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{NOS ENCONTRAMOS FRENTE A UNA NUEVA CLASE
DE MUTAGENOS?
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SUMMARY

1,3-Dinitronaphthalene, previously identified in particulate organic
matter, easily forms covalent adducts with DNA nucleotides at room tempe-
rature. The mutagenic potency of a related dinitropolycyclic aromatic hydro-
carbon (dinitroPAH) with meta disubstitution, namely 1,3-dinitrofluoranthe-
ne, is rather independent of the Salmonella Typhimurium tester strain (TA98,
TA98NR and TA98/1, SDNP6) when assayed according to the Ames Test.
This unusual behavior suggests that it does not require metabolic activation
via the “classical nitroreductase” and/or the acetylase. The fact that 1,3—di-
nitronaphthalene readily forms covalent adducts with DNA nucleotides further
suggests that dinitroPAH with meta nitro-groups may not require the usual
metabolic activation pathways.

RESUMEN

El 1,3-dinitronaftaleno, previamente identificado en polvo ambiental,
forma aductos covalentes con nucledtidos del DNA a temperatura ambiente
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facilmente. La potencia mutagénica de un hidrocarburo aromético policiclico
dinitrado (HAPDN), ¢l 1, 3-dinitrofluoranteno, es practicamente independiente
de la cepa de Salmonella Typhimurium (TA98, TA98NR y TA98/1, 8DNP6)
empleada en el Test de Ames. Este comportamiento poco usual sugiere que
este HAPDN no requeriria de la activacién metabélica via la “nitroreductasa
clasica” y/o de la acetilasa. El hecho de que el 1, 3- dinitronaftaleno forma
aductos covalentes con nucledtidos del DNA rdpidamente estd de acuerdo con
que HAPDN meta disubstituidos podrian prescindir de las rutas usuales de
activacién metabélica.

INTRODUCCION
El DNA contiene una secuencia de nucledtidos mediante la cual los
aminodcidos son codificados. Secuencias de tres de estos nucledtidos (codo-

nes) especifican un aminodcido.

Cada nucleétido estd constituido por una base nitrogenada unida a una
molécula de ribosa y a un grupo fosfato (Fig 1).
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Fig. 1. Constitucién del DNA.

La variabilidad reside en la base nitrogenada ya que el aziicar y el grupo
fosfato constituyen el esqueleto de la cadena polinucledtida del DNA (Fig 2).

Fig. 2. La doble hélice del DNA.

Un conjunto de codones constituye un gen. Un gen que codifica una
proteina determinada es susceptible de cambios quimicos como resultado de
accién fisica (como rayos x, rayos gamma) o de la accién de algunos agentes
quimicos, de modo que una de las tres bases del triplete codificador para un
" resto aminoicido resulta modificada. Como consecuencia se produce una
alteracién en la secuencia de nucleétidos del DNA de las células hijas, el cual
podria codificar una cadena polipeptidica alterada que quedaria defectuosa en
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su funcién biolégica. La alteracién en la secuencia de nucledtidos en el DNA
constituye una mutacién. El proceso de induccién de mutaciones es una
mutagénesis y el agente que lo causa es denominado mutigeno.

A menudo hay una estrecha relacién entre mutagénesis y céncer en el
sentido de que una o mds proteinas defectuosas pueden ocasionar alteraciones
estructurales en las células. Una célula dectuosa causa cdncer si su anormalidad
le permite su proliferacién descontrolada.

LOS COMPUESTOS HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS NITRADOS COMO MUTAGENOS

Existen muchos compuestos que son mutdgenos (Tabla 1); un grupo de
éstos, los hidrocarburos aromaticos policiclicos nitrados (HAPN), son casi en
su totalidad cancerigenos y mutagénicos [1-4]. Estos compuestos pueden
reaccionar con las bases nitrogenadas del DNA y alterar su secuencia.

Los HAPN provienen mayormente de la combustién en motores diesel
y motores a gasolina y de reacciones atmosféricas entre HAP y 6xidos de
nitrégeno [S].

TABLA 1. Relacién entre carcinogenicidad y mutagenicidad (muestras de
resultado positivo / muestras totales)

Carcinégenos No carcinégenos
detectados como sin actividad
mutigenos mutagénica en
Categoria de compuestos bacterianos bacterias
Aminas arométicas 23125 10/12
Haluros de alquilo 17120 13
Aromiticos policiclicos 26127 709
Esteres, ep6xidos, carbamatos 13/18 59
Nitroaromaticos y heterociclicos 28/28 1/4
Nitrosaminas 20121 212
Toxinas y antibiéticos fingicos 89 5/5
Mezcla condensada de humo de cigarrillos 121 —_
Colorantes azo y compuestos diazo 11/11 23
Sustancias bioquimicas de uso comtin -— 46/46
Compuestos organicos diversos 1/6 13/13
Heterociclicos diversos 1/4 i
Compuestos nitrogenados diversos m 2/4
156/179 101/117

Obtenida de McCarm. J. E. Choi. E. Yamasaki, and B. N. Ames. 1975. Proc. Nt Acad. Sci. U.S. 72: 5135-5139.
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EL TEST DE AMES [4, 6]

Los estudios de mutagenicidad y cancer en animales demandan muchos
problemas en la préctica debido al prolongado tiempo, el costo elevado, y la
baja sensibilidad.

Existen cepas de bacteria Salmonella Typhimurium incapaces de bio-
sintetizar histidina (cepas His~). Una pequefia proporcién de estas bacterias
revierte a la forma silvestre pudiendo sintetizar su propia histidina (His*).
sobreviendo asi y multiplicindose para formar colonias discretas a una fre-
cuencia determinada.

El test de Ames consiste, esencialmente, en lacombinacién del compues-
to a estudiar y la cepa de la bacteria mezclados con agar en un plato petri.
Luego de una incubacidn de 2 dias a 37°C se cuentan las colonias que revierten.
Normalmente el estudio de un mutageno consiste en realizar tres pruebas con
dosis diferentes y obtener un rango de concentraciones en ¢l que se produce
una curva lineal de dosis-respuesta, siendo la potencia mutagénica del
compuesto directamente proporcional al nimero de colonias revertientes.

Existen diversas cepas, y cada una de ellas responde a distintos tipos
de mutaciones, como eliminaciones, adiciones o sustituciones de pares de
bases. Las cepas TA98 detectan mutdgenos que causan corrimiento de armazén
en el DNA, que es caracteristico para los HAPN y HAPDN. Derivados
deficientes de nitrorreductasas de las cepas TA98 (identificados como
TA98NR) o de acetilasas (identificadas como TA98/1, 8DNP6) son empleadas
en estudios de activacion metabdlica de los HAPN y HAPDN.

Tabla 2.- Potencias mutagénicas del 1, 3-dinitroﬂuorantcno en Salmonelia
Typhimurium TA98, TA98NR y TA98/1,8DNP6.

Cepa Revertientes/mol
TA98 2601
TA98NR 2798
TA98/1, 8DNP6 2615
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(FRENTE A UNA NUEVA CLASE DE MUTAGENOS?

A Por lo general los HAPN requieren de accién enzimiticas para ser
activados y poder reaccionar con €l DNA [7]. Los grupos nitro de los HAPN
pueden ser reducidos por nitrorreductasas hasta hidroxilamina, la cual puede
ser acetilada para dar un potente electréfilo potencial, el i6n nitrenio, (o un
portador de éste) altamente reactivo frente a las bases nitrogenadas del DNA.
En algunos casos los HAPN pueden ser activados por hidroxilacién de su
esqueleto aromdtico via monooxigenasas dependientes del citocromo P450,
pero es bastante raro.

El 1, 3-dinitronaftaleno se encuentra presente en el polvo troposférico
-urbano [8]. El inico HAPDN semejante cuya potencia mutagénica haya sido

evaluada mediante ¢l test de Ames es el 1, 3-dinitrofluoranteno (Fig 3), el cual
ha demostrado tener un comportamiento frente al test de Ames muy diferente

al del resto de los HAPN y HAPDN.
: NO,
“\ NO,

Fig.3. 1,3-Dinitrofluoroanteno y 1,3-dinitronaftaleno.

Sorprendentemente, al no depender marcadamente de las nitroreductasas
o de la acetilasa para mostrar su potencia mutagénica (Tabla 2), el 1,3-
dinitronaftaleno parece no necesitar de activacién enzimadtica. Para investigar
este raro comportamiento hemos estudiado 1a interaccién de las bases del DNA
con el 1,3-dinitronaftaleno en solucién acuosa.

En la figura 4 se muestra los espectros UV-VIS de soluciones equimo-
lares de 1,3-dinitronaftaleno y adenosina, asi como el espectro de la mezcla
de reaccién y el espectro teérico (que representa la simple mezcla de las
soluciones reactantes). El espectro de la reaccién (D) es diferente al espectro
- tedrico (C).

Es notorio que ocurre una ripida reaccién, aparentemente de adicién
nucleofilica al anillo aromatico del 1,3-dinitronaftaleno por parte de la base
del DNA. ;Ser4 éste ¢l mecanismo de mutagenicidad del 1, 3-dinitronaftaleno
in vivo?.
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Fig. 4. a)  Curva A: Espectro UV-VIS de solucién de 1,3-dinitronaftaleno 5 x 10~ M en mezcla de etanol-agua 1:2. Curva B: Espectro
UV-VIS de la solucién de adenosina 5 x 10* M en mezcla de etanol-agua 1:2.
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Fig. 4. b) Curva C: Espectro UV-VIS de la reaccién entre volimenes iguales de las soluciones de la Fig. 4 a) después de 24 horas
a 37°C. Curva D: Espectro UV-VIS tebrico, suma de las curvas A y B dividida entre 2.
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