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M . A . JIMENEZ MERCADAL

Lab . de Mutagenesis Ambiental, Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas, Ciudad de la Habana, Cuba

Rccibido : 14 de octuSre de 1981

ABSTRACT. A methodology using different Salmonella typhimurium
strains and a post-mitocondrial rat liver fraction has been applied for
evaluating the antihistaminic drug ciproheptadine . This methodology
is widely used for detecting genotoxic effect of chemicals . No mutage
nic effect was found using different concentrations of the compound,
(10, 50, 100, 200, 400, and 500 •g per plate) . These results agree with
those reported by Torroella et al, using two yeast strains .

RESUMEN. La ciproheptadine . droga antihistaminica de amplio use
fue evaluada con una metodologia que emplea diferentes cepas' de
Salmonella typhimurium y una fraccion post-mitocondrial de higado
de rata con el objetivo de conocer si presenta efecto genotdxico . Esta
metodologia es ampliamente utilizada en los ensayos de mutagenici-
dad de compuestos quimicos . En las dosis que fueron empleadas (10,
50, 100, 200, 400 y 500 g por place) no se encontraron efectos muta-
genicos. Estos resultados concuerdan con los reportados por Torroella
y cots. quienes emplearon dos cepas de levadura .

INTRODUCCION

Existe suficiente informacion en la literature acerca del peligro pare la
salud humane que presentan los compuestos que daiian el material
hereditariol . Se ha descrito edemas que los mutagenos estan relacio-
nados con el aumento de la incidencia de enfermedades en el hombre,
como son: las malformaciones congenital, la esterilidad y otras anoma-
lies de origen genetico. Tambien se ha sugerido su relation con la ar-
terioesclerosis 2 . Por otra parte, segun datos de la Organization Mundial
de la Salud referidos por McCann y Ames3 ha sido estimado que los
factores ambientales inician alrededor del 80% de los casos de cancer
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en el hombre y es cada vez mas evidente que los agentes causales de
estos factores ambientales actuan probablemente mediante dai o al DNA .

Despues de la mitad de este siglo aparecieron en el horizonte cientifico
una serie de metodologias que emplean microorganismos como detec-
tores de diferentes danos de origen genetico provocado por sustancias
quimicas, pero es en la pasada decade cuando se perfeccionan estas tec-
nicas y se generalize su uso .

Un elevado numero d° cepas de Salmonella typh murium incapaces de
sintetizar histidina, fueron construidas por Ames y cols 4 con el obje-
tivo de seleccionar un grupo que presentara una buena sensibilidad a
los mutagenos independientemente de su mecanismo de accion. A esta
metodologia que emplea la retromutacion o reversion a la histidina le
fue acoplado un sistema metabolico "in vitro" que funciona en la mis-
ma place Petri y que emplea una fraccion post-mitocondrial hepatica
de rates (S9) con el objeto de efectuar la biotransformacion, que nor-
malmente el higado ejerce sobre las sustancias exogenas. Hollstein y
cols . 2 Begun extensa revision encontraron que haste el ai o 1979 se ha-
bian publicado mas de 400 trabajos en los que se refiere el estudio de
mas de 2,600 compuestos .

En nuestro laboratorio, con esta metodologia se hen evaluado un grupo
de farmacos en uso y otras drogas en fase experimental5 .

En este trabajo presentamos los resultados con la ciproheptadina, dro-
ga antihistaminica, de amplio uso en nuestro pals . Este farmaco habia
sido estudiado en nuestro laboratorio empleando dos cepas de levadura,
por Torroella y cols.s y mostraron que no presentaba propiedades mu-
tagenas .

Dada la reconocida sensibilidad de las cepas de Salmonella y su eficien-
te sistema de activacion metabolica se consider± de interes evaluarla en
este sistema .

MATERIALES Y METODOS

Compuesto. La ciproheptadina fue obtenida en forma pure en los labo-
ratorios de medicamentos "Reynaldo Gutierrez" de Ciudad Habana, de
un lote procedente de Hungria .
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Cepas de bacteria . C nco cepas de Salmonella typhimurium fueron em-
pleadas. Dos de ellas (TA-100 y TA-1535) detectan mutaciones de sus-
titucion de pares de base y en las otras tres (TA-98, TA-1537 y TA-1538)
que detectan mutagenos de tipo frameshift, es decir, corrimiento del
marco de lecture .

Metabolismo "in vitro" de la droga. Fue empleada una fraccion post-
rnitocondrial hepatica de rates tratadas con AROCLOR 1254 preparada
segun Ames y cols . 4 y conservadas haste su uso, en Nitrogeno Liquido .
La actividad biologics de esta fraccion fue chequeada periodicamente
segun tecnicas de Brodie y Alxelrod 7 y mediante la evaluacion de la ca-
pacidad de transformer mutagenos a su forma active de compuestos
conocidos .

Ensayos de mutagenicidad . La ciproheptadina fue disuelta en dimetil-
sulfoxido y se evaluaron 6 dosis del compuesto . El limite de las dosis
estuvo dado por . l a toxicidad del mismo. El ensayo de mutagenicidad
fue hecho segun Ames y cols . 4 Cien microlitros de suspension celular
con aproximadamente 10 8 celulas, 100 microlitros de solucion del com-
puesto y 500 microlitros de la mezcla metabolizante fueron adiciona-
dos a 2 ml de agar suave, agitado y uniformemente distribuido en caps
fins, en una place de medio minimo Vogel-Bonner . Despues de solidifi-
cado, fueron incubadas las places a 37°C, 48 horas, despues de to cual
se contaron las colonies de revertantes en las places controles y en las
de tratamiento .

Los tubos de agar suave contenian una cantidad limitante de histidina
que permite algunas duplicaciones de la bacteria que facilita un creci-
miento de fondo diferenciable de las colonies de revertantes . Esto per-
mite evaluar una eventual toxicidad del compuesto y el tiempo de ex-
presion de la mutacion. Cads concentracion empleada se realizo por
duplicado y cads experimento se repitio al menos, dos veces .

Conjuntamente con los ensayos en presencia de la fraccion hepatica, se
realizaron experimentos paralelos en ausencia de la misma .

Tratamiento estadistico de los datos . Los valores de revertantes por pla-
ces de dos experimentos independientes por ceps y condition, fueron
evaluados segun Zar 8 analizandose si existia diferencia significativa en-
tre los tratamientos y el control mediante un test F salido de un analisis
de varianza y se observo si la pendiente de las curves dosis efecto orari
si nificativamex to cjiferentes do 0,
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RESULTADOS

En la Tabla I se presentan los valores experimentales obtenidos con la
ciproheptadina en presencia de la fraccion hepatica con las cinco cepas
de referenda. Puede verse que no existen diferencias significativas res-
pecto al control para un a de 0.05 .

TABLA I

Valores revertantes por placa del tratamiento con ciproheptadina en
presencia de la f raccidn hepatica

Evaluacion

	

Significa-
Estadistica

	

tividad
a = 0.05

	

NS

	

NS

	

NS NS NS

Evaluacion estadistica . X (Media), DS (desviacidn standard) t concentracion tdxi-
ca), NS (estadisticamente no significativo), DMSO (dimetilsulf6xido) .

En la Tabla II se exponen los datos provenientes de los ensayos en au-
sencia de la fraccion metabolizante . No se observaron diferencias sig-
nificativas .

CEPAS

g/placa

TA-100
Revert/
placa
X » DS

TA-98
Revert/
placa
X»DS

TA-1535
Revert/
placa
X»DS

TA-1537
Revert/
placa
X»DS

TA-1538
Revert/
placa
X»DS

Solvente 126»7 33»3 16»4 9»2 24»7
DMSO
10 115 » 23 25»5 10»3 9»1 34»10
50 116 » 13 25»4 17»1 8»5 27»14
100 120»9 30»8 16»3 9»2 18»6
200 115 » 6 34»11 15»4 5»3 36»4
400 126»9 40»10 15»3 7»4 42»6
500 t 20»5 12»3 9»2 30»4

r 0.1961 -0.0269 -0.0737 0.1119 0.4060
F 0.4 0.0087 0.0656 0.1524 2.3698
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TASLA II

Valores revertantes por placa del tratamiento con ciproheptadina en
ausencia de la f raccion hepatica
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Evaluation estadistica . X (Media), DS (desviacion standard) t (concentration tdxi-
ca), NS (estadisticamente no significativo), DMSO (dimetilsulfoxido) .

DISCUSION

Los resultados obtenidos con las cinco cepas de Salmonella typhimu-
rium concuerdan con los obtenidos por Torroella y cols .s cuando eva-
luaron la genotoxicidad de esta droga sobre las levaduras Schizosaecha-
romyces pombe, cepa Pi y Saccharomyces cerevisiae, cepa D4, las cuales
responder ante mutation y conversion gdnica respectivamente .

Como se ha venido apuntando por diferentes autores y organizaciones
internacionales, suelen, ser mas peligrosos aquellos compuestos poco
toxicos pero con efecto a largo plazo Como el gendtico, asi, estamos en
presencia de enemigos silenciosos de los cuales sus consecuencias se
observan despuds de muchos anon .

•g/placa

CEPA TA-100
Revert/
placa
X » DS

TA-98
Revert/
placa
X » DS

TA-1535
Revert/
placa

X » DS

TA-1537
Revert/
placa
X » DS

TA-1538
Revert/
placa

X » DS

Solvente 117»8 30»7 9»3 11»3 11»2
DMSO
10 102»16 21»10 8»3 10»4 18»3
50 98»9 26»10 12-»3 11»2 18»6
100 99»10 31»6 8»4 10»3 17»8
200 113»11 24»5 10»3 11»3 21»3
400 t 24»6 8»2 7»4 14»5
500 t t 10»3 t t

r 0.0836 -0.1886 -0.0373 -0.5086 --0 .0165
F 0.0564 0.3691 0.0167 3.4896 0.0027

Evaluation Significa-
Estadistica tividad

a 0.05 NS NS NS NS NS
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CONCLUSTONES

En las metodologias empleadas, la ciproheptadina no presenta propie-
dades mutagenas habiendo sido estudiada bajo metodologias de apre-
ciable sensibilidad. Continua pues, siendo de interes emprender con es-
ta droga, metodologias que emplean celulas de mamiferos o animales
de laboratorio .

Los ensayos de mutagenicidad en microorganismos son herramientas
insustituibles en los primeros pasos de evaluacion toxicologica de una
droga, y esto se ha visto afirmado en los ultimos anos, cuando se noto
que estas metodologias son capaces de detectar efectos que pasan inad-
vertidos a las pruebas toxicological de rutina .
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