamientos 

de T. saginata, !.· solium y!!· ~. se recomienda: 
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- niños de Z afios: 1/2 tableta y una hora después, 1/2 tableta 

- niflos de 2 a 8 afios: 1 tableta y una hora después, 1 tableta 

- nifios de 8 afios y adultos: 2 tabletas y una hora después 2 tabletas. 

También para infestaciones por !.!· ~se recomienda: 2 g diarios 

por 5 dfas (41). 

III. - CARACTERISTICAS GENERALES DE LA CICLOFOSFAMIDA (CF). 

La ciclofosfamida se sintetizó cuando se intentaba modificar la es-

tructura de la mecloretruninn, con objeto de lograr una mayor selectividad 

para los tejidos neoplásicos. 
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CaTacteTísticas f isicoquímicas 

Es un polvo de peso molecular 261.1, soluble en agua, ligeramente 

soluble en alcohol, benceno, etilglicol y tetracloruro de carbono; es po

co soluble en éter. 

Mecanismo de acción 

La ciclofosfamida es una mostaza nitTogenada y cano tal es un 

agente alquilante capaz de formar uniones covalentes con substancias nu

cleofílicas como son los grupos fosfatos, amino, sulfhidrilo, hidroxilo, 

carboxilo e :imidazol. Es capaz de alquilar al ADN, siendo paTticularmente 

sensihle el nitrógeno 7 de la guanina. También son sensibles, aunque en 

menor grado, los nitrógenos 1 y 3 de la adenina, el nitrógeno 3 de la ci

tosina y el oxígeno 6 de la guanina, los átomos fosfato del ADN¡ así como 

las proteínas asociadas a esta molécula. 

Tal vez la clave de su actividad biológica esté contenida en la 

alquilación del nitrógeno 7 de la guanina, favoreciendo así su taut6rnero 

enol, el cual se puede aparear con la t:imina produciendo finalmente una 

substitución de las bases G-C por A-T. La alquilación del nitrógeno 7 de 

la guanina, puede también provocar, la apertura del anillo imidazol y la 
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depurinizaci6n por escici6n de los residuos de guanina. Por otra parte, la 

cadena 2 cloroetil puede alquilar a lDla segtmda guanina o a otro gn.ipo nu

cleofílico tales cano grupos aminos o radicales sulfhidrilos de las protef 

nas; de esto puede resultar un entrecruzamiento de las dos cadenas del ADN 

o la unión de éste a una proteína mediante uniones covalentes muy fuertes, 

reacciones que tal vez causen mayor dafio al ADN. Cualquiera de estos tres 

efectos pueden explicar su efecto mutagénico y citot6xico. 

Fannacocin~tica 

La ciclofosfamida requiere activación metab6lica para ser terapéu

ticamente activa (Fig. 4), Primero es hidroxilada por un sistema mono-oxi

dasa, dependiente del citocrcmo p450 y se transfonna en 4 hidroxi-ciclofo~ 

famida, el cual está en equilibrio con su tautómero de anillo abierto altl2_ 

fosfamida. En general se cree que estos metabolitos no tienen actividad 

anti-tumoral, y más bien pudieran representar pasos intermedios de la acti_ 

vaci6n de la ciclofosfamida, S~ siguen dos vías de metabolismo: una catali 

zada por W1a enzima soluble que da por resultado dos metabolitos relativa

mente tóxicos que son la carboxifosfamida y la 4-cetofosfamida y otra, que 

probablemente no sea enzimática, que finalmente da los metabolitos citotóx.!_ 

ces denominados fosfamida mostaza (PN>1) y acroleína. La especificidad once~ 

tática de la ciclofosfamida pudiera recaer en una predominancia relativa de 
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la vía de fonnaci6n de PAM y acroleína en las células twnorales si se Ca.!!_ 

para con las células nonnales. La ciclofosfamida es carcinogénica, terat.Q_ 

génica y mutagénica, y todos estos efectos son mediados por sus metaboli

tos. 

Usos terapéuticos 

Se han observado buenos resultados en la enfennedad de Hodgkin, 

linfomas y leucemias, hemoblastosis, ncuroblastcmas, glomerulonefritis, 

retículo sarcoma, ttunores ginecológicos, carcinomas de útero, ovario y 

broncogénicos. La ciclofosfamida también presenta propiedades inmunosupr~ 

soras por lo que se utiliza en el control del rechazo inmunol6gico, en 

transplantes y en desórdenes asociados con una reactividad illlT1lU1e altera

da como son la artritis reumatoide, el síndrome nefr6tico en niños, la 

granulanatosis de Wegener y los padecimientos alérgicos oculares. 

Rutas de administración y dosif icaci6n 

La ciclofosfamida puede ser administrada por vía oral, intraveno

sa, intrapleural e intraperitoneal. Una dosis diaria de 2 a 3 mg/Kg ha si_ 

do recomendada para pacientes con neoplasias como linfomas y leucemias. 

También han mostrado ser útiles las administraciones únicas de 30 mg/Kg, 

en el tratamiento de linfanas. 
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Efectos adversos 

Los efectos inmediatos más conrunes son: náusea, v6mito, libera

ción de la mucosa, vértigos de corta duración, hematuria y trombocit~ 

nia. 

I.Alrante la gestación se ha reportado que en ratones es teratogé

nica, afectando principa~nente el esqueleto (41,42). 

~tutag6nesis 

La actividad mutagénica de la ciclofosfamida es indirecta, ya 

que son sus mE'taholitos lo que pueden interactuar con el ADN. Hampel en 

1969 (42), demostró que cuando la ciclofosfamida se activa es capaz de 

producir aberraciones cromos6micas estructurales en linfocitos htunanos 

in vitro. También puede inducir intercambio de cromátidas hermanas y ab~ 

rraciones cromos6micas en humanos y mamíferos experimentales in vivo. 

La ciclofosfrunida ha sido utilizada para la producci6n de micr~ 

nficleos y se han publicado alrededor de 15 trabajos, donde se usa cClllo 

un control positivo, o como w1a droga modelo para evaluar el sistema. 
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Goetz y col. en 1975 (23,24) se preocuparon por la extrapolaci6n 

de los resultados experimentales en roedores, al hombre; por esta razón 

probaron la ciclofosfamida en varias especies: rat6n, rata, hamster chino 

y humano. Observaron que la ciclofosfamida indujo claramente tma relaci6n 

d6sis-respuesta tanto en la frecuencia de rompimientos cromosómicos y met~ 

fases ano!11lales, como la frecuencia de micronúcleos. Cuando se compararon 

los resultados entre roedores y hunanos a la misma dosis (40 mg/Kg), el p~ 

tr6n de sensibilidad de las diferentes esp~cies fue el siguiente: el ratón 

resultó ser la especie más sensible, siguiendo en orden descendiente la r~ 

ta, el hmnstcr chino y el ht.m1m10; este resultado puede ser ocasionado por 

el diferente metaholismo que sufre la ciclofosfrunida en cada especie. 

En 1970, Maier y Schmid (22) probaron ciclofosfamida junto con 10 

drogas modelo, para evaluar la prueba de micronúcleos. Ellos observaron p~ 

ra ciclofosfamida el siguiente ccrnportamiento: a dosis bajas, la substan

cia transfonnada en el hígado se elimina antes de alcanzar las células -

blanco, pero a dosis altas se requiere im lapso de tiempo mfnimo para 

transfonnarse a mutágeno. 

Salamone y col. en 1980 (33), utilizan la ciclofosfamida para est.!!_ 

blecer el protocolo 6ptimo de la prueba de micronúcleos, ellos observan -

que el incremento mayor de micronúcleos producidos por la CF se encuentra 
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a las 48 hrs si solamente se inyectó una vez, pero si el tratamiento es 

doble, entonces este incremento se observa hasta las 60 hrs. 

Mitchell (43), pn.1eba ciclofosfamida en roedores, con el fin de 

evaluar el método estadístico ~s adecuado para las siguientes pn.1ebas 

microntlcleos, metnfases en médula 6sea y dominantes letales. Concluye que 

la distribución binomial negativa se adapta mejor a los resultados obteni 

dos con estas pruebas. 
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MATERIALES Y METOOOS 

I. MATERIALES 

a) Canpuestos qufulicos 

Niclosamida (Bayer); Ciclofosfamida (Genoxal, Lab. Shering); 

Gana arábiga (Sigma); Suero fetal de bovino (Microlab); Giemsa (Merck); 

Metanol (Baker); Etanol (Baker); Na2HP04 (Baker); KH2P04 (Baker). 

b) Material biológico 

Ratones machos de la cepa CD1 de 8 a 12 semanas de edad. 

II. Metodos 

a) Preparaci6n de soluciones 

Todas las soluciones se prepararon inmediatamente antes de la a~ 

ministraci6n. La niclosamida es muy insoluble en agua, por lo que se ad

ministr6 suspendida en una soluci6n de gana arábiga-etanol al 2/15% (P/V). 

Para las soluciones de ciclofosfamida se utiliz6 el mismo vehículo. 
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b) Tratamiento 

La niclosamida y ciclofosfamida se administraron a las O y 24 hrs 

a las dosis de 30, 150, 300 y 10, SO, 100 mg/Kg de peso respectivamente, 

por vía oral forzada a través de sonda. El grupo control recibi6 solamen

te el vehículo. El nOmero de animales por grupo de tratamiento vari6 de 4 

a 8 ratones. 

c) Recuperaci6n de la médula 

Se tanaron muestras de médula a las 12, 24, 36, 48, 72 y 9tl hrs 

mediante la técnica reportada po1 Sclnnid (21): 

1.- Inmediatamente después de sacrificar al animal, se extrajeron 

los fémures y se limpiaron con una gasa hasta quedar libres de miisculos. 

2.- Se cort6 el extremo proximal, a manera que la cavidad del hue 

so quedara visible. 

3.- Se insertó en la cavidad del hueso una jeringa de 1 ml con 0.2 

ml de suero fetal bovino, inactivado a 56°C durante 30 min y filtrado por 

millipore 0.45 µ. 

4.- Así insertada la jeringa, se sunergi6 el hueso en 5 ml de sue

ro fetal bovino contenido en un tubo de centrífur,a y se rcsuspendi6 suave

mente, absorbiendo y expulsando con el émbolo, 
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5.- Se centrifugó a 1,000 rpn durante 5 min. 

6.- Se retiró el sobrenadante con pipeta Pasteur. En el caso de 

sedimentos grandes se agregó una gota de suero, o bien se suspendió to

do el sedimento cuidadosamente con repetidas aspiraciones con una pipe· 

ta Pasteur. 

7.- Se puso una pequefia gota de esta suspensi6n al final de un 

portaobjetos y se extendió einpujando al material con un cubreobjetos in

clinado en un ángulo de 45°C. El tamafio de la gota fue tal que todo el 

material fuera distribuido de 2 a 3 an. La preparación se sec6 al aire. 

La técnica de tinci6n usada fue la reportada por Salamone y col. 

(33): 

- Veinticuatro horas después de la preparación de las laminillas 

se fijaron en metanol absoluto por 5 min y se tiñeron por 20 min en Giem 

sa al 5% en una solución amortiguadora de fosfatos 0.01 M (0.71 g de Na2 
HP04, 0,68 g de KH2P04, 1000 ml de agua destilada), ajustando el pH a 

6.8. 

- Se lavaron en agua corriente y se dejaron secar. Se limpiaron 

por detrás con metanol. 

d) Análisis al microscopio 

- Se analizaron 500 6 1,000 eritrocitos policrc:unáticos por rat6n. 
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- El análisis se hizo tomando en cuenta las células con micronú

cleos sin importar cuantos tenían. 

- La lectura se llevó a cabo "a ciegas", es decir sin conocer la 

clave de la laminilla. 

- Se leyeron campos contiguos. Un criterio para establecer los 

campos de muestreo fue la calidad de las células nucleadas, que en gene

ral se encuentran situadas en las orillas, y la tinción. 

- La evaluaci6n de la relación de eritrocitos policromáticos/nor

moci tos, se llevó a cabo solamente en las curvas dosis-respuesta, como un 

parlimetro que indica toxicidad. 

e) Análisis estadístico 

El método secuencial de Mackey y MacGregor (35) fue usado para d~ 

tenninar el tamafio de muestra y decidir si los compuestos fueron mutagén.!.. 

cos o no lo fueron. 
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· RESULTAOOS 

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en el análisis 

de microndcleos realizado a las 48, 72 y 96 hrs después de administrar a un 

grupo de ratones niclosamida en concentraciones de 150 y 300 mg/Kg de peso 

y a otro 100 mg/Kg de peso de ciclofosfamida. Cano puede verse no se obser

v6 incremento en la frecuencia de eritrocitos policromáticos con micronú

cleos en los ratones testigos, ni en los expuestos a niclosarnida. Mientras 

que, la respuesta obtenida con ciclofosfamida, se ve que disminuye con el 

tiempo. 

En este experimento se recuperaron además, las orinas de los ratones 

que recibieron niclosmnida y se deterrnin6 la presencia en ellas de actividad 

rnutagénica mediante el sistema bacteriano de Salmonella typhimuriurn. Este 

ensayo tuvo cano objeto buscar evidencias que indiquen la generaci6n in vivo 

de posibles metabolitos mutagénicos de niclosamida y por ende estar seguros 

de que el medicamento se absorbe. En la orina de los ratones a los que se a~ 

ministr6 por vra oral 150 mg/Kg de peso de niclosamida, se detectó actividad 

mutagénica a las 24 y 48 hrs, más no a las 72 hrs. Por el contrario con la 

dosis de 300 mg/Kg de peso se encontr6 mutagenicidad hasta las 72 hrs, pero 

no a las 96 hrs. 

Estos resultados sugieren que los mctnbolitos de niclosmnida se ex

cretan en mayor concentraci6n en las primeras horas después de su ac!minis

traci6n. Con este criterio se tomaron muestras de médula a las 12, 24, 36 y 



TABLA 3 

EFECTOS DE NICLOSAMIDA Y CICLOFOSF.AMIDA EN MEDULA OSEA DE RATON 

REClJPERACION NLMERO POL POL POL \ DE POL RESULTAOO ACTIVIDAD ~IJfAGE-
DE LA MJESTRA DE ANALIZADAS mN CON NICA EN ORINA* 

(HORAS) ANl:li!ALES POR A.~IMAL Tm'ALES MICRONUCLEOS MI CRON!ICLEOS ESTADISTIOO - gluc +gluc 

24 
Control 48 4 500 2,002 2 0.1 

(goma arábiga) 72 5 500 2,500 o o 
96 5 500 2,294 7 0.3 

24 ++ TOX 
Niclosarnida 48 4 500 2,005 25 1.2 ++ TOX 

(150 mg/Kg de peso) 72 4 500 2,002 2 0.1 
96 5 500 2,518 7 0.3 

24 TOX TOX 
Niclosarnida 48 s 500 2,505 5 0.2 ++ TOX 

(300 mg/Kg de peso) 72 5 500 2,505 5 0.2 + ++ 

96 5 500 2,501 8 0.3 

Ciclofosfarnida 48 4 500 2,045 145 7 + 

(100 mg/Kg de peso) 72 s 500 2,315 139 6 + 

96 4 500 2,044 84 4.6 + 

* Capacidad para inducir revertantes en S • .thljp/UmwU.t.m (cepa TA 1538). La - glucoronidasa libera los metabolitos nrutagénicos 
conjugados, al..Dllentando su actividad. TOX: Toxicidad¡ + Actividad nrutag~nica; -- Ausencia de actividad nrutag~nica. 



TABLA 4 

EFECTOS DE NICLOSAMIDA EN MEDUI.A OSEA DE RATON 

REOJPERACION NUMERO POL POLICRa.1ATICOS POL t DE POL CON RESULTADO DE LA MUESTRA DE ANALIZADOS CON 
(HORAS) ANIMALES POR ANIMAL TOTALES MICRONUCLEOS MICRONUCLEOS ESTADISTI CO 

12 5 500 2,506 6 0.2 
Control 24 5 500 2,514 14 0.5 

(goma arlibiga) 36 5 500 2,517 17 0.7 
48 4 1,000 4,004 8 0.2 

12 5 500 2,512 12 0.5 
Niclosamida 24 5 500 2,507 7 0.3 

(150 mg/Kg de peso) 36 5 500 2,523 23 0.9 
48 4 1,000 4,042 15 0.4 

Ciclofosfamida 48 4 500 2,000 189 9.4 + 
(100 mg/Kg de peso) 
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. \8 hrs a los ratones que recibieron 150 mg/kg de peso de niclosamida, para 

cubrir el periodo en el que se sabe la droga está en el organismo. Como 

control positivo se utilizó ciclofosfamida (100 rng/kg), recuperando la 

muestra C1nicruncnte a las 48 hrs. 

Los resultados se muestran en la tabla 4 en la que se puede obser

var que los valores de micronúcleos para cada uno de los tiempos del mues

treo obtenidos en el grupo de ratones expuestos a niclosamida, no varían 

con respecto a los del grupo testigo. Estos datos se pueden comparar con 

los de ciclofosfamida, donde el incremento de células con micronúcleos sí 

fue estadísticamente significativo. 

Dados los resultados negativos obtenidos con niclosamida, se consi 

der6 interesante evaluar la capacidad citot6xica de este agente y de la ci 

clofosfrunida como control positivo, usando diferentes dosis, para excluir 

la posibilidad de que la ausencia de micronúcleos en los ratones ex~uestos 

a niclosamida se debiera a un efecto t6xico. Para llevar a cabo este estu

dio, se tomaron en cuenta el número de nonnocitos existentes en los campos 

necesarios para contar 400 policromáticos. Teóricamente en una médula nor

mal, Ja re laci6n existente entre pol icrom.'iticos/normoci tos debe ser de 

1:1, es decir, el valor de la relación: Pol./Nor. en animales controles se 

rá cercano a uno, en caso de toxicidad dicha relación se n1tera por inva

sión de la médula por nonnocitos sanguíneos. 



TABLA 5 

RELACION OOSIS-RE..c;PUESTA DE NICWSAMIDA A LAS 48 HRS. 

NLMERO DE POLICRCMATIOOS POL i POL RESULTAOO 
ANIMALES 'IUI'ALES CON CON POL/OOR ESTADISTia> MICRONUCLEOS MICRONUGLEOS 

Control 4 4 ,011 9 0.22 1. 21 
(goma arábiga) 

Niclosamida 
5 4,509 9 o .19 1. 11 

(30 mg/Kg de peso) 

Niclosamida 
(150 mg/Kg de peso) 4 4,018 9 0.22 1.46 

Niclosamida 
(300 mg/Kg de peso) 4 4,008 8 0.20 1.02 

Ciclofosfamida 4 3,866 313 8 o .14 + 
(100 mg/Kg de peso) 



TABLA 6 

RELACION OOSIS-RESPt.Jr:STA DE CICLOFOSFAMIDA A LAS 48 HRS. 

NUMERO DE roLICRCM\TICOS POL i POL RESULTAOO 
ANIMALES TOTALES CON CON POL/NOR 

MICRONUCLEOS MICRONUCLEOS ESTADISTICO 

Control 8 3,763 3 0.07 0.86 
(goma arábiga) 

Ciclofosfarnida 
(10 mg/Kg de peso) 8 4,064 49 1 . 2 0.84 + 

Ciclofosfamida 
8 4,050 126 3 .1 0.36 + 

(SO mg/Kg de peso) 

Ciclofosfamida 8 4,068 313 7.7 0.28 + 
(100 mg/Kg de peso) 
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Para éste ensayo se tomaron muestras a las 48 hrs a ratones que 

recibieron 30, 150 y 300 mg/kg de peso de niclosamida y 10, 50 y 100 mg/kg 

de ciclofosfamida. 

En las Tablas 5, 6 y Figura 5 se muestran los valores obtenidos -

con cada w10 de los compuestos. En el caso de los ratones a los que se a~ 

ministr6 la ciclofosfamida se observa un incremento de policromáticos con 

micronúcleos proporcional al alUllento de la dosis, no así en los que recibí~ 

ron niclosamida cuyos ~alares de micronúcleos no varían de los del control. 

La evaluaci6n del estado proliferativcrde la médula indica lo si

guiente: con ciclofosfamida el valor de policrornáticos/nonnocitos disminu

ye en rclaci6n con el alUllento de la dosis, por lo tanto hay un incremento 

anormal de normocitos en médula que se puede interpretar como muerte de las 

células medulares. Los valores de policromáticos/normocitos de las diferen

tes dosis de niclosrunida permanecen por el contrario, dentro del intervalo 

normal. 
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Figura S. Curva dosis-respuesta de ciclofosfamida y niclosamida. Los PU!} 
tos sobre las ordenadas pertenecen al grupo control. 
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DISQJSION Y CONCLUSIONES 

Los resultados que se obtuvieron con la ciclofosfamida utilizada 

en este estudio como una droga modelo, confinnan la gran potencialidad 

de la prueba de micronúcleos para el estudio de agentes mutagénicos. Es

tos resultados son además interesantes en vista que este compuesto, am

pliamente utilizado en la prueba de micronúcleos, aparentemente no había 

sido administrado por vía oral como ocurrió en el presente estudio. 

En la Tabla 3 se puede observar que a las 48 hrs después de su 

administración, la ciclofosfamida induce la mayor proporción de eritroci_ 

tos policromáticos con micronúcleos, y que éstos disminuyen paulatiname!!_ 

te a las 72 y 96 hrs. Estos datos coinciden con los reportados por Sala

mone (33) después de administrarla intraperitonealmente. En cuanto a la 

relación dosis-respuesta nuestros resultados se asemejan a los reporta

dos por Maier y Schmid (22), quienes por la vía intraperitoneal también 

observaron un aumento en la inducción de micronúcleos en relación con la 

dosis hasta los 500 mg/Kg de peso; por lo contrario Salamone y colabora

dores (33) y l1oetz y colaboradores (23) discrepan en este sentido, ya que 

ellos observan la mayor inducción de policrornáticos con micronúcleos alr~ 

dedor de los 40 y SO mg/Kg de peso y una disminución entre los 90 y 100 

mg/Kg de peso. Estas diferencias pudieran deberse, no tan solo al tipo de 

via de administración empleada en dichos estudios, sino a las condiciones 

específicas de cada expcr:imcnto tales como: el protocolo experimental es 
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decir la dosificaci6n, tiempo de recuperaci6n de la médula y nllmero de c! 

lulas analizadas, el origen de los compuestos y la diferente sensibilidad 

a los mismos entre cepas, que se ha observado en estudios previos en el l,!!. 

·boratorio. Un estudio bajo las mismas condiciones experimentales, adminis-

trando ciclofosfamida por diferentes vias podria esclarecer si la capaci

dad de este compuesto para producir microndcleos se modifica con respecto 

a la vía de administraci6n. 

Es importante señalar que en la evaluaci6n del estado proliferat,i 

vo de la médula (policrcmáticos/nonnocitos), se encontr6 un comportamien

to relacionado con la producci6n de microndcleos, ya que con la dosis de 

10 mg/Kg de peso el aumento de nonnocitos en m!3dula es mucho menor que en 

la dosis de 50 y 100 mg/Kg de peso, donde se incrementa la frecuencia de 

células con microndcleos. Estos resultados muestran que este tipo de eva

luaci6n sirve como un criterio auxiliar para conocer la disponibilidad 

del compuesto en estudio a nivel del órgano blanco, en otras palabras, 

nos da idea de la accesibilidad de la médula a la ciclofosfamida así como 

de la toxicidad de esta droga. 

En nuestro estudio se emple6 la dosis de 100 mg/Kg de peso de ci

clofosfamida, como control positivo, ya que como podemos observar no hubo 

mucha variabilidad en los valores obtenidos de experimentos que se realizaron 
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en el laboratorio. 

La niclosarnida no indujo un aumento en la frecuencia de células 

con micronúcleos en ninguno de los diferentes tiempos de cosecha, ni con 

las diferentes dosis empleadas, que son las máximas por la insolubilidad 

de la droga, a pesar de que los resultados del estudio de la nrutagenici

dad en §_. typhinrurium de la orina de los ratones tratados con esta droga 

sugieren que la niclosamida y sus metabolitos están presentes in vivo 

hasta las 72 hrs después de la administración. Sin embargo, no se puede 

excluir que, a pesar de que la niclosamida se encuentre dentro del orga

nismo esté llegando a las células blanco en suficiente concentraci6n pa

ra producir el efecto que se busca. De hecho el estudio de la relaci6n 

de policromáticos/nonnocitos, mostr6 que la droga no tiene efectos tóxi

cos en médula, lo que también podría interpretarse como que no está lle

gando a ella o no lo hace en suficiente cantidad. 

Dado que los micronúcleos representan más bien un evento letal, 

es de esperarse que su producci6n se dé a las dosis altas, por lo que en 

el caso de la niclosarnida sería necesario atmlentar su concentración has

ta niveles letales para el anlinal, y analizar la relación de policranát!_ 

cos/nonnocitos con el objeto de ~xplorar aún más si este canpuesto llega 

o no a la m&lula 6sea. Para este fin, deberán prepararse las soluciones 
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de niclosamida con otro solvente, ya que en este estudio la concentración 

más alta que se pudo disolver fué de 300 mg/Kg de peso suspendida en goma 

arábiga. Se podrian también, emplear otras alternativas para estudiar sus 

efectos cano el administrarla por via intraperitoneal. Sin embargo, estas 

decisiones dependen de la relevancia de los datos que se obtengan median

te esos ensayos y el costo que representen. 

Podemos concluir, con fines prácticos, que en este estudio en el 

que la.niclosamida se administró por la misma via a la que se expone el 

humano y en una dosis 10 veces mayor que la recomendada terapéuticamente, 

no se alteró la frecuencia espontánea de células con micronúcleos. Este 

resultado, aunado a los obtenidos en otros sistemas biológicos empleados 

en el laboratorio, permitirá valorar si la niclosamida representa o no un 

riesgo potencial para la población que se expone a ella. Además, se con

finn6 que la ciclofosfamida es un canpuesto altamente genot6xico, mientras 

la niclosamida a las dosis usadas no lo es. 
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