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INTRODUCCION

Entre los hallazgos iniciales sobre los procesos que intervienen en la reparacion del dafio inducido en el ADN
en sistemas bioldgicos, estan los aportados por Setlow y Carrier (1964) en Escherichia coli. La sintesis que ocurre
durante la reparacion que tiene lugar posteriormente a la exposicién de E. coli a la luz ultravioleta (UV), a la adicion
al medio de cultivo de mostaza nitrogenada, y de nitrosoguanidina fue demostrada por Pettijhon y Hanawalt (1964),
y por Hanawalt y Haynes (1965).

En la actualidad es bien conocido que el cambio molecular inducido por la UV es reparado por el proceso
definido como fotoreactivacion, cuyo esquema general se obtuvo gracias a las conclusiones derivadas de la
experimentacion en el mismo sistema bacteriano. Por otra parte, el mecanismo de reparaciéon en la obscuridad,
descubierto por Setlow y Carrier (1964), consiste en que durante la ocurrencia del dafo inicial inducido en el ADN
por la exposicién a la luz UV, tiene lugar un bloqueo en la replicacion normal del ADN por la formacion de dimeros
de pirimidina, que son posteriormente separados del &cido nucleico, por enzimas especificas. Setlow y Carrier
(1964), Boyce y Howard-Flanders (1964), y Howard-Flanders y Boyce (1966), denominaron a este mecanismo
"reparacion por escision", en el que la regidon del ADN escindida es reemplazada subsecuentemente por los
nucledtidos complementarios de la hélice no modificada. Pettijhon y Hanawalt (1964) obtuvieron evidencias fisicas
sobre la sucesion de las etapas sefialadas en dicho proceso mediante el analisis por gradientes de densidad del
ADN, comparando a la replicacion semiconservativa normal, con la no conservativa del sistema, que tiene lugar
durante la reparacion.

Otros autores, como Mouton y Fromageot (1971), realizaron experimentos con el fin de demostrar la
interferencia sobre los procesos de reparacién in vivo que muestran algunos agentes quimicos, dentro del modelo
propuesto por Setlow (1963) y por Howard-Flanders y Boyce (1966). La demostracion de Mouton (1971a) se basé
en la inhibicion de la reparacion en la obscuridad, resultante del bloqueo que tiene lugar en el crecimiento,
posteriormente a la exposicion a la luz UV, por la luteosquirina, la cafeina y la rugulosina, en los mutantes de la
cepa E. coli HCR—, UVR—, EXCR—.

Mouton (1971b) demostré que la accion antirreparadora de la luteosquirina se debe a la inhibicién de la
actividad de la polimerasa 1 del ADN, sefialando que E. coli no es el sistema ideal para investigar la accion
antirreparadora de dicha substancia, ya que observé que la luteosquirina no penetra facilmente la parad celular de
la célula bacteriana. Esta propiedad, es probablemente resultante de la presencia demostrada de iones MG++ en la
parad celular bacteriana, que posibilitan la formacién del complejo luteosquirina-Mg, que es insoluble. El mismo
autor propuso a Tetrahymena pyriformis como un sistema bioldgico idoneo para la investigacion sobre los
mecanismos de reparacion, puesto que se trata de un protozoario ciliado adaptable a la mayoria de las técnicas
bacteriolégicas, que se puede desarrollar en medios completamente axénicos. Otras caracteristicas de este
eucarionte, que facilitan el trabajo experimental son las siguientes: la longitud del segmento escindido del ADN
después de irradiaciéon con la luz U.V. es considerablemente mas largo que el demostrado en E. coli (Brunk y
Hanawalt, 1969; Mouton, 1971a); la absorcién de los pigmentos amarillos (Ls) a través de su citosoma, tiene lugar
efectivamente, por lo que no hay problemas derivados de la permeabilidad de la membrana, que pudieran interferir
con el efecto antirreparador de la Ls posterior a la irradiacion con la luz U.V. Otra propiedad utilizable de T.
pyriformis, consiste en que algunas de las modificaciones morfolégicas internas y externas resultantes de la
irradiacion son identificables faciimente bajo el microscopio (Mouton, 1971b). La eleccion del nuevo modelo
biolégico fue ampliamente aceptado por varios autores, quienes prosiguieron sus investigaciones dando preferencia
a T. pyriformis, después de ensayar otros microorganismos en experimentos similares. Por otra parte, las técnicas
radiobiolégicas empleadas para la investigacion en protozoarios fueron establecidas por Lwoff desde 1932.

Brunk y Hanawalt (1969) reportaron asimismo, procesos de reparacion en la obscuridad, del ADN en T.
pyriformis, opinando que dicho microorganismo es un sistema biolégico muy apropiado, cuya colocacién sistematica
queda situada entre la de las bacterias y la de las células de mamiferos. Otra propiedad intrinseca del protozoario
citado, consiste en que su sensibilidad al efecto antirreparador de algunas drogas es mayor que la que muestran las



células de mamiferos in vierto. Con apoyo en los puntos de vista anteriores algunos autores corroboran la opinion
de Schroeder et al. (1969), quienes consideran a T. pyriformis como el material bioloégico ideal para las
investigaciones sobre la reparacion en la obscuridad, por su posicion filogenética intermedia entre los
protocariontes y los organismos eucariontes.

En su habitat natural, T. pyriformis esta constantemente expuesto a la luz solar, ya que vive normalmente en la
superficie de los estanques y de los rios dulceacuicolas, por lo que su supervivencia esta condicionada por su
notable resistencia natural contra la inactivacion por luz UV.

EFECTOS BIOLOGICOS DE LA LUZ VISIBLE

En el lapso de la ultima década han proliferado las investigaciones sobre T. pyriformis, que ocupan un lugar
prominente dentro del campo de la radiobiologia. Las radiaciones naturales, como la luz solar y los rayos césmicos,
a las que estan expuestos los protozoarios en su microcosmos, constituyen un factor determinante de su conducta.
Giese (1967) realizd un conjunto de experimentos en los que sometidé a diversos protozoarios a la accion de
radiaciones de distinta longitud de onda, incluyendo desde la luz UV hasta las radiaciones infrarrojas y a las ondas
de radio.

Entre los efectos que observaron esta el incremento de la temperatura intracelular, atribuible al "calor producido
por la friccion del movimiento idnico inducido en las células por la alternancia rapida del campo de la onda" (Giese,
1967).

Es relevante citar a Grotthus (1818), quien demostré que consecuentemente a la absorcion de la luz visible se
promueven reacciones fotoquimicas y fotobioldgicas, que son a su vez eventos desencadenantes de efectos
fotodinamicos algunos de los que pueden modificar a la permeabilidad de la membrana. Este proceso requiere que
se cumplan dos condiciones, a saber, que estan presentes ciertos pigmentos, ya que la concentracion de los
mismos incrementa la fotosensibilidad, y la presencia del oxigeno que posibilita la fotooxidacion. Posteriormente se
observo que la accion fotodinamica no afecta Unicamente a la célula de un modo superficial, dado que se modifican
notablemente la viscosidad celular, la fotosensibilidad, la radiosensibilidad, la frecuencia con que ocurre la divisién
celular y otros aspectos observables del comportamiento celular.

Un efecto ampliamente investigado de la luz visible en los microorganismos, es la fototaxia, que se ha
explorado detalladamente en aquellos protozoarios que tienen manchas oculares, en los que la magnitud de la
respuesta depende tanto de la intensidad, como de la longitud de onda de la luz empleada (Wichterman, 1972).

Los periodos de exposicion a la luz visible afectan al ritmo circadiano de los protozoarios, efecto que es mas
notable en los que son fotosintéticos como Gonyaulax sp. y Euglena sp. (Wichterman, 1972.) Por otra parte, en los
protozoarios que no son fotosintéticos como Paramecium sp., las reacciones de apareamiento y de conjugacién
dependen de la duracién que tienen los periodos de iluminacién alternados con los de obscuridad completa.

EFECTO BIOLOGICO DE LAS RADIACIONES IONIZANTES

La contribucién aportada por la investigacion en protozoarios al estudio de los efectos biolégicos de las
radiaciones ionizantes es considerable. Como resultado de la exposicion a radiaciones ionizantes tienen lugar dos
mecanismos interdependientes conocidos como el efecto directo y el efecto indirecto, tratados histéricamente con la
considerable extension que se requirié, dentro de la discusion de la teoria del blanco. El efecto general del oxigeno
presenta durante la irradiacion y durante la reparacion, al nivel celular y al nivel molecular, recibié la valiosa
contribucién procedente de los estudios desarrollados en T. pyriformis. (Giese, 1967; Kalnii, 1967; Wichterman,
1972).

Otro resultado derivado de la incidencia de la radiacién ionizante, fue el reportado por Giese (1967) quien
investigo el efecto fotoquimico que las ondas de radio tienen en la célula. Dicho efecto fue explorado con
anterioridad por Kalher et al. (1929), quienes concluyeron que en la paramecia no se manifiesta bajo cierto umbral,
dado que se integran dentro del protozoario pequefias zonas de calor por el movimiento de los iones, que deben
sobrepasar un volumen critico en el ambito intracelular no electrolitico.

Gracias a los avances de la tecnologia y del perfeccionamiento de la instrumentacion, a partir de la segunda
mitad del siglo pasado se desarrollaron investigaciones en una relaciéon exponencial a la fecha, sobre el efecto
biolégico de las radiaciones ionizantes en varios sistemas biolégicos. Schaudinn (1899) reporté el efecto de los
rayos X sobre algunos rasgos conductuales de los protozoarios, debido a las alteraciones en el funcionamiento
normal de los organelos locomotores.



Otros autores se refirieron a la variacion en la radiosensibilidad presente entre los individuos del mismo clone,
abundando los estudios comparativos entre las modificaciones resultantes en las curvas de supervivencia, y en los
valores de la dosis letal media (DL50).

Back y Halberstaedter (1954) realizaron investigaciones sobre la supervivencia posterior a la irradiacién en P.
caudatum, encontrando que la gran variabilidad en la DL50 puede ser explicada en términos de la propia variacién
biolégica del infusorio al nivel individual. Las manifestaciones concomitantes a la expresion de la radioresistencia,
tienen relacion asimismo, con la diferencia entre el tamafio del micronucleo y del macronucleo, asi como con el
grado de ploidia a del micronucleo. Mortimer (1958) y Wells (1960) concluyeron que los infusorios portadores de un
micronucleo diploide son los mas radioresistentes. Otro efecto que modifica a la radiosensibilidad del infusorio es el
cambio en la viscosidad del protoplasma, evidente durante la division celular.

Williams (1968) reporté que la irradiacion de cultivos sincronizados de Spathidium spatula, con dosis menores
que la DL50, produce un aumento anormal del volumen celular, efecto que es debido, a su vez, a la inhibicion de la
division celular. Wichterman (1948) estudio el bloqueo de la division celular posterior a la exposicion a los Rayos X,
que tiene lugar tanto en los ciliados como en los rizopodos. Otros autores determinaron el efecto diferencial de las
radiaciones correspondientes a los estadios especificos del ciclo celular. Kalnii (1967) reporté las diferencias en la
radiosensibilidad de Amoeba sp. durante varias de las etapas de su ciclo de vida. Los trabajos en Paramecium sp.
sefialan que, durante la fase de division, la radiosensibilidad es mayor. Giese (1967), Sparrow et al. (1970) y
Wichterman (1972) demostraron que la inhibicién de la mitosis resulta mas efectiva si el periodo de irradiacion
coincide con el estadio interfasico denominado G2.

Un efecto de los rayos X, que es trascendente desde el punto de vista genético, consiste en la eliminacion del
micronucleo de los ciliados. Kimbal (1949) sometié a Paramecium a dosis altas y repetitivas de radiacion ionizante
logrando mediante este procedimiento eliminar eventualmente al micronucleo, efecto que se corroboré
posteriormente en T. pyriformis y en T. corlessi.

La pérdida de micronucleo conduce a cepas mutantes, sin reproduccion sexual, ni desarrollo de las formas de
resistencia caracteristicas cuando las condiciones del medio son extremadamente desfavorables. En contraste con
la desaparicion de los micronucleos consecutiva a la aplicacién de radiaciones ionizantes, el macronucleo no es
afectado en su morfologia.

EFECTOS BIOLOGICOS DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA

Con respecto a la accién que ejerce la luz UV sobre los protozoarios, se cuenta con algunas generalizaciones
extrapolables a otros niveles de la organizacién celular, ya que se ha demostrado que para que los efectos de la luz
UV tengan lugar, se requiere su incidencia directa sobre la célula, incluyéndose entre los multiples efectos
reportados, la formacién de peréxidos en el citoplasma, la sensibilizacidon consecutiva al calor, la citolisis irreversible
precedida por cambios morfoldgicos caracteristicos y el retardo de la fision celular. La exposicién a las ondas mas
cortas de la luz UV alteran significativamente al ritmo de la reproduccion (Brunk y Hanawalt, 1967).

Otro efecto bioldgico general de la luz UV es la fotoreactivacién, que es un proceso que se investigd
originalmente en los sistemas bacterianos, demostrandose posteriormente su ocurrencia en los hongos, en los
protozoarios, en las células de algunos invertebrados, y en las células de vertebrados in vierto (Schroeder et al.
1969; Giese, 1967). La fotoreactivacidon ocurre conjuntamente con la inhibicién temporal de algunas de las
funciones celulares. Giese (1967) reporta que dicho efecto estd asociado a alteraciones en la sintesis de las
proteinas y que asimismo, es un proceso que produce indirectamente modificaciones en varios aspectos del
comportamiento de los protozoarios.

Entre los experimentos iniciales sobre la fotoreactivacion estan los de Schroeder et al. (1969), Goda et al.
(1967), Kurnik et al. (1950); quienes postularon y demostraron la existencia de una enzima que participa en la
reparacion de los dafios inducidos por la luz UV in vitro.

Francis y Whiston (1969) estudiaron la desaparicion de los dimeros de pirimidina en T. pyriformis irradiada con
luz UV concluyendo que la monomerizacién, es una reaccién enzimatica inducida por la exposicion a la luz
fotoreactivante. La produccion de dimeros de timina en el ADN esta asociada asimismo a los procesos de mutacion
y muerte celular (Francis y Whiston, 1969).

Otra modalidad que se ha demostrado en la reparacién de los dafios inducidos por la luz UV es la reparacién
por escision o reparacion en la obscuridad. El modelo derivado de las investigaciones en E. coli, fue comprobado



por diversos autores en T. pyriformis (Brunk y Hanawalt, 1967; Howard-Flanders y Boyce, 1966; Mouton, 1971a;
Setlow, 1967) Los trabajos de Brunk y Hanawalt (1967), conjuntamente con los de Calkins (1966) comprobaron la
hipétesis en favor de que la reparacién por escision en T. pyriformis sigue un patrén similar al que tiene lugar en E.
coli.

ASPECTOS ENZIMATICOS DE LA REPARACION

Para la caracterizacion de la sintesis enzimatica de la polimerasa 1 del ADN, Keiding y Westergaard (1971)
expusieron a T. pyriformis tanto a la accién de la luz UV como a la de electrones acelerados, postulando que la
induccion de la polimerasa 1 del ADN, es una sintesis de novo, que constituye una de los eventos fundamentales
que tienen lugar durante la reparacion del ADN, ya que la sintesis de dicha enzima coincide con el bloqueo de la
division celular, que es a su vez, la etapa durante la que se efectiua la extensa reparacion del ADN en dicha
especie, retornando a su normalidad los niveles de sintesis de la polimerasa citada al reanudarse la division celular.
Los mismos autores localizaron en las mitocondrias a la enzima o fracciones enzimaticas inducidas de novo por los
agentes citados. Keiding y Westergaard (1971) expusieron a T. pyriformis a la accion de la radiacion ionizante y a la
de la luz UV concluyendo que el dafio en el ADN mitocondrial, es mas acentuado que el que tiene lugar en el ADN
nuclear.

Otros autores como Kneser et al. (1965), Calkins (1967), Chou et al. (1968), y Mouton (1971b), investigaron el
efecto de algunos agentes quimicos incluyendo a la luteosquirina, a la quinacrina, a la rugulosina y a la cafeina,
durante los procesos de reparacién del dafio inducido por la luz UV reportando el efecto radioquimico que tienen
tanto la luteosquirina como la quinacrina en T. pyriformis.

Los resultados obtenidos a la fecha en las abundantes investigaciones sobre la biologia y sobre la radiobiologia
de T. pyriformis tienen en algunos casos relevancia a los humanos, dado que son multiples los componentes
ambientales, fisicos o quimicos que pueden afectar a la salud, que es posible investigar, tanto cualitativa como
cuantitativamente en dicho protozoario. De esta manera, se han aclarado en el laboratorio los efectos de algunos
agentes medicinales en un microorganismo idéneo para tales propdsitos, mediante experimentos relativamente
sencillos, como los reportados por: Dysart y Corliss, 1960 (colcemida y colchicina), Clancy, 1968 (fosfato de
cloroquina, fosfato de primaquina, sulfato de quinina y otras), Wunderlich y Peyk, 1969 (colcemida y colchicina),
Nathan y Frieman, 1961 (cloropromazina), Hwang et al., 1964 (dimetilsulféxido a bajas temperaturas), Concklin y
Chou, 1972 (quinacrina y quinina), Mouton, 1971a (rugulosina, cafeina, luteosquirina y quinacrina).

LA QUIMIOTERAPIA DE LA MALARIA EN RELACION CON LA SINTESIS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

La quinina es el agente preventivo y curativo empleado desde la mayor antigiedad para el tratamiento de la
malaria, a pesar de que son conocidos sus efectos al nivel celular que justifican su clasificacion como un agente
citotoxico general. Hahn et al. (1966) descubrieron que la quinina interfiere en algunas de las reacciones de la
polimerasa del ADN y del ARN in vitro, proponiendo que se forma un complejo entre el ADN y la quinina mediante
enlaces de hidrégeno. Conklin et al. (1969) proporcionaron datos experimentales en favor de que la accion de la
quinina es resultante del bloqueo de las fuentes de la energia que requiere la sintesis bioquimica, atribuyendo a la
interferencia con la sintesis del ADN y de las proteinas, los efectos secundarios.

Scherbaum y Zeuthen (1954) elaboraron un procedimiento para la sincronizacion de los cultivos de T.
pyriformis, que simplifico la prueba sobre los efectos que tienen algunas de las drogas, ya sea sobre el crecimiento
o sobre la division celular. El procedimiento fue aplicado para la investigacion de los posibles sintomas producidos
por varias substancias empleadas como agentes curativos (Lazarus et al., 1964; Lee et al., 1959; Mita et al., 1965;
Scherbaum y Loefer, 1964; Singer et al., 1960).

Existen formas de malaria producidas por Plasmodium falciparum que son prevenidas o curadas radicalmente
por las drogas antimalaricas convencionales (Hickman et al., 1966). En especial, el aislamiento de lineas de P.
falciparum que son resistentes a la cloroquina ha impulsado a la busqueda de drogas mas potentes, asi como a la
investigacion sobre los postulados involucrados en la prevencion y en la curacién de la malaria causada por las
lineas resistentes de P. falciparum. Hahn et al. (1966) seleccionaron a Bacillus megaterium como un organismo de
prueba adecuado para el estudio de la accién de la cloroquina. Posteriormente Ciak y Hahn (1967) aclararon la
accion de la quinacrina en E. coli. No obstante, la experimentacion con estos organismos de prueba depende de las
limitaciones que ofrecen los métodos convencionales, por lo que Chou et al. (1968) investigaron extensivamente a
la quinacrina y a otros medicamentos antimalaricos cuando se afiaden al medio de cultivo de T. pyriformis, con el
proposito de proponer a dicho infusorio como un sistema general de prueba, aplicable a estudios posteriores,
considerando ademas, que T. pyriformis es un protozoario, como lo son los parasitos que causan la malaria.



Los resultados obtenidos por Chou y Ramanathan (1968), demuestran que la quinacrina a la concentracion de
12 microgramos por mililitro interfiere en la division celular sincronizada. Como el momento de la adicién de la droga
es critico, se han determinado cuando menos dos fases especificas durante el periodo de recuperacién posterior a
la adicién de la quinacrina a las células sincronizadas. El patrén de inhibicion de la dactomicina en T. pyriformis es
similar al que tiene lugar en E. coli tratada con quinacrina, por lo que es probable que esta substancia interrumpa la
division celular en Tetrahymena al interferir con la sintesis de los acidos nucleicos.

Concklin et al. (1971) estudiaron los efectos derivados de la adiciéon de la quinina, de la cloroquina, de la

primaquina y de la quinacrina, sobre la incorporacion del 14C (Timidina 14C, uridina 14C y aminoécidos 14C) en
cultivos sincronizados de T. pyriformis. La quinacrina impide la incorporacién tanto de la timidina como la de la
uridina, puesto que esta droga interfiere directamente la sintesis del ADN y del ARN, mientras que la quinina, la
cloroquina y la primaquina impiden indirectamente la incorporacion de los precursores citados al ADN, al ARN y a
las proteinas, respectivamente.

En la actualidad, los trabajos sobre la biologia, la genética y la radiobiologia de los eucariontes son
complementados significativamente por los hallazgos demostrados en T. pyriformis, que por su misma abundancia
no se incluyeron en el presente contexto.
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