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SIGNOS Y ABREVIATURAS

I.C.H.= Intercambio de cromitidas hermanas en 25 c&lulas
en 2a. divisién.

N.S.M.= No suficientes mitosis

DIC = Cromosoma dicéntrico

I.R. = Indice de replicacién

la = Primera divisi6n "In vitro" -
2a = Seéunda divisi6bn "In vitro"

3a = Tercera divisi6n "In vitro"

#.C.o = 'allé el cultivo

ROMP = Rompimiento cromosfmico

RA = Rearreglo cromosémico
T = Translocacién

TR = Tetrarradial

R = Anillo cromosémico
P = Pulverizaciones
P.5. = Desviaci6tn Esté&ndar
+59 = Sistema de activacifbn metabSlica mediado por. homoge

nado de higado de rata mé&s cofactores.
DMSO = Dimetilsulféxido

8 = Significative p £ .05



I.PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

En México las infecciones por protozoarios, helmintos
v hongos son consideradas como un preblema de salud pGblica
por su alta frecuencia { ). Estos datos aunados a al-
cunas estadisticas del consumo de medicamentos | ), -
indican gue las drogas antiparasitarias tienen un uso amplia

mente difundido en México. .

La administraci6n al hombre de substancias bicl&gica-
mrnte activas como son las drogas antiparasitarias no esté
dusprovista del riesgo de gue se produzcan efectos adversos.
Entre &stos, es causa de preocupacifn la posible interaccibn
de los medicamentos antiparasitarios con el ADN por el peli-
gro potencial de gue se generan mutaciones gue puedan afec--
tar la salud de.los individuos expuestos o la de sus descen-—
dientes, a través de incrementar la frecuencia de padecimien
tos de origen genético (al producirse mutaciones en las célu
las germinales) o de favorecer el desarrollo de clncer (al -

interactuar el firmaco con el ADN de las cé&lulas -somiticas).

El estudio epidemiol6gico de las poblaciones expues=—-—
tas podria cqnsiderarse como el ma&s apropiado para valorar -
el riesgo que un medicamento representa para el hombre, sin
embargo, en lo gue se refiere al dafio genético y al Eéncer -

es diffcil establecer con certeza una asociacibn entre la ex

.



{ vsici6n a un factor dado y la elevacibn en la frecuencia de

yvadecimientos hereditarios o de tumores malignos en la pobla

2ibn afectada.

Uno de los problemas mayores estriba en definir la -
contribucibén de un medicamento en la produccién de un efecto
rmdverso que se pone de manifiesto mucho tiempo después del
tratamiento, cuando se ha estado expuesto a muchos otros fac

.
Tores. Este problema es especialmente critico en el céncer,
cuyo periodo de latencia puede prolongarse hasta 55 afos — -

) ¥ alin mds en el caso de las mutaciones gé&nicas re

(¢5ivas va que pueden transcurrir varias generaciones hasta

e se manifiesten.

Otras complicaciones con las que se enfrentan estos
c¢studios en particular, son: la falta de seguimiento de los
racientes y la éarencia de registros médicos precisos en los
cue se indique la historia clfnica, tanto previa como poste-
rior al tratamiento con los medicamentos antiparasitarios. -
{abe mencionar gue atin en el caso de gue algunos de estos —-
Zirmacos sean capaces de inducir alteraciones hereditarias,
céncer y teratogénesis, es probable gue no se llegue a esta-
tlecer esta capacidad en forma ineguivoca, sobre todo, si s6
lo‘incrementan ligeramente la frecuencia de padecimientos -

cue son comunes en la poblacién.




En virtud de lo anterior se ha considerado imprescin
dible recurrir a modelos experimentales que provean en for-
ra m&s ripida y confiable la informacibn paraz estimar el -

riesgo potencial asociado al consumo de productos quimicos.

Diversas pruebas que utilizan diferentes sistemas -
biol6gicos han sido disehadas para la evaluaci6n de facto--
res capaces de interactuar con el material hereditario (Ta-

.
bla 1). Los experimentos con sistemas biol6gicos no humanos
son Gtiles en la evaluaci6n de los efectos gené&ticos de - ~
agentes guimicos por su reprodu%gibilidad, facilidad de rea
lizacién, relativa economfa y corta duracién. Sin embargo,
se ha discutido la wvalidez de los resultados generados en
estos sistemas para la determinaci6n del riesgo gue consti-
tuye la exposicién del hombre a compuestos gufmicos, ya que,
si bien es cierto gue los seres vivos comparten algunas ca-
racteristicas como son la casi universalidad del c6digo ge- -
nético y los mecanismos de transcripcién de la informacidn
hereditaria, existen diferencias acentuadas en loﬁ gue se -
refiere a permeabilidad, transporte y metabolismo gue inf;g
yen sobre la mutagenicidad de las substancias gufmicas. Por
lpo tanto la extrapolacidén de datos es cada vez menos confia
ble, ;‘medida gue los organismos en gue se realizan las - -

pruebas estén mis alejados funcionalmente del hombre.



TARLA 1. DIPFRRENTES SISTEMNAS

DC PRUFBA DI

IN VIVO B IN VITRO

MUTAGENOS

CELULAS SOMATICAS

"IN VITRO"

"IN VIVO"

CELULAS GERMINALES
"IN VIVO"

SN
. .

[

Pruebas en:

Bacterias

Levaduras

Honqos

células de mamifero

Fibroblastos de
mami{fero
Linfocitos humanos

Sintesis de ADN-

no programada
€élulas de mamifero
Aductos y rupturas
del ADN

€dlulas de mamifero
Intercambioc de cromd
tidas hermanas en cg
lulas de mamifero
Conversidn g€nica y
recombinacién en le-
vadura

Mutaciones génicas

1., Prucha de la 1. Recesivos letales en drosofila
mancha en ra 2. Prueba de locus especifico en ratén
tén 3. Anomalias en el espermatozoide en ry
(spot test) ) A e

Mutaciones cromosdmicas VA

1. Microndcleos en 1. Dominantes letales y pérdida del X
rata y ratdn en drosofila .

2, Citogendtica en 2. Translocaciones heredables en ratén
mé€dula dsea en 3. Dominantes letales en rata y ratén
rata y ratdn 4., Citogenética en cspermatocitos de ra

ta y ratén
5. No - Disyuncién :
Indicadores de efecto bhiolbgico . - .

1. sintesis de ADN - 1. sintesis de ADN no programada, e
no programada hepato- aductos y rupturas de ADN, intercam-’
citos y otros tejidos ‘bio de cromdtidas hermanas en ratén.

2, ANductos y rupturas
del ADN
Diferentes tejidos

3. Alquilacién hemoglobina -

4., Intercambio de cromdtidas
hermanas en tejidos




El cultivo de linfocitos humancs representa uno de -
los sistemas de prueba adecuado para la evaluaci®n de los
efectos genot6xicos de medicamentos tanto en uso como en de
sarrollo. Esto obedece a gue permite la determinacibén del -
dano ocurrido In vitro, en condiciones controladas que per-
miten obtener relaciones dosis-respuesta; asimismo porgue -
hace posible el estudio de los efectos In vivo en los linfo

citos de pacientes que han estado en tratamiento:

La evaluacién previa en nuestro laboratorioy de di--
versbs medicamentos antiparasitarios en el sistema de prue-

ba de Ames, gue utiliza Salmonella typhimurium, mostr6é gque

la dehidroemetina gque es un amebicida y la niclosamida que-
es un antihelmintico, al ser activados con enzimas hepdti--
cas inducen mutaciones de corrimiento de bases. Mientras --
gue ni el ;etoconazol gue es un antimic6tico ni el difosfa-
.to de cloroguina (amebicida) mostraron actividad en el sis-
tema de prueba estdndar de Ames, el segundo sin embargo, si

produjo mutaciones de corrimiento en la prueba de fluctua--

cién en cultivo liquido. .

Existe una amplia informaci®n acerca-de la capacidad
de la clorogquina de upirse al ADN ( }, también se ha
reporéado gue induce la aglutinaci®n de cromatina, asi como
anormalidades cromos6micas con una lfinea linfoblastoide - -

( ). Por el .contrario no se encontré informacibn acer’



ca de la actividad genot&xica de la emetina, de la niclosa-

mida y del Ketoconazol.

Ante estos datos se consider6 de interés evaluar los
electos genotbxicos producidos In vitro en linfocitos huma—
nos por las siguientes 4 drogas antiparasitarias: difosfato
de clorogquina, dehidroemetina, niclosamida y ketoconazol. —
Para evaluar los efectos In vivo se eligieron como modelos
la niclosamida y el éétoconazol, la primera pdr su adminis—
traci6n subaguda, mientras que la segundé se eligi6 por su

posologfia de larga duracié6n.

Mediante estos estudios nos propusimos:

1. valorar la genotoxicidad de los medicamentos mencionados.

2. Analizar el papel del metabolismo en su genotoxicidad.

3. Determinar el tipo de estudio mis apropiado para la eva--
luaci6n de los efectos de medicamentos In vivo.

4. Evaluar la relaci6én que existe entre los datos obtenidos
In vivo e In vitro, asf como determinar el valor predicti
vo de la prueba In vitro. |

5. Determinar la utilidad de los estudios de seguimiento en
la evaluaci6n de efectos genot6xicos.

6. Evaluar la ‘utilidad del linfocito humano como sistema de
prueba en la determinaci6n de loé efectos genot6xicos de

medicamentos.



II ANTECEDENTES

l.~ Enfermedades Iatrogfnicas y su Relaci6én con el ADN.

El uso de agentes terap€uticos no esté exﬁénto del -
riesgo de efectos adversos; se conoce como enfermedad iatro
génica a las reacciones adversas gue son consecuencia de la
exposicién a los agentes terap&uticos ( }. Ya desde el -
sigle XVI Paracelso afirm6 gue la diferencia entre un reme-

Ld
dio y un veneno es la dosis; hoy en dfa sabemos gue no exis
ten substancias atb6xicas y que la administraci6n de un medi
camento puede producir efectos indeseables. ElL t&rmino - -
efects indeseable es un concepto relativo, sin embargo la -
Orgarizacién Mundial de la Salud lo ha definido como el - -
efects gue es nocivo y no intencionado, pero que ocurre con
dosit usadas en el hombre para profilaxis, diagnéstico 6 te

rapéuzica.

El efecto iatrogénico en filtima instancia es el re-
sultado del dafio a la cé&lula provocado por substancias que

pueden afectar su estructura & su funcionamiento.

La lesi6n de la arguitectura celular puede derivar
de cambios mis o menos profundos en las estructuras, gue -
conducen a la destrucci6n de la célula, es asi que el daho
a la membrana causa la salida del contenido citopldsmico y

el dano a los lisosomas libera las enzimas lisosomales;doti



das de capacidad 1ftica.’

La alteraci6n del funcionamiento celular ocasionada
por los farmacos puede deberse principalmente a modificacio

nes en la:

i) Permeabilidad de la membrana, lo que altera la entrada
y salida de nutrientes, excreciones y desde luego de -
los medicamentos. .

ii) Actividad enzim&tica, lo que puede alterar cualquiera-
de las funciones fisiol6gicas como son la respiraci6n
y nutricioén. .

iii) Divisi6n celular, al incidir sobre el ARN, lo gque alte
ra la sfntesis protefca, & a nivel de ADN, lo gue se -

puede traducir en mutaciones e inhibién de la replica-

cién.

2.- Anatomfia de la Mutaci6n.

Una mutacibn se considera como una modificacién en -
la secuencia de bases nitrogenadas que constituyen el mate-
rial genético (ADN). Este .cambio puede ocurrir en los ge—-
nes o en los agrupamientos de genes denominados cromosomaé
(tabla 2). Las alteraciones intragénicas pueden producirse
por sustitucién de bases o por desfasamiento. La primera -
ocurre ya sea por una transici6n, réemplazo de una base por

otra del mismo tipo, & por una transversién, en la gue una



TABLA 2. ALTERACIONES GENETICAS

NIVEL DE LA MUTACION

TIPO DE MUTACION

DESCPIPCIOR

Alteraciones en 1la
frecuencia. de bases
intragenica

Sustitucibn de bases

Cambio de una base-
por otra:

a) Transicién
Purina—» Purina
Pirimidina-— Piri
nidina

b) Transversibn
Purina —> Pirimidi
na, —

Desfasamicnto

Corrimiento de bascs
por pérdida o adicién

Anocmalias en el
arreglo de los ge-
nzs

Inversién

Cambio de orientacidn
del gene, mantenicndo
su posicién relativa
respecto de los otros
genes

Translocacidén

Cambio de posicién de
un genf’ con relacién
a otros genes

Anomalias en el ni
mero de genes -

Eliminacién

Perdida de un geng

Duplicacién

Adquisicién de una co
pla extra de un gen¥

Aberraciones cromo
somicas estructura
les

Rearreglos:
Translocaciones, in-
versiones, anillos

Cambio en el nimero,
posicién u orienta---
cién de grupos de ge-
nes .

Modificacién del
nimero de cromoso-
mas

Aneuploidia:
a) Monosomia
b) Polisomia

Segregacién cromosdmi
ca defcctuosa que re=
sulta en pérdida o ad
quisicién de uno o -
mds cromosomas

Poliploidia

Aumento de juegos com
pletos de cromosomas




Lc:se de un tipo es sustifuida por otra de tipo diferente.
£i desfasamiento de la secuencia de bases ocurre a su vez

gor eliminacibn ¢ adici6n de bases. Las anomalfas gue se-
i.fieren a grupos de genes pueden deberse a rearreglos es-
qucturales tales como inversiones, transposiciones y - -

-anslocaciones) o numéricos (eliminaciones o adiciones de

genes O cromosomas).

»

El término mutagénesis se emplea para designar al -
proceso que conduce a la alteracién genética o mutacién. Un
nutante se refiere a la célula ¢ al organismo portador de -
/+ mutaci6én v un mut&geno es el agente inductor de modifi-

roiones genéticas.

Los agentes quimicos pueden causar mutaciones al in-
teractuar con el ADN o sobre otros componentés celulares 1i
gados a €1, comé los que participan en la divisi6n celular
(centrioclo y microttbulos), las protefnas de la cromatina y
las enzimas gue contribuyen a su duplicacién o reparacifn--
(Fig. 1). sin embargo, para producir una mutacién, el dafio-
ocurrido en cualgquiera de los componentes mencionados tendréd
gue t;aducirse en alteraciones estructurales o numéricas en

el material genético.

Otro tipo de rearreglo lo constituye el intercambio

Ge cromitidas hermanas (I.C.H.) que implica la recombinaci6n
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de material hereditario contenido en locus homfSlogos. La -
frecuencia bésal de este proceso es baja, sin embargo algu-
nos de los agentes capaces de inducir mutaciones la incre--
mentan notablemente, AGn no se conoce el significado del -~
intercambio de cromdtidas aungue se ha planteado gue puede

ser favorecido por la alteracién estructural del ADN.

3.- Manifestaciones Clfnicas de la Mutaci6n.
/o rﬁ-f.'/ re 2.
En e}—esquema—1 se presentan algunas de las posi- -

bles manifestaciones patol6fgicas de las mutaciones.

Mutaciones en células germinales

Se han identificado a la fecha mis de tres mil enferme
dades hereditarias ( }) y se sabe que cerca de -
un 20% de los embarazos terminan en abortos esponta- -
neos de los ;uales un 50% est&n asociados a la presen-
cia de aberraciones cromosSmicas, sospechédndose que al
gunos de los restantes sean debidos a mutaciones géni-
cas dominantes (tabla 3) ( ). Se considera asimismo
gue una gran parte de las anomalias genéticas descri--
tas en los abortos consisten en mutaciones frescas, ya
gue sGlo una peguefia fracci6n de las aberraciones cro-
mos6micas observadas se han identificado en algunos de

los progenitores, habiéndose ieportado que alrededor -~

del o0.6% de los ninos nacidos vivos presentan anoma- -
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. TABLA 3.

TIPOS Y FRECUENCIAS RELATIVAS DE ANOMALIAS CROMOSOMICAS
OBSERVADAS EN TEJIDOS FETALES DE ABORTOS ESPONTANEOS ( )

ANOMALIA NUM.

CROMOSOMICA OBSERVADO PORCENTAJE
»

Aneuploidia 1,400 32.7

Poliploidia 456 10.7

Rearreglos

rstructurales 62 1.4

Mosaicismo 41 ' 0.95

Total observado 1,959 ‘ 45.8

Total analizado 4,274 100.0




!;05 congénitas debidas a aberraciones cromosfmicas (tabla

23« ).

La evaluaci6n de la contribucién de mutaciones géni
cz5 a la patologfia humana es ain imprecisa y subestima el
nCmefo total de mutaciones recesivas cuyas consecuencias
en la salud de los heterocigotos se desconocen. Sin embar
go, se calcula gque dcerca del 10% de todos los nacidos vi-
vos presentan un padecimiento genético severo Eue se expre
sa al nacimiento o durante la vida del individuo (Tabla 5)

( ).

_Se desconoce la etiologiz de estas patologias, aun-
gy e se considera qgue agentes ambientales estdn involucra--
los como factores causales. Cabe hacer notar sin embargo,
gue hasta el momento no existe evidencia de gque la frecuen
cia de las enfermedades hereditarias se haya elevado como
consecuencia de la exposici6én a farmacos u otros agentes
ambientales. Aun los estudios realizados en Hiroshima y
Nagasaki para evaluar los efectos genéticos de la bomba -
atémica, no han " mostrado incrementos significativos en la
‘frecuencia de alteraciones hereditarias ( ). A pesar -
de ello, existen muchos agentes que a través de estudios
realizados In vitro“'y en organismos inferiores han mostra
do ser capaces de inducir mutaciones ( ). También exis

ten datos obtenidos de modelos animales gue indican gue al



TABLA 4.

ANOMARLIAS CROMOSOMICAS EN NACIDbS vVIVvOos POR 1,000

Numéricas Aneuploidias o Mo
saicos de cromoso 2.69

mas sexuales

Autosomas "1.45
Triploidia 0.02
ESTRUCTURALES Balanceadas 1.93
No balanceadas . 0.28
NO CLASIFICADAS v.ol

TOTAL _ 6.88




gunos agentes son capaces de producir alteraciones génicas

y cromosbmicas transmisibles ( ).

Evidencias adicionales de daho genético inducido en
las células reproductoras son: las alteraciones en la morfo
logia y nfmero de espermatozoides, el incremento en la fre-
cuencia de abortos y la esterilidad de individuos expuestos

a mutigenos. 4

B) Infertilidad y aborto.

~

i Referente a estos pardmetros, se ha reportado que 4
la rprsicién de trabajadores a cloruro de vinilo y 6xido -
nitroso empleado comg'anestésico disminuye la cuenta esper-
mitica en ambos casos e incrementa la aparici6n de‘anomali~
as en la morfologia del espermatozoide en los primeros. =-—
También se ha reportado un incremento en la incidencia de
abortos en las esposas de individuos expuestos a las 2 subs
tancias asf como también al cloroprenoc y dibromoclopé;ropa—
no o los Que realizan barnizado de cobre ( ). En 3 de es
tas exposiciones ocupacionales se ha evaluado la produccién
de malformaciones congénitas (anestésicos, barnizado de co-
bre y cloruro de wvinilo) ( ). A pesar de gue no se
ha corroborado directamente la existencia de un mutigeno -

germinal en los seres humanos, los datos mencionados hacen

Pensar que parte de las enfermedades hereditarias son causg



das por agentes ambientales (tabla 6).

C) Mutaciones en células som&ticas y céncer.

Se ha propuesto‘qﬁe la ocurrencia de mutaciones en
células somdticas juega un papel importante en la etiologia
del envejecimiento, (. } la diabetes, la arterioesclerosis

y el céncer (2/5).

.
El papel gue pudieron tener las mutaciones en el de
sarrollo del cdncer ha sido el m&s estudiado y se han pro-
puesto diversas teorfas a partir de la de Boveri publicada
en 1900. (' ° ), Los datos epidemiol6gicos y de laboratorio
gue se han obtenido en este Eampo han llevado a proponer -
gue el céncer producido por la exposicibn a substancias qui
micas es un proceso multicausal que se lleva a cabo en va-
rias etapas que involucran interacciones entre factores he-
reditarios y no hereditarios. Los estudios realizados en
piel de rat6n han mostrado que la conversién de una cé€lula
normal en una cé&lula neoplédsica requiere de 2 etapas: la
iniciaci6n, gue involucra cambios irreversibles que por sf
mismos no causan el crecimiento neopldsico, y la-promocibn
que comprende cambios permanentes en la proliferacifn de la
céiula que originan un patr6n de crecimiento neopldsico y

la formacifn de un tumor.
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La iniciacién tiene un carfcter irreversible y se

considera que deriva de la ocurrencia de mutaciones que -

permaneécen sin expresarse hasta gue bajo la accifn de pro-

motores se desencadena el proceso de transformaci&n malig-

na (/*~ ). El proceso de carcinogénesis implica no s6lo

la exposicifn a un agente sino su interaccifn con el ADN,

la reparaci6n eficiente o ineficiente de la lesién, la fi-
-

jacién tras la replicacién del ADN y el desarrollo progre-

A
sivo de la lesi6én fijada para dar orfgen a una cé&lula ma-

ligna.

Diversas evidencias ponen de manifiesto el gque la

alteraci6n del ADN es un evento critico en la iniciacién -

de la carcinogénesis:

La transmisién de las caracteristicas de malignidad de

una generacién celular a la subsecuente.

La transformaci6n maligna de las células puede ser in-

ducida In vitro por radiaciones, substancias qufmicas

vy virus; estos 3 factores son inductores de mutacio- -
nes.

Existen sfindromes de herencia mendeliana gue tienen una
mayor propensién al clncer y qué muestran una tendeh—.
cia inherente a la inestabilidad cromosémica (tabla 7);

las personas afectadas tienen una frecuencia mayor de



TABLA 7
ENFERMEDADES GENETICAS ASOCIADAS A INESTABILIDAD CROMOSOMICA (*-)

—

ANEMIA DE CANCONI*

Ataxia TELANGIECTASIA*

SiNDROME DE BLoom*

SiINDROME DE WERNER

SiNDROME DE CHEDIAK-HIGASHI

AGRANULOCYTOSIS DE KOSTMANN

ANEMIA DEFICIENTE EN REDUCTASA DE GLUTATION

SINDROME DE BLACKFAN-DIAMOND -
" SINDROME DE FRIERREICH

DISKERATOSIS CONGENITA

ch5¥1Né%xA P1GMENTOSA*

SCLERGDERMA

ANEMIA PERNICIOSA



rompimieptos y rearreglos cromosSmicos, asf como tam-
bi&n una susceptibilidad anormal al rompimiento de cro
mosomas y a la inducci6n de I.C.H. por agentes ffsicos

Yy gquimicos (tabla 8) (}; ). Una entidad patol&gica c-

, ot Feecrn w Panpeniesam

cromos6mico condicional, ya que no tiene una frecuen-
cia espontdnea de dano genftico elevada, mas si presen
ta una alta susceptibilidad a la induccién de aberra--
ciones cromosOmicas por luz U.V., y una alta incidencia
de céncer de piel, asociadas a deficiencias en el meca
nismo de reparaci6n del ADN por escicibén. Cabe sena--
lar gque si bien estos sindromes no son muy frecuentes
y no contribuyen significativamente en la incidencia
de céncer de la poblaci6n come un todo, si indican la
importancia de las alteraciones cromos6micas en el de-
sarrcllo de céncer asf como la importancia de los meca
nismos de control genético de la interaccifn ADN-muté-
geno y su consecuencia biol6gica.

Existen varias familias descritas en gue la propensién
a padecer cénceres diversos es superior a la poblacién
general. Se ha propuesto que los heterocigotos para -
los sfndromes de igestabilidad cromosémica pueden .con-
tribuir a la agregaci6n familiar del céncer. De he- -
cho, hay algunas indicaciones de gue las cé€lulas de he ’
terocigotos difieren de las c€lulas normales en su res

puesta a mutdgenos. Las células de algunos heterocigo



TABLA 8,

INESTABILIDAD CROMOSOMICA EN LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
EN VARIOS PADECIMIENTOS

(/5

Frecucncia

espontanca

Susceptibilidad relativa al rompimiento *

cromosomico x -
ENFERMEDAD - )
aberracionces I.CLH. Rayos ¥ U.V 4NQO DCMMC HiC MMS. INNG
cromosdmicas
Xerodermd Pigmentosa 0,17 10.92 0.9 16.6 8.7 15.6 0.9 1 1.2
Anemia de Fanconi 1.10 §.2 1.1 2.8 1.1 2.9 32,3 1.1 1
Ataxia Telangiectasia 0.30 11.59 2,2 . 1.1 . 1 1 o
sindrome de Werner 0.10 . 0.8 1 1.0 . 0.9 0.8 .
Progeria 0.10 . 1.1 _ L L.l - 1.3 0.9 —
Incontinentia pigmenti 0,260 7.88 _ . 3.2 . 0.7 3.7 .
Disqueratosis congenita 0.10 7.60 1.1 1 1 . 1 . -
Control- 0.06 8.24 1 i 1 1 - 1
" 4NQoO - 4-nitrogquinoleina *
DCMMC decarkomyl mitomicina
MMC mitomicina .
1MMS metilmetaanﬁlfonato
MMNG N—mcthyl—Nl—nitro—N~nitrosoguanidina.

*la susceptibilidad rclativa es

viduos normales. Los valores

la razén obtenida entrc las aberraciones inducidas bor
el nutdgeno en cdélulas del pac1cnto y las aberraciones producidas en.c€lulas de indi
subrayados son los anormales slgn1~1cat1vos.




tos de Atéxia telangiectasia muestran hipersensibili-
dad a los fayos X (I$X) y heterocigotos de aﬁcmia de
Fanconi moétraron ser hipersensitivos a la induccidn
de I.C.H. por mostaza nitrogenada (5% y,

Existen padecimientos premalignos que se heredan en -
forma dominante (tabla 9), como es la poliposis fami-
liar mdltiple que se caracteriza por la presencia de
pSlipos adenomatosos en el colon y recto que aparecen
en las j6venes y con el tiempo se malignizan (Ji7). -
En estos padecimientos no se observan alteraciones -
cromosSmicas especificas en el individuo y, sin cembar
go, se ha reportado que en cultivos de sus fibroblas-
tos de piel se desarrollan alteraciones cromosémicas
que usualmente son del tipo de translocaciones e in--
versiones. Estas observaciones indican que élgunas -
mutaciones dominantes promueven los rearreglos cromo-
sémicos.

La asociacién entre los padecimientos con alteracio-
nes cromosfmicas congénitas y los padecimientos malig
nos es mds frecuente que en la poblaciln general. En
ninos menores de 10 afios con Sindrome de Down se ha
descrito dna frecuencia de leucemias 11 veces mayor
que en nifios normales de la misma cdad (54 f. En pa-
cientes cdn deleciones de la banda gl4 del cromosoma

13 se obsexva muy frecuentemente retinoblastoma. La



- TABLA 9 ENFERMEDADES AUTOSOMICAS DOMINANTES CON
PREDISPOSICION AL CANCERx

PoLiposis FAMILIAR

SINDROME DE GARDNER

S{NDROME DE PEUTZ - JEGHER

CARCINOMA DE CELULAS NEVOIDES BASALES (sfNDROME)
PROQUERATOSIS DE MIBELLI

RETINOBLASTOMA

CANCER MEDULAR DE TIROIDES Tiro 2B (s{NDROME)
CARCINOMA COLORECTAL HEREDITARIO

LEUCEMIA INFANTIL FAMILIAR



delecién de la banda pl3 del cromosoma 11 se asocia con
la aniridia ~asociada al tumor de Wilm's (’73).

Estas OQ crvaciones indican yue la alteracién en el o
guilibrio del material hereditario (adiciones o delecio
nes) puede llevar a Ta produccitn de Fomores espeef fi--
cos.

7.- Tas c€lulas tumorales, en gencral, presentan alteracio-
nes cromosfmicas nunéricas y cstructuralcs’nd especifi-
cas. Fn algunos padecimientos malignos sé han descrito
altergcioncs cromostGmicas cspecificas. (tabla 10). La -
primera alteracién descrita fue en la lecucemia micloide
crédnica, en la que en la mayorfa de los casos se.encucE
tra un cromosoma 22 con los. brazos largos més‘cortos; a
este cromosoma se le 1lam6 "Filadelfia". Al principio
se pens6 que se debe a una translocacién de la porcifn
distal del brazo largo del cromosoma 22 al brazo largo
del cromosoma 9.

Recjﬂnécmonte se ha descrito gue esta translocacidén es
reciproca y ¢ue una porcifén weguciha del cromoscra 9 se

transloca al cromoczoma 22 (/. ).

aunada a la detectada.en el linfoma de Burkitt), ha ilg
vado rebientemente a la proposicién de que la translo-

cacibn de clertos oncogenes puede alterar sﬁ~regula— -
cidn, plovoycndo un nuevo O]emunio que los aclea (E:x

o alternatlvamente, puede alterar su secuencia’ codifi-
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CABLA 10 TTTALTERACT ESPECIFICAS Y CANCER

" .Neurofibromatosis Intestinal

NEOPLASIA
Leucemia Mieloide Crdnica
Retinoblastomna
Linfoma de Burkitt
Ataxia Telangiectasia
Leucemia Aguda
Cancer de Mama
Cdncer de Ovario
Leucemia Aguda no Linfocitica
Leucemia Promielocitica Aguda
Meningioma
Anormalidad en Mieloproliferacibn
Aniridia de Willms

Neurofibroma%osis Intestinal



cante, cambiando su producto protefco de una forma Le-
nigna a una forma maligna (¢'72). Como se sabe, los on
cogenes constituyen genes normales'de las cé&lulas que
tienen un comportamiento anormal al: a) cexpresarse en
Lyt Ly Cae st
el momento inadecuado; b) en las cflulas inapropia- -
das; ¢) dar lugar a una cantidad aznoxmal de la proteil
na codificada por ellos, o d) al propiciar la sinte--
sis de una protefna anormal cuando han suﬂ;ido una mu-
tacion (/l'). La activaci6n de genes que son inapro--
piados para un estado dado de diferenciacién celular,
se ha puesto en evidencia en tumores inducidos con ---
substaﬂcias mutagénicas asi como también con virus; -
las células afectadas expresan juegos especificos de
genes identificables que estdn inactivados en las célu
las parentales_no transformadas.(..)
Cabe senalar que en la actualidad se estd analizando
la posibilidad de que la insercién, la transposicién y
la recombinacidén de oncogenes estén involucrados en el
proceso de la iniciacidn de la carcinogénesis,

La relacién existente entre mutagénesis y carcinogé

nesis ha llevaﬁqu.‘roponer que las prucbas gque detectan mu

t&genos sean utilizadas para el monitoreo de carcinégenos,

considerindose gue asas pruchas sirven para identificar los

agentes capaces de producir el evento iniciador de la carci

nogénesis, es decir la lesibén mutagénica, o para detectar -

- Lo - A a0 ,” PO < o
* L) o dome JA gcieacile 0 D L es e

{30‘/'51‘/3.‘2912[‘5 lu\k .,



agentes capaces de producir céncer por un mecanismo predomi-
nantemente genotéxico. Los promotores tumorales escapan de
la detecci6n de cnsayos convencionales ée mutagfnesis. El
valor predictivo de las prucbas de mitagenicidad 1>Jl‘al detee-
tar carcinBgenos poteneialos se ha cctarleaido a pactic da
estudios de validacibn en los gue se determina la actividad
mutagéniéa de substancias cuya actividad carcinogénica ya ha
sido evqluada mediante estudios de largo plazo £n animales
de labégggé;;o o sc ha identificado a través de estudios opil
demioldgicos en poblaciones humanas (principalmente trabaja-
dores expuestos laboralmente o pacientes tratados en forma
congéhua con medicamentos).

Diversas comparaciones de este tipo han sido lleva--—
das a cabo con el sistema bacteriano de Salmonella -acoplado
a enzimas de la fracci6n microsomal de células hepéticas. -
Tales estudios han revelado que existe una coincidencia en-

tre la capacidad de los agentes guimicos de producir mutacig:

nes y cadncer en un 60 a 90% de los casos, dependiendo entre

otros factores de la naturaleza de las substancias guimicas

seleccionadas para el cstudio

: . . . \
La induccién de aberraciones genéticas estructurales

es también una propiedad comfin a muchos carcinbgenos quimi--:

G2 . Y

cos (196) y recientemente se ha demostrado que algunos carci

n&genos que no inducen mutaciones en sistemas bacterianos -



enftultivos'ﬁc cClu-
comblnaCLOn anre -

cromObémlcov cs con-

gluclada con un valor prcdchlvo para carc1nogcn1c1dad ma---
; ; : , [ . .
yor gue cualyguiera de las pruchas ais adas.{ /. ). Una rovi

sién recicnte de la Intcrnaticonal ragcency for Poscarch on -
3
f .

'n

.
Cancer (IARCY\a ¢rea de la cvaluacidn del riesgo carcinogé-

nico de las substancias quimicas para cl homnbre concluye =

gue sicte procesos industriales y exposiciones ocupaciona--
o

les y 23 substancias gufmicas cstdn asociadas con el céncer

en humanos (talla 11). De acucrdeo con el reporte de la Invi

’ . [ .
ronmental lutagen Society (11is), £6is de cstas sul.stancias

han wostrado scr inductoras de aberracioncs crowdsiuicas y
Vi { !“) .
& producen I.C.H: En rcalidad otros de cstos carcinogénos

han sido evaluados sin enmbargo no fueron incluidoes por los
conités de citogenética de la FMS por cons Lrar .gue los ex

pc11mentos no tienen todas las caractelistlcas que deben -

1
pol -

conside rarse ‘para la evaluacién de una substancia. ( )

f

D) Mutacioncs en ¢ élulas cribricnarias, terato

nesis y car-

c1np£;;c_ne sis

La ocurrencia de nutacicnes en células cenmbrionarias
puede cénducir tanto a la muerte embrionaria o perinatal, a
productos cdn anomalfas congdnitas, asi como al cénéer (Fs—
guema 1) . Cabe sehfialar gue las alteraciones en el de;arrollo

(teratogénesis) pueden producirse por la accifn de agentes}exé
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genos sobre el ADN (matagénesis), sobre los procesos de -

transcripci6n y traduccién del mensaje contenido en él, o

sobre los procesos que participan en la'diferenciacién. Si
bien los agaentes gqufmicos pucden interferir con el desarro-
110 normal del embridén a través de la induccidn dr utacio-
nes, se ha encontrado gue una alta proporcién de estos agen
tes no son mﬁtagénicos y actudn a trav€és de mecanismos no -

J .

genéticos. (

Algunos especialiétas consideran que qnée el hechq
de que no todos los terat6genos son mutdgenos, las pruebas
de mutagenicidad no son Gtiles en la deteccifén de teratége-
nos. Sin embargo, otros autores consideran gue ciertas - =
pruebas especificas pueden ser utilizadas en la deteccién -
de los teratfgenos, como son la induccibn de asimetria late
ral en las bandas cromosSmicas (ng) o la induccién de mi-~-

cronficleos transplacentarios (;J).

En cuanto a la posibilidad de induccién de cé&ncer

en embriénes, en teorfa cualguier substancia que es capaz -
de causar céncer en un adulto y que cruza la placenta puede
ser carcipogénica para el embri6n. Hasta la fecha el finico
carcinbgeno Fransblacentario para humanos gque ha podido - -
identifitgrse es el dietiletilbestrol gue es una hormona -~
sintética utilizéda en la pre&encién del aborto asi como -

complicaciones por diabetes mellitus; cuando el embrién fe-—



menino es expuesto a él durante etapas tcmptanas del desa--

. S

rrollo puede inducir un adenocarcinoma de vagina durante s
juventud y gque se detecté por ser un céncer atipico (de mu-
: . AN " . X .

jeres jévenes). (27 ), En animales de experimentacifn se -
han identificado un nfmero importante de agentes gque produ-

cen cédncer transplacentario (S%7%).

La exposicién in utero puecde resultar en cédncer e

(1Tl

»
edad tempranaj; otrof dms candidatog a carcindgenos transpla
. () . .
centariog soOn la dlfenllhidantoin;)y,elmmel€a15h.

(/?3 ) e —
Se ha planteado también que la exposici6én de los padres a

substancias mutagénicas puede ser causante del céncer en -
los hijos y de hecho existe evidencia experimental en ratdn

que muestra que la exposicién del ratén a substancias muta-

génicas puede incrementar la frecuencia de cdncer en los des
r

LRSS

2lg

scendientes siguiendo una herencia dominante (

Se ha propuesto gue en general los agentes que tien
den a causar defectos congénitos tienden a causar céncer y
en uno u otro sistema tienden a ser mutagénicos ( ! ).
Al respecto cabe senalar que se ha reportado gque la D.F.H,
es teratogénica inductora de un sfindrome caracterfstico, --
(}%) es»caréinogénicauenvratones (- ), y se ha asociado
su administracién con la induccién de linfoma en los adul--
tos tratados con la droga €><i) y con la induccién de neuro

I

(% 132 L . .
blastoma.(bz) 54)/ R IR AT e T S CA A
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4.- E1 ﬂinfocito como Modelp para la Eﬁaluacién de ﬁiesgo -
Genoiéxicé. *
El ecultivo de linfocitos humanos como sistcema de -
prucha para evalunr la actividsd mutacfnica de ¢vatancias -
qgquimicas ha sido amwpliamente utilizado, mostrando ser un
sistema adecuado para detectar aberraciones cromosdmicas e
intercambio de cromdtidas hermanas. Los estudios realiza--
»
dos en los Gltimos afios por Albertini y cols, {3 ) indican
gque pronto podrd ser utilizado en la evaluacidén de mutacio-
nes géﬁicas. Ademis en el cultivo de linfocitos pueden tam
bién determinarse los cfectos de las sustancias en la proli

‘e
X 12,4
feracion celularkw:uﬂ

. - - . ) ! s
La ventaja del cultive de linfocitos como%sxstema -

de prueba para la deteccitn de mutdgenos se debe a:

1} La facilidad con la que se pueden obtensr un - -
gran nfmero de células humanas, ya gue cada ml de sangre --

contienelde 1-3 % 106 linfocitos.

2) La sencillez de la técnica de cultivo, fijacidn
1

y obtencién de mitosis para anilisis.

3) E1 hecho de que el cultivo de linfocitos consti-

tuye un cultivo primario de c&lulas humanas, con caracteris:



ticas similarces a las de las células normales del organis--
mo. A diferencia de lo que ocurre con los cultivos de 1f{--
neas celulares "permanentes" que adoptan comportamientos de

cé&lulas "transformadas".

4) La poblacién mayoritaria de linfocitos en la san
z (c,'.f\.

‘
. . S q Gl
gre se encuentra sincronizada en Gy Y en cultlvo‘entrpjdlvl

sién ante el estimulo de agentes mitogénicos.

L J
5) La frecuencia basal de aberraciones e intercam-—-
bio de cromitidas hermanas en los cultivos de linfocitos es

relativamente baja.

6) Ofrece la posibilidad de realizar estudios in vi
tro en condiciones controladas, en los que se valora el e--
fecto de las sustancias en funcién de la dosis y el tiempo

de exposicién. -

7) En condiciones de exposicifn accidental laboral’
6 médica phede valorarse el efecto mutagénico de las subs-

tancias in vivo.

8) Puede utilizarse para determinar aspectos cuali-=
tativos y cuantitativos de la interaccién del mutdgeno con :
- {

la célula, tanto in vivo como in vitro. .



\

9) Una vez que se ha detectado gue una.substancia g
¢s mutag&nica cn una poblacién cxpuesta, pucde ser posible
determinar gué niveles de exposicién. no producen efectos en

los cromosomas.

10) Puede utilizarse el linfocito humano para monito
rear a las personas expucstas a mutfgenos por razones labo-
rales 6 accidentales, a dosis gue representan un riesgo; &
bien a los individuos gue pudieran presentarlﬂéanmyor - -

susceptibilidad al dano genotdxico producido por un determi

nado compuesto.

El cultivo de linfocitos para la deteccidn de mutd-

genos presenta también desventajas como son:

1) E1 linfocito no representa a todas las células del orga-
nismo, de hecho normalmente el linfocito no se divide por -
lo que se ha sefialado que los agentes dependientes de la fa
se "s" del ciclo celular para producir dafo, no lo produci-
rén-en el linfocito iﬂ vivo y asf en otras células de proli
feracibn activa (/¢ ). También se ha sefalado la posibili-
dad de que el linfocito repare EE&KEXQ el dano cromosSmico

mientras no se estimule su divisién 6‘iﬁ vitro durante la -
fase G (?};/%é). Estas observaciones se ven apoyédés por

los cstudiés de Sasaki y-cols. (/86) que mueétran que la mi

tomicina y la proflavina producen mis aberraciones cuando -



mids cerca de la fase "S" sé;éxpéne a ellas a los linfocitos
y menos daho Euando mis cerca estd el linfocito de Gp al -
tiempo del tratamiento.

» 2) Las cClulas nmuy dafiadas no se dividirdn y por lo tanto -
el dano genético no podrd ser detectado.

--%3) Una vez en cultivo la poblacién de linfocitos picrde su
sincronizacidén y las diferentes subpoblaciones de células -
pueden presentar una respuesta variante a los mutdgenos en

-
los estudios in vitro o seleccionarse el crecimiento de - -
ciertas subpoblaciones nenos daﬁadas,.puando la cxposicién
ocurrxid in vivo.

~->4) Las condiciones en cultivo no reproducen fielmente las
condiciones in vivo. Por ejemplo el linfocito transformado
tiene una mayor capacidad de reparacién (/%) y la exposi--
cidén a la sustancia in vitro es casi directa, mientras que
in vive los procgsés farmacocinéticos {(absorcifn, distribu
cifn, metabolismo y eliminaci6n) influyen en la biodisponibi

lidad de la substancia.

5.~ Tipos de Alteraciones Genotdxicas.

A} Aberraciones cromosfmicas

T.a alteracién en el nfimero o en la estructura de -~
Jos cromosomas se conoce como aberracién numérica o estruc-
tural, respectivamente. Cada tipo de alteracién cromosSmi-

ca tiene a su vez una designacién caracteristica. La mayo-



rfa de los cstudios citegenéticos evalGan el dafio. en Cromoso
mas mit6ticos on metafaseé.' .En la tabla 12 se presenta un -
glosario de los términos y descripciones usados en la defini

ci6n de aberrxaciones cromosGmicas.

T.as aberraciones cromoshmicas estructurales se clasi
. £, Al

fican ademds de acuerdo al perfodo en el ciclo celular en el
que se forman (tabla 13). En un cromosoma metaffsico, se di
ce que existe un rompimiento cromatidico cuands ticne una --
cromdtida normal y una cromdtida rota, mientras gque si sé ha
bla de un rompimiento cromosdmico las dos cromitidas cstén -
rotas en el mismo sitio. El mismo tipo de consideraciin in-
terviene en la descripcidn de los rearreglos cromatidicos y
cromosSmicos. La producci6n de aberraciones cromosdmicas o
cromatidicas por un agente dado, dependeyf de la naturaleza

L
del clastbgeno y el perfodo del ciclo celular en gue la cé-

lula blanco se encuentra al ser expucesta.

B) Intercambio de cromdtidas hermanas.

El intercambio de cromdtidas hermanas (ICH) es una
prueba gque ha adquirido importancia recientemente, aungue -
todavia no se conoce su sigﬁificado biolégico.

El ICH se considera, como el intercambioc reciproco de
ADN entre dos cromdtidas a ﬁival de’ loci aparentemente homb-

logos y es ficilmente observable en los cromosomas en metafa

se[/Oﬁ),



DEFINICION

- - mmﬁv'l‘}\f’%]’_,[\‘ .l 5

DE ABERRACIONES CROMOSOIIICAS

BRECHA CROMATIDICA.-Es una regidén acromdtica en una
cromatida~y-€i tamafio /de-dst/ puede ser igual o
més pequeno gue ¢l grosor de la cromdtida.

ROMPIMIENTO CRONATIDICO.-Es una regidn acromdtica -
en una cromdtida y cl tamafio dgjld.cual es igual o
mds grande quc el grosor de¢ la cromdtida; puede
estar alincado o desalincado.

BRECHA CROMOSOMICA.—gp una regidén acromdtica de am-
bas cromdtidas y &% tamafo Ae—estc’es igual o -
mds pequefio gue el grosor de la cromdtida.

ROMPIMIENTO CROMNSOMICO.-Fs una reqgidn acromatida
en ambas cnométidas,pero es mis grande que el --
grueso de¢ la cromdtida y puede estar alineado o
desalineado.

FRAGMENTO.-Es una o dos cromatidas sin centromero -
evidente.

TRANSLOCACION.-LEs una transfercncia obvia del mate-
rial entre dos © mAs Cromosomas.

TRIPRADIADO.-Es un desarreglo anormal lel conjunto
de cromdtidas dando por resultado una configura-
cibn de tres brazos.

CUADRIRRADIADO.-Nrreygylo en el ¢uc un par de Cromoso
mas (Homblogos o heterblogos) aparccen con sus
cromdatidas aparecadas en una configuracién con -
cuatro brazos. B :

PULVERIZACION DE UN CROMOSOHA.-Cromosoma con apa- -
riencia parcial o totalmente fragmentada.

PULVIRRIZACION DE CROMOSONAS.-Dos o més cromosorias
en una nmetafase gue aparecen total o parcialiaen
te fragmentados. . T
PRI |
PULVERIZACION
los

CPFLULAR. -Mctafase en la’cual todos -
cromosomas cstdn totalmente fragmentados.

ROARREGLOS COMPLEJOQS.-Translocaciones gque involu---j
P
cran a las cromatidas de muchos cromosomas.

ANILLOS.-Cromosomas circulares por la unidén dec los
extremos de sus cromatidas.

MINUTA.-Cromosonma de tamaiio inferior al de los.cro’
nosomas menores del cariotipo normal. :

POLIPLOIDIAS.-lletafases e€n los cuales_cl nlmero . -
cromosémico es mayor gue 23, por cleso de lotes
de cromosomas iguales o-superiores’ al nfimero -
haploide (N). C

FNDORREDUPLICACION . ~lMetafasc poliploide en las que
los cromosomas aparecen aparcados. -
HIPERPLOIDIAS.-Metafase cn la cual el nimero cromg
sémico es mayor quec 2N pero no es multiplo dei-
N.

CROMOSONAS DICﬁNTRICOS.~Cromosomas provistos de ' :
dos centrdmeros. it




TABLA 13

SENSIBILIDAD CELULAR A LA ACCION GENOTOXICA DE MUTAGENOS Y OCURRENCIA DE
ABERRACIONES EN FUNCION DE LAS FASES DEL CICLO CELULAR (6)

|
i
H
H
i
|
i
H

FASE " G{" " sll |IG2 " . 'IM "
EVENTOS Sintesis Replicacidn Sintesis Segregacidn
Proteica del ADN Proteica Cromosémica
CONTENIDO RELATI
VO .DE ADN 1 1 -~ 2 2 2 -- 1
i TIPOS COMUNES DE_ = -Rompimientos ~-Rompimientos litosis multi-
ABERRACIONES OB~ " Cromos&micos Cromatidicos polares ' .
SERVADAS * ~Anillos ~Cuadrirradia- ' )
~Translocacio Mixtos dos
nes ~Trirradiados
-Deleccidn ~Fragmentos
~Dicéntricos
~Fragmentos
SENSIBILIDAD ’
RELATIVA HACIA LOS Baja Alta Moderada Baja

! EFECTOS GENOTOXICOS
i

'“%¥ Estas aberraciones son los tipos observados en G,, S y G, y se cuentan en la primera

; metafase (M1), Si las c€lulas se¢ cuentan en M2 5) M, el tifo de aberaciones obsexvadas
i son mixXtos.

N




El proceso de intercambio involucra probablemente -
rompinientos, recombinacidn y reunién del ADN, aungue sc sa
be poco acerca de sus bases moleculares. A pesar Jde Egto,
el ICH se ha empleado en el estudio de la estrucinra del -
crounesoma y de los sistemas de reproaeidn Ael 07 nedisal e
el cmpleo de edlulas de pacicntes afcctados por sindronst on
los que se encuentran deficicncias en dichos sistemas (7).

M L

Este método se basa en la obtencién de cromosomas
con cromdtidas guimicamente diferentes, lo cual se logra in
corporando 5-bromodeoxiuridina (BrdU), gue es un anéiogo de
la base nitrogenada Timina a la que sustituye en la molécu-

la de ADN durante la replicacién semiconcervativa.

Si las c€lulas se cultivan en presencia de Brdu, du
rante el primer ciclo celular cada cadena'de‘la doble heli-
ce del ADN sintetiza su cadena complomentéria incorporando
esta base. Durante 1la primera mitosis, las cromitidas her-
manas no se distinguen entre sf por tener la misma composi-

cidén qufimica, o sea, un filamento parental no substituido y

uno gue si contiene BrdU. Después del segundo ciclo celu--

lar, y por lo tanto de una segunda sintesis de ADN, cada ca
dena de ADN de un cromosoma servird a su vez de molde a co-
piar con lo que se obtendr&n dos tipos de cromdtidas: en -

una existirdn, como en la mitosis previa, dos cadenas guimi



camente distintas, higntras que en la otra ambas cadenas tendrén
BrdU en lugar de timina. En esta metafase las cromdtidas herma-
nas del cromosoma sGran guimicamente diferentes, lo que se puade
poncr de manifiesto por la tincidn que dan ambas cromitidas -
cuando se agrega fluorocromo NHoerchst 33258, Tos cromosomas (ORAi-
dos de esta manera muestran una cromatida con {luorcscencia mis
ORI IR]
intensa o mis oscruta si se usa la tincidn de Gicmsa y que corres
ponde a la gue ticne s8lo un filamento remplazado con DBrdU mien--
tras que la otra, eén la que la fluorescencia es‘menor (mis clara
con Giemsa), es la que conticne BrdU en ambos filamentos(ﬂb7)
>
. YESS

Los estudios realizados por diversos grupos ( 223) mues-
tran gue varios clastdgenos fuertes son capaces de inducir un in
cremento en el ICH por lo que esta técnica se empezd a utilizar
en la deteccidn de mutigenos tanto in XiXE.(/?O) como in vitro -
/57
(770} . Los primeros estudios indicaron que la prueba tenfa un al-
ta sensibilidad, ya que se requerian concentraciones mucho meno-
res de una sustancia para inducir ICH gue para producir zberra--
ciones cromostmicas. Estudios posteriores han mostrado que esta
alta sensibilidad, se presenta en la mayoria de los casos cuando
s¢ usan agentes alquilantes, mas no para otros agentes. En la
Tubla 14 se presentaﬁ algunos de los agentes cuya actividad induc
tora de aberraciones cromosémicas e intercambio de cromdtidas ha

{ .
e=id . . Toe s
sido valorada en linfocitos humanos expuestos ya sea in vivo o -

en cultivo (in vitro) al agente.



rleadd it s ] o] COSEE Rauniad

AGENTES INDUCTORES

TABLA 14

DE I.C.H. Y A.C. EN LINFOCITOS

HUMANOS ( S22 )

Inductor potente de I.C.H.

Inductor regqgular de I.C.H.

Inductor débil o no inductor

C.C.N.U. i
Inductor Ciclofosfamida IN VIVO: .
potente de Metil - C.C.N.U. A
A.C. §
Ciclofosfamida Cromato de plomo Bleomicina
Busulfan Adriamicina Citosina arabinosa !
Thiotepa-trinemon-cloram- Mostaza nitrogenada Furazolicdona IN VTTROi
bucil Sulfato ce Hidroxiguino=
Estireno leina !
Oxido de estireno
. Inductor Arsénico Solvente de goma
Regular Cistianina :
de A.C. Epiclorhidrina IN VITRO!
Metoxipsoralen + UV LR
Inductor Glutatidn
débil o no Tremetoxipsoralen + UV srmpe bl
Inductor Khellin + UV ~IN~V;‘§9
de A.C.

U.v. Luz ultravioleta

C.C.N.U. -(2 cloroetil 3-ciclohexil l-nitrosourea) .
Potente rrecuenCLa observada 5 veces mayor que el valor basal A
Regular Frecuencia observada 2 veces mayor .que el valor basal

D&bil Frecuencia observada 2 veces menor gue el valor basal
. pero que el autor reporta como significativo.




@) Cin6tica de Proliferacifn Celnlar.

.

El desarrollo de la tfcnica de tincidn diferencial, ba
sada en la incorporacién de BrdU en el ADN, ha permitido la iden
tificacidn de ctlulas en metafase que han replicado una, dos o mis
veces haciendo posible el examen de la cinCtica de poblaciones ce
lulares en divisidn., En el cultivo de linfocitos ha podido demos-
trarse la presencia de subpoblaciones y determinarse el ticmpo del
ciclo celular (40), el cual puede variar en funcién de: las condi-

ciones de cultivor (4)), la edad de los donadorcs (Hh y la adi-

cidn de ciertos agentes quimicos (/€7 .

E;tudios recientes indican gue la cin&tica de la prolifera
cidén celular en los cultivos in vitro puede tanmbi&n ser alterada -
por la exposicidn de los linfocitos in vivo a f&rmacos administra—
dos experimental o terapfuticamente. BEs asi gue Du F;éin’ééfgﬁ.
15 rebortan un-ligero alargamiento del ciclo celular en linfocitos

o
de conejos tratados con ciclofosfamida vy Gﬁbhartyct:a

-

' o3
1. (}8) encuen
tran gue en cultivos de linfocitos de pacientes antes de gue reci-
bén terapia con agentes citostiticos hay un 25% de metafasesen pri-
mera divisidn y el 75% .restante corresponde a segundas o subsecuen-
tes generaciones. Mientras que después de la terapia se ‘encontxb -
‘un 60% de meﬁafase en ﬁzgmera divisidn,
i
Se ha reportado tambi&n gque la alteracidn de la duracibn

del ciclo celular altera la frecuencia de I.C.H. (%) por lo -



A)

IV. RESULTADOS

Valores Basales obscrvados en Cultivos de Individuos Con

trolas.

Las tablas 16 y 17 muestran la frecuencia de aberracionecs
cromosdmicas observadas en las c&lulas eg metafase proce-
dentes de cultivos de linfocitos de 17 donédores sanos -
(véase material y métodos); 11 mujeres en la tabla 16 y 6
hombres en la tabla 17. Se observd una frecuencia prome-
dio de 2.79%2.0 células aberrantes en los 17 individuos,

de 3.04%1.59 en 1las 11 majeres y de 2.08%2.15 en los 6 -
hombres. Fundamentalmente se observaron rompimientos cro
matidicos y algunos isocromatidicos; también en;ontramos

5 rearreglos, 2 dicéntricos (en 2 individuos), trasloca-

¢idn (en 1 individuo) y 2 tetrarradiados {en 1 individuo).

En las tablas 16 y.17 también se presenta el promedio de
intercambio de crom&tidas hermanas (I.C.H.) en cada indi-
viduo contrel. El valor promedio de todos los individuos
estudiados fue 5.57i.005, de 5.58t1.27 en las mujeres y de
5.57¥1.48 en los hombres, Con respecto a aberraciones 2
individuos mostraron valores estadisticamente diferentes

a los demds (p£0.05). En los individuos en los que se hi



el A BL2: 16, e BAR0 =22 TOC =T 17 RN TTIHER L CONanOLES

B [ ey

: N°DE N°DE _
. TIEMPO DE % CLELULAS ROMP / * REARREGLOS/ X
INDIVIDUO FECIIA CULTIVO ABERRANTES 100 CELS. 100 CFLS. I.C.H.
P.O. 9/111/81 72 HRS. 3. 3 0 5.28 % 2.3
P.O. . 18/V/81 438 RS 3 2 1 4.7 * 3.6
P.O. 28/VI/82 72 IIRS. 5 5 0 7.6 T 2.8
P.O. 13/1%/82 72 HRS. .4 4 0 6.4 T 2.6
P.o. 30/VII/84 40 RS, 2 2 0 4.08 T 1.1
P.O. 14/1x/84 48 IIRS. 3 0 0 6.0 T 2.6
L.A. 28/1x%/81 49 HRS. 1 0 0 36 % i
L.A. 16/%X1/81 72 HURS. 2 2 0 5.8 * 2.0
mA o e/1/i2 45 R ; 0 .o 28 Eil
R.G. 28/v1/82 72 HRS. 4 4 0 6.9 t1.8
R.G. 10/1X/82 72 1iRS. 3 3 0 4.4 t 2.4
L.T. 18/v/81 48 HRS. . 1 1 . 0 3.6 -t
R.E. 18/v/81 48 iRS, 2 . 1, : 1 4,72 t
T.A. 10/VIII/81 48 1iRS. 1 1 0 5.6 T
T.A. 24/VIII/B1 48 1IRS. 2 L2 0 5.96 *
com. a5 : : : 343
M.D. 28/vI/82 72 1IRS, 8 8 2 R.A 7

o
L+




M.D. 11/1x/82 72 1RS. 5 5 0 7.8 %
M.A. 19/X1/84 48 1iRS, 4 3 T 5.80 F
M.C. 12/I1/85 48 HRS. 2 1 Dic. 5.48 %7 1.9
M.C. - 25/Vi/85 72 1RS. - - - 6.3 * 1.4
M.C. 6/I11/85 48 HRS. 3 . 3 o 5.5 * 2.0

R.M. 31/1/85 48 HRS. - - -

VER CUADRO DE SIGNOS Y ABREVIATURAS. ) )
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TABLA 17 DARGC CITOGENLTICO "N HUMDRED ™Y AV SUasis - nre

No. ROMP/

INDIVIDUO FECHA HRS % CELS E¥ 100 No REARRE %
CULTIVO ABERRANTES CELS. . GLOS/100 CELS. ICH.
. 48 1RS. 1 1 0 : 8.32 + 2,2
J.E. 4/8/80 72 5 . 5 0 4.2 % 3,2
J.E. 20/7/81 48 1IRS. 1 1 0 8.45% 4.0
16 TRS. T T 0 5.8 x 2.4
J.E. - 9/11/82 72 HRS. 2 2 . 0 5.6 £ 2.2 ;
J.E. 16/X1/82 72 HRS. 2 1 DIC 5.25 + 2.0
) ;
G.G. . 18/v/81 48 HRS 2 2 0 5.4% 2.2
S.M. 20/%/81 48 IRS 3 3 0 . 5.4 % 2.6
48 1RS. 3 3 0 3.6, 1.8
H.N. 1/411/81 72 HRS. 2 2 0 4,3 + . 4.4
A.V. 10/v/82 72 HRS. 3 3 0 © 4.0 % 2.3
P.A. 6/V/85 72 HRS. 9 9 o] 5.0 +

* VER CUADRO DE SIGNOS Y ABREVIATURAS.
. \ . .




B)

cieron varios nuestreos no se cncontraron diferencias in
traindividuales significativas. El anflisis estadistico
no mostrd diferencias significativas por el tiempo de cul

tivo, ni entre sexos.

Para los valores de I.C.H. no se encontraron diferencias
entre individuos en los tiémpos de cultjvo, ni tampoco
entre sexos. En las tablas 18 y 19 se presentan_los dé
tos de cindtica celular y el indice de replicacitn obte
nido a partir de los datos de dicha cinética (633). La
tabla 18 corresponde a 48 horas de cultivo, mientras gue
la tabla 19 corresponde a 72 horas. A 48 horas de cul-
tivo los valores promedio de la cinética de proliferacibn

as

celular Tueron 55% 135, 42.6 288 y 2.41 3 divisiones,

mientras -que a 72 horas de cultivo se obtuvieron 30.7%

189, 29,1% 2°S vy 40.2% 3%° @ivisiones; los indices de

'replicacién fueron 1.39%.098 b 1.82% .42 respectivamente.

Los datos individuales de proliferacibdn son variables y -
se detectan diferencias individuales estadisticamente -
significativas.

Efectos Genoidxicos de la Dehidroemetina.

Esta droga adicionada a los cultivos de linfocitos mostrd
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EM CULTIVOS DE 48 1IRS. DE INDIVIDUOS CONTROLES.

DIVISION CELULAR (%)

-
I

INDIVIDUO FECHA SEXO la. 2a. 3a. I.R,
P.O. 30/VI1/84 F 54 44 2 1.48 :
P.0, 14/1%/84 81 18" 1 1.20 §
L.A, 28/1%/81 - " 76 24 - 1.24 |
L.A. 8/11/82 71 27" 3 1.34
M.c. 12/11/85 - e 58 42 ‘ - 1.42
M.C. 6/II1/85 58 42 - 1.42
R.H. 3i/i}aé ) P 66 34 0 1.34
cen 1/X11/81 F 63 29 8 1.45
J.E. 4/VIII/80 n sg 39 3 . 1.45
M. Y. 1/X11/81 1 35 57 0 1.49
SiM. 20/%/81 | M 58 32 , 10 1.52 Jﬁ
M.A. .:lé/XI/Bd F :  66; S ' 32 2 _ ‘1.36,
VER CUADRO DE SIGMOS Y ABREVIATURAS.
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TABLA 19 . CINETICA DE LA PROLIFERACION CELULAR BN LINWFOCITOS
HUMANOS EN CULTIVOS DE 72 1iR5. DE INDIVIDUOS CONTROLES

DIVISION CLuuLAR (%)

INDIVIDUO FECUA . SEX0 las, 2as. 3as, I.R.
P.0. 28/Vi/82 F 48 29 23 1.75
P.0. 13/1%/82 12 48 40 2.28
. P.O.  6/V/85 17 25 56 2.35 ‘
L.A. 28/1x/81 F : 21 32 47 2.26
S L.A. 16/X1/81 . 27 27 56 2.49
L.A. 8/11/82 , 19 27 56 2.41
, R.G. 28/V1/82 F 38 32 30 1.92
! R.G. 10/1X/82 18 26 26 1.78
M.D. . 28/VI/82 F 49 26 25 2.26
M.D. 11/1X/82 o 35 34 31 . 1.96
M.C. 25/VI/85 F 48 35 17 1.69 "
RiM: 14/v/85 F 45 35 23 U 1.84 |
|

C.C.N.  1/XI1/81 F 14 18 68 2.54
J.E. 4/VIII/80 M 20 28 . as 2.23
H.N. 1/x11/81 M 8 17 65 2.37
AV 1o/v/82 0 M - 39 - 40 . 21 o1.82

P.A. 6/v/85 M 20 - 28 52 2.32 -

VER CUADRO DE SIGNOS Y ABREVIATURAS.




Q)

sex clSstogénica observindose una relacién dosis-respues
ta {(tabla 20). La actividad clastogénica fue mayor cuan
do la exposicidn a la dehidrocmetina fue de 72 horas. La
dosis minima capaz de producir aberraciones estadistica-

mente significativag fue de 2.2X10“11M (0.012 pg/ml).

El medicamento mostrd ser muy tdxico ya gue inhibié la

&
proliferacidn celular lo que se refleja en un incremento
significativo (p £ 0.05) en el porcentaje de cédlulas en

-10M

primera divisién. Concentraciones de alrededor de 10
fueron capaces de inhibir ltotalmente la capacidad proli-
ferativa de los linfocitos in vitro, mientras gue concen

-11

traciones de 1.1X10 M (.006 pyg/ml) son inhibidoras en

un 50% de la divisidn celular (tabla 21).
En la dosis en las que afin se obtuvieron c&lulas en 2a.

divisidn, indispensables para la evaluacidon de I.C.H. no

"se observd una induccién de intercambios.

Efectos Genotbxicos del Difosfato de Cloroguina.
U

Este medicamento incrementd ligeramente la frecuencia de
i

aberraciones cromostmicas estructurales.



TABLA 20, TELCYTOL CUTOGENETICOS DE LA DENIDROEMETINA EN LIKFOCITOS HUMANOS

* DF CELULAS ADBDERRANTES

TTEMPO DE LXIOS1CION '

X DE I1.C,

EN CULTIVO,

DONADOR

CONCERTRACION
Mz1n=10 urg Sl

o 9.1 1.0 1,0 2.5 U.3 4 3.5 5.3 % 2.85 5.7 &+ 2.RG
.054 0.n03 -o1.n l.0 - 8.6 & 3.8 -
.11 0.006 3.0 3.0 5.0 9.2 + 3.1 5.4 + 1.57
W22 0.012 6.0 11,08 10,7%+ 2,2 B,5,M,
43 0.024 Hob.H, 14,08 .G, N.5.M.
.86 0.048 N.S.M, W.5. M. 1.5, H.S.M.
1.0 0.0¢6 N.5.M. N.S.M. N.S5.H. .81, N.N.M.
. * Promedic sobre 17 c6lulas .
VER CUADRO DT $LGNOS Y APREVINTURAS.
.




TAITA 21, IFECTO DE LA DEMIDROIMETINA T 1A CINETICA DE L&

PROLIFEZGCION CELULAR BRI LIIOCIIS IWMANDS EN QULTIVG, .
\ .
TIBAOS DE CUT/IVO anorne 72 horas 72 bty
. TIEMPOS DE IXFOSICION - 48 Yoras - ’ 24 horas 72 horas
DONADOR R LA p.o. ' J.E. R
PROLIFIUCION COLULAR  lag. as. Jan. 1.3t las. 2as. 3as. IR, las. 2as. 3as. I.R. las . ?as. 2as. IWR, lac. 2as. Jas. I.R.
HCINTRAC LON : N
Mx 100 wg/m
[} 0.060 72 28 [t PR X T A 1.62 20 28 52 2.32 17 % 56 2,35 15 72 72 2.6 .
L0564 0003 g6 14 [P ST - - - - . - - - - v
.11 0.006 90 10 053,10 57 328 1 .34 - - - - - 2 Az e 2.
.22 0.012 94 6 51,96 o 0% o0 1.00 29 30 41 2.2 2 I [o} 1,12 18 ot
W43 004 99 1 UL T RGN 0.0 41 45 14F 1.73 45 45 105 1,65 Y 0
.86 0.048 47 0 ot ot LLEWM, 0.00 N.5.M. 0.0 H. S, 0.00 0.0
i
1.0 0,06~ u.GL. 0.0 0.0 HN.S.M. - 0.0 . b
i

VIER CUADRO DE SIGNOS Y ARMIIVIA
* 8610 ne obtuvioron 47 mitonis




D)

En las cinco ocasiones en gque fue evaluado se observaron
relaciones dosis-respuesta gue mostraron significancia
estadistica s6lo en uno de los estudios a 48 hrs y en las
7.
2 cvaluacicnes a 72 hes (p <.09), (tabla 21). Ta desis
minima gue produjo aherraciones con significancia ecutadisg
. . -8
tica fue de 1.7X10 M (6.2 ug/ml).
&

En un individuo muestreado en 2 ocasiones con exposicio-

nes hasta de 6.3X10°°

M (20 pg/ml) de cloroguina durante

las 72 horas de cultivo no se detectd alteracién de la ci
nética de proliferacidén celular, sin embargo, en los culti
vos del mismo individuo con 48 horas de exposicidn, y en
los demis individuos evaluados, dosis.promedio de 3X10—8M
(10 pg/ml) inhiben la proliferacibén de las células, (ta-

13 Z4
bla 27 y 24) .

x . :
Aln en las dosis m&s altas en las qgque se obtuvieron célu-
las en 2a. divisidn no se detectd induccibn de I.C.H. - -

2
tabla 27).
| : - e : /
vielotmmian & gc7é5 Gerco 7§///ws A ,Q,
/U/'aées.@m/p&.-

La niclosamida adicionada al iniciarse los cdultivos y man

tenida en ellos hasta su cosecha a las 72 ﬁoras, mostrd
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PHOLIUrOCITOS

1_!2_1_1_!‘\I\CIOHIIS

HUnAoer

CLOROQUINIA
e CULTIVD,

T I.CLHL/UETAE AR

nRpOASICIOH 48 72 haras 48 horas 72 heoras
POXADOR L.n, L.A. Lk, LA, L.2. H.C. Lo Lihie
CONCENTRACLION
%1078 ug/m
- i 4.n o0 1,0 3.0 6.0 3. s.xtre? 5.5t 16 3. L1 G Do
,062 0.2 4.0 - 3.0 5.0 4.0 2 1.6 5.5 X1, - [EPRPR N T B T &
W62 2.6 7.0 T - 6.0 G, O RN 4.32% 2.0 - 6.7 L o1 5.0t e
1.1 6.2 - UL - - - - 5.5 L 1.3 - -
3.1 10.0 - A - - - 11.0¢% - 4.60% 1.9 - - 5,92 2.3
1.9 12.4 - 8, 08 - - - - 7.122 1.2 - -
5.p 8.6 - Yo, 0% - - “ - 6.7 L o104 - -
[} 20.0 4.0 tn, o - 12,.0F 12,67 - .0 - . 5.5 % 2.9 C.auz 20t
VER CUAREC 60 ST0HOS ¥ AMREVIATURAS .
“Valor obtenio on 27 cdélulas
-
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TABLA 22, EFECTO DEL DIFOSFATO DE CLOROQUINA Db LA CINETICA
0 PROLIFPERACION CELUDAR DE LINFOCITOR HUMARNOS
EN CULTIVOS DE 48 HOPAS. '

DONADOR

PROQLIFERACION CELULAR las. 2as, Jdas, 1.R. las. 2as. 3as. I.R, las, 2ew. Jas. I.R. las., 2as. 3as. I.R. las. 2aw. Zas. I.R.

CONCENTRAC1ON
Mx10~8 ng/ml
0 0.0 .76 24 0 1.24 65 34 1 1.38 Bl 16 1 1.16 66 34 [4] 1.3¢ 58 a2 o 1.42
.062 ‘0.2 78 22 0 i.32 46 S2 2 1.56
0.62" 2.0 loo 0 s 1,00 I8 60 25 1.64
1.9 6.2 L1 ] 0 1.34
3.1 10.0 44 52 4% 1,50
3.9 12.4 o1 4 1,11 94 G 9f  ..86 a7 li 81,18
5,8 16,6 us 3 os 1,)3
6.3 20.0 50 0 6 0.50 90. 6 1% 1,08 A
7.8 25,0 - a7 3 0% 1,03 29 1 0% 0.31 91 T 15 1.10
1) 37.5 - .79 10 6.81 N, H. 0.00 i
5.6 50.0 ’ 39 06 0 0,39

VER CUADRC DE SIGUOS5 ¥ AURDTATURAG ! o




TPELA 24, LEBCTL oL DLEHTATY D CLOFOQUINA R LA CINEYICA L' PROLI-

o _ FLIRETON CLIM Ly PY LINFOCITOS NNIANOS T CULTIVOS DI 72 liRS. . T
I‘;:‘!‘?‘EE\'RI‘.E\CLOH laus. Z2au. Jas. .12, larn., 2a0. Tan, T.n., las. 2Qag. 3aa, PO las. 2as. Jas., 1I.°p.
coNer { -
rirn” " .;qu/n'.l i

0 15 o PaAC 17 27 56 2,39 4n 5 2 1.81 o1 26 54 2.3% -

L6 n,2 b na 21 2.6 12 31 57 2,45 - - - -
62 2.0 o 20 1 .02 an (4] 2.5
1,0 [ 42 s 23 1.63 o PR ¥ BRI
3.1 0.0 14 a2 54 2.4 a0 I8 2,09
3,0 1.4 27 1 2% n,5s
5.8 18,6 M, e, 0.60
6.1 20,0 11 34 1t 17 3 52 2.3 22 P -3 S U o

VEE CUALRA xt. "0NeR Y FRREVIATURAS,




- ser muy citotbxica y no se obtuvo ninguna'mitosis, por
lo gque no se describe este tratamicnto en material y mé
todos. Pulsos de 2 horas de la droga adicionada 24 ho-
ras después de iniciada la incuhaci6én indujeron un leve
efecto clastoglnico en una de las muestias de sangre -
(donador R.G.). La dosis mas alta que afin permitid la

8

proliferacién celular fue de 1.2X10 °M (4 vg/ml) . En

otras dos muestras de sangre (donadoras ;.0. y M.D.) la
_misma dosis inhibi6 las mitosis y fue citotdxica (tabla
28). En presencia de.la fraccidén metabdlica "S9" la -~
droga antihclmintica mostrd un aumento, en relacidn con
la dosis, en su clastogenicidad en 2 muestras de sangre
(donadoras L.A. y R.G.). La respuesta. en los linfoci-

tos de los otros 2 donadores varib; en el donador P.O.

no se observd ningln efecto, mientras que en el donador

M.D. sdlo una dosis [1.8x10—8

M (6 pyg/ml)] produjo un in
cremento en cé&lulas anormales (tabla 25). “las lesiones
inducidas predominantemente por la niclosamida fueron -
rompimientos cromatidicos; también se observaron aberra
ciones ms severas como son pulverizaciones, principal-
mente en las dosis maximas toleradas (tabla 26). El ané
lisis gstadistico de regresidn {(/&Z) mostrd gue el lige-

ro aumento obtenido en la muestra de R.G. en ausencia de

la mezcla "S9", es estadisticamente negativo (p¥ 0.05)



TABLA 25. % CELULAS ABERRANTES EN CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS
DESPUES DE 2 HORAS DE EXPOSICION A NICLOSAMIDA
Y CICLOrOSFAMIDA.

3 CELULAS ABERRANTES
Donador ‘

Tratamiento L.A. R.G. P.O. M.D.
Mx 10-8 ug/ml
0 0 2 3 4 5
.61 ' 2 - 4 3 N.S.M.
1.2 Niclosamida 4 - 6 N.S.M. N.S.M.
1.8 6 - N.S.M. N.S.M. N.S.M.
.61 2 4 6 . 4 3
1.2 Niclosamida 4 128 7 6 6
1.8 + 6 338 118 5 138

* S
2.4 s9 8 49° 23 2 4

Ciclofosfamida | _ ‘
.72 + 4 .- "N.5.M. . 16 15 . 10
‘ S9 ’

VER CUADRO DE SIGNOS Y ABREVIATURAS




TABLA 26. TIPOS DR ABERRACIONES EN CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS DESPUES
DE 2 lIRS. DE FXPOSICION A NICLOSAMIDA Y CICLOFOSFAMIDA.

|
|
|
|

DONADOR L.A. ' R.G. P.O. 1.D,
. Tratamiento ROMP. Ra P ROMP . Ra P ROMP. Ra P ROMP..'__v Ra | .' P
Mx10"8 ug/ml . '
’ - 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 - 6 "0 0
.61 Miclosamida 2 - - - 5 0 0 3 0 0 N.S.M..&N.Sk.M.‘ N.S.!
1.2 ‘ 4 - - - s 0 0 N.S.M. N.S.M. N.S.M.N.S.M. N.S.M." N:S.!
1.8 6 - - - N.5.M. N.S.M.N.S.M.N.S.M. N.S.M. N.S.M.N.S.M, N.S.M. N:S.
.61 Niclosamida 2 3 1 0 6 0 0 4 0 0 5 o o"f
1.2 4 4 8 0 4 8 0 0 5 0 0 6 o o
1.6 59 6 27 0 6 13 0 0 5 0 0 6 3 a4
2.4 8 40 0 9 10 0 15 2 0 0 4 o ol
.- A4
Ciclophosphamida, .
.72 59 .4 F.C.. F.C. TF.C. 11 1 a gé 1 B TS T 2
- VER CUADRO DE SIGNOS Y ABREVIATURAS 7




"efecto fue muy drédstico ya que dosis de 2.4X10°

‘al igual gue los datos de P.O. y M.D. en presencia de

"$9". Mientras gque los datos obtenidos con la sangre -
de L.A. y R.G. muestran una curva dosis-respuesta esta-

disticamente significativa.

S6lo en los linfocitos del donador L.A. (tabla 27) se
observd una débil induccibn en relacidn g la dosis de
I.C.H. significativa en el anflisis de varianza de la

14 . ! .
qﬁgva de regresi6n (59/'). En las dem&s muestras la ni

closamida no indujo I.C.H.

Los resultados de los cultivos expuestos a ciclofosfa-
mida, que fue el control positivo en nuestros experimen
tos, meostraron un incremento notorio en cé&lulas aberran

tes y en I.C.H. Sin embargo, se observd cierta variabi

- 1lidad con respecto a la magnitud de los efectos en las

diferentes muestras de sangre, con un rango de 2 a 5.3

. veces las frecuencias basales de aberracicnes y de 3.5

"a 6 los valores basales de I.C.H., significativos esta-

disticamente en tocdos los casos.

En cuanto a la ciné&tica de proliferacidn celular, el -~

Y (8 }Jg/

ml) no permitieron la proliferacidn celular, lo que se



TABLA 27, FRECUENCIA DE I.C.H. EN CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS
DESPUES DE 2 HRS. DE EXPOSICION A NICLOSAMIDA ¥

CICLOFOSFAMIDA
Donador L.A.- R.G. P.O. M.D.
Tratamiento ¥ I.c.H rango X I.C.H. rango X I.C.H. rango X I.C.H. rango
M X 1078 ug/ml .
0 0 6.0 + 2.7 2-16 4.4 + 2.4 1-9 6.4 + 4.3 3-14 7.8 + 3.9 3-19
niclosamida .. .
.61 2 - ' 4,1 + 2.1 3-10 6.5 < 3.3' 3-11 N.S.M. J
1.2 4 - 6.1 + 3.2 1-11 N.S.M. N.S.M.
1.8 6 - N.S.M. N.S.M. N.S.M.
niclosamida |
.61 2 + 59 8.5 + 2.6 4-17 5.1 + 2.3 1-10 6.1 + 2.3 1-15 6.5 + 3.6 2-16
1.2 4 9.0 + 3.8 2-I8 4.8 + 2.2 2-11 8.9 + 3.2 4-17 6.5 + 3.4 2-16
1.8 6 12.2 + 5.4 5-23 5.0 + 2.1 1-9 8.2 + 3.9 2-14 12.6 16.8 3-19
2.4 8 14.7 o+ 6.0 3-30,%7.8 + 2.9 1-17 8.4 + 3.‘6 5-18 9.3 + 4,6  3-18
Y
ciclofosfamida

.72 4 +59 F.C. .26.5.+ 9.3 9-50 29.8 + 9.4 15-48 27.8 + 12.4 10-50 "

* En 18 células™ T




TARTA 23,

RFTOTOS PROLA
CINRETICA DR PROLIFFRACIOY
LINFOCITOS

NICIASAMITA + 59 ™M

LA

C¥LULAR DI

HUMANOS EM CULTIVO DR 72

1.1 % 1075 6 ug/ml

HORAS.
DOMADOP. L.A. R.G. P.O.W. M.D. . z
PROLIFGRACION CELULAR 12 28 39 1.p. 12 28 3% g, 1% 2% 3% pr. 12 28 3@ )
" TRATAMILNTO 27 27 56 2.5 3% 32 30 1.9 46 2% 23 1.75 49 26 15 ¥
D450+  S9 30 37 33 2.63 34 43 23 1.9 50 31 19 1.7 ss 32 13 1
HICLOSAMIDA
Mox 1078 ug/mil
0.61 2 37 32 31 1.4 28 41 31 2,03 37 39 24 1.63 55 27 18 1
1.24 4 68 26 6% 1.36 31 33 36 2.05 33 36 3L 1.77 60 25 15° -%‘
1.8 6 s5g 38 4% 1,46 44 44 12 1.7 42 36 22 1.8 46 30 24 1
CICLOFOSFAMIDA : {
+ 89 - - 0 77 14 o 1.23 48 20 23 1.75 66 22 12 . 1

*VER.GCUADRO DE'S;GPOF~Y ABREVIATURAS




.

reflejd en el hecho de que en ninguno de los individuos
se obtuvieron suficientes mitosis para el an&lisis. Sin

8 {6 ..g/ml) no

embargo, dosis un poco menores de 1.8%10°

alteraron notoriamente la prolifcracidn de las células:

en 2 donadores (R.G. y P.0.) s6lo se observa un rebraso

en el ciclo, significativo (p €.05) en el caso de L.A. y
(redia 28)

en el de M.D.); pero en este (iltimo,la dogis inhibidora

de la proliferacidn es una dosis intermedia y la dosis

siguiente que -es mayor muestra un ciclo muy similar al

control, lo gue pone en duda el gue haya un efecto real.

"In vivo". En la mayorfia de los cultivos de linfoci-
tos de los 5 pacientes infestados con Hymenolepis nana,
fue dificil obtener un niimero suficiente de bucnas meta-
fases, sin embargo, como se hicieron varios cultivos, en
4 de 1os_pacientes fue posible identificar 100 metafases,
analizables. El porcentaje y el tipo de aberr%ciones ob
servadas en 4 de los pacientes antes del tratamiento (ta
bla 29) fue similar a los valores obtenidos en cultivos
de individuos controles.(tablas%?'y 1&). Uno de los pa-
cienteis.R.G. sin embargo, mostrd una frecuenéia elevada
de aberraciones cromosdmicas antes del tratamiento, des-
cubriéndose que un mes antes el sujeto habialeétado hospi
talizado por una severa intoxicacifn. En 3 dé los pacien

tes después de haber terminado el tratamiento, -se observd



TABLA 29. PORCENTAJE DE CELULAS ABERRANTES EN LINFOCITOS HUMANOS ANTES Y DESPUES

DEL TRATAMIENTO DE NICLOSAMIDA

ANTES DE TRATAMIENTO

DESPUES DEL TRATAMIENTO -

% 3
Metafases Celulas Metafases Células
Paciente . .

Evaluadas Aberrantes Romp. Ra P Evaluadas Aberrantes Romp  Ra
R.R.G. 100 11 13 1 0 53 15 7 é
R.M.S.L. 100 3 3 0 0 100 11° 12
J.H.C. 100 2 3 0 0 100 gs
L.A. 100 5 5 0 0 100 10°

. 100 2 1L 1 0 100 3

‘M.T.S.L.

* VER CUADRO DE SIGNOS Y ABREVIATURAS.
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CABLA 30.
i

cacicente

Lt

FI:{ECUL‘NCIA DE I.C.H. EN LINFOCITOS HUMANOS ANTES

Y DESPUES DE TRATAMIENTO CON NICLOGAMIDA

Antes de Tratamiecnto Degpuds de tratamiento

e

|
R.R.G.
w.M.S.L.

~.H.C.

X ICH/Metafase Rango X 1CM/Metafase Rango
6.0 + 4.6 1-12 5.8 & 2.6 2-12
6.3 + 4.8 1-15 4.5 + 5.3 0-8
3.4 + 5.1 1-10 4.4 + 2.3 2-8
5.7 + 4.1 2-11 5~-1 + 3.0 2-12
N.S.M. 5.0 + 3.4 1-14

ey

Pden

*VER CUADRO SIGHOS Y ABREVIATURAS.
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un.auméento significativo en las células aberrantes que
fluctub entre 2 a 4 veces los valores antes del trata-

miento.

No se observd un aumento en los otros 2 pacientes (R.R.

Gy M.T.S.C.).

Los valore§§e I.C.H. antes del tratamieﬁio estan dentro
de el rango de los controles (tabla 17 y 18), no obser-
v&ndose un incremento én sus valores después del trata-
miento (tabla Q?).

Ere (,7[3 s Geato foxicos M )

Ketoconazol.

Los linfocitos de 2 donadores expuestos "in vitro" a Ke
toconazol =n diferentes ocasiones mostraron que dosis

4

de 2%X10 "M (.100 mg/ml) inhiben totalmente la proliférg

cidn de los linfocitos, dosis de 6.0X10—6M (.003 mg/ml)

muestran la acumulacidn significativa de c&lulas en pri
mera divisién. Llama la atencién la produccién de abe-
rraciones-cromosémicas tan solo en uno de los donadofes.
Se detecta una clastogenicidad altamente significativa

de la droga desde dosis de G.OXIO—SM (.003 mg/ml) gque

6 34

se incrementa con 12X10° °M (.006 mg/ml), sin embargo man

tiene mds o menos estable con las dosis sucesivas (tabla



EFFECTOS GRROTOXICOR DRI, XPT0COUPZ0L FEN LINFOCITOS

CULTIVOS DR 48 lLORAS

HUAANOS MXPUTSTOS EN

SCRLULAS 3 I.C.IU./MDTAFASE PROLITFFERACION
- ZELRRANTES ¥ p.s. CELULAR B
DONADOR 5.0. p.o.
H
TRATAIIENTO E.O. P.O.Y .0. P.O.W. la 2a 3a R la 2a 3a IR
Ho(x10~%) myg/mL It
0 0 9 2 4.7%2.2  4,1f1.92 24 74 2 1.78 54 44 2 i.4¢
.06 .003 20° - 6.3%2.6 — 535 47 0 1.41
12 .006 36° 4 4.5t2.2 5.0%t2.1 559 45 0 1.45 51 49 - 11.54
.25 .012 265 3 6.7t2.64 5.3%2.36 56 44 0 1.44 56 4L - 1.38
.52 25 30° - 6.7k2.5  7.8%t2.4 e4® 16 0% 1.16 63 37 -  1.31
S 5 3 s
1,04 050 268 P L _ 100 - 1.0 160 -~ - 1.0
2.08 .100 - NS, — N.S. M. - - 50 1 -8

VER CUADRO DI SIGNOS Y MALREVIATURAS




31{. En ninguno'de los donadores se detecta induccibn

de I.C.H.

El Dimetilsul foxido (RHME0) i fue el ﬁolv.hte utiliza
do para diluir la niclosamida y el Ketoconazol, por lo
que tambifn se evalud su efecto genotéxico, para ello

se hiciexon cultivos de linfocitos de diferentes dena-
dores a los que se les adiciond diferentes cantidades

de DMSO. Fn la tabla 32 se observa que en 2 de los ca
sos hay una induccidn de aberraciones en relacibn a la
dosis que no muestra significancia estadistica excepto
en la dosis de 0.5% en un donador, (M.A.U.)! llama la

atencidn que dosis superiores no muestran efecteos clas
togénicos aunque si ejercen efectos‘citotéxicos lo que
se pone en evidenciay al disminuir el ntmero de cé&lu-

las en 2a. divisién y acumularse el nfimero de primeras
{dosis de 1-1.6%). Dosis de 1.0% inhiben en-un . 50% 1la

-proliferacién celular (tabla 33).

En 2 de los casos se detecta un ligexo efecto inductor
de I.C.H., adem8s de una relacibn dosis-respuesta, s6-
lo la dosis de 1.6% en uno de los donadores mostr8 sig

nificancia estadistica.



TR V- DISCUSION

Aspectos lMetodolGgicoes

El andlisis citogenético de linfocitos humanos cons-
tituye uno de los sistemas recomendados por los grupos de

expertos internacionales para la identificacidn de los efec
3 ; =4

tos genotdxicos de agentes guimicos. «

La gran ventaja de este sistema en la evaluacidén de
los efectos genotéxicos de medicamentos radica en que los
cstudios pueden llevarse a cabo in vitro, evaluando la rela
cibn dosis—reépuesta del medicamento, asi como in vivo an-
tes y después del tratamicento. El sistema también pexrmite
evaluar ios efectos genotdxicos tras la administracidn agu_
da, subéguda 0 crbnica del medicamento.

La primera fase del presente trabajo consistid en la
obtencidn de los valores basales de aberraciones cromosdmi-
cas (A.C.), intercambio de cromdtidas hermanas (I.C.H.) y
c%nética de proliferacidn en individuos sanos (véase mate-
rial y método). El alto costo del suero fetal Qe ternera -
(gque normalmente se adiciona a los cultivos) y la necesidad

de importar suero libre de miqﬁoplasmas, aunado al hecho de



que en huestra expericncia y en la de otros autores (1)
la no adici6n del mismo no altera mé%'que ligeramente el in
dice mitdtico, nos 1llevd a prescindir de su uso y a adicio-
nar a los cultivos rxclusivamente la poeguciia cantidad del

suero autdlogo presente en la muestra de sangre que se -~

siehbra (0.3 ml de sangre en 5 ml de medio).

Cabe mencionar que existen reportes de gque el suero
es un factor gue influye en los valores basales de anoma
lias gue se encuentran en los cultivos de linfocitos y por
lo general se reportan un ntmero mayor de anomalias espontd
neas en cultivos con suero heterélogo con respecto a aqué-
1los en los que se usd suero aut6logo (5§12, Nuestros cul
tivos controles muestran un promedio de frecuencia basal de
aberraciones de 2.79, valor menor a los referidos en otros
estudios (211%) . Cabe sehalar que las brechas no se inclu-
yeron en nuestras evaluaciones. En cuanto a los valoraes de
I.C.H. también nuestro promedio (5.57) es menor al reporta-

n
do por otros autoresLJQPudiera considerarse gue cstas dife-
rencias se deben al suero,. sin embargo, no se hicieron los
experimentos comparativos que pudieran confirmar o rechazar

esta hipStesis. '

Se desconoce la influencia del suero en la mutageni-




fcidad*iﬁdﬁéida, sin embargo, existen evidencias de gue en -
:presencia de suero la degradacib6n de proteinas producto de

la exposicidén de células a medio exento de aminodcidos de -
fosfato o de glucosa, es mucho mayor ( 1.5 y desde lvego, es
importante considerar que algunos medicamenios puedan unirse

a las proteinas del suero tanto

in vivo como in vitro, lo que

disminuye las dosis del medicamento gue llega a las células.
" .

La ausencia de suero puede representar una ventaja cuando 1o

que se desea evaluar es cl efecto de la dosis real de la subs

tancia.

La cinética de preliferacién celular promedio en culti
vos de 48 y 72 horas en nuestras condiciones en ausencia de
suero, fue similar a la reportada por otros autores (145 ), -
gue utilizan condiciones de cultivo semejantes a las nuestras
y que en un estudio exprofeso sefialan que la cinética del ci-
clo celular no es alterada por la ausencia de suero. 8Sin - -
embargo, estudios recientes sefalan gue en ausenciaide suero
Y antibiéticos el ciclo celular es mas répido (7:: ). No en-
contramos datos de la interaccifn que pudiera existir entre
el suero y las substancias genotbxicas y sus efectos sobre la

cinética de la proliferacidn celular.

Ahora bien, una de las desventajas de la valoracidn de




substdncias cn el cultivo de 1infocitosviglv1trqfes que si -
bien existen algunas amilasas y esteérasas, el sistema carcce
de la mayoria de las enzimas que llevan a cabo la biotrans-

formacidén de substancias en el organismo.ﬁ:*~;ij

Ya que algunas drogachvaluadas previamentc en bacte-
rias mostraron ser activas s6lo en presencia de sistemas de
°
transformacién metabdlica, se integrd al estudio y estandari
z6 el uso de la fraccién microsomal "S9" obtenida de higado
de rata y gue es ampliamente utilizada en la pfueba de Ames,(;j

pero gque ha sido poco utilizada en el cultivo de linfocitos.

Para valorar el uso de la mezcla "S9" en el cultivo de
linfocitos se utilizd la ciclofosfamida, ya que es un medica-
mento cuya genotoxicidad deriva de la actividad de los metabo
litos que se forman en presencia de enzimas hepdticas. ILos
datos obtenidos mostraron gue los cfectos de la ciclofesfami-
‘da en presencia de la fraccidn microsomal en el cultivo de lin
focitos son reproducibles en difercntes individuos y cxperimen

tos,a lo largo del tiempo (éﬁ?).

Efectos Genotdxicos de Drogas Antiparasitarias. .
. - L

Se evaluaron 4 drogas: dos amébicidas {dehidroemetina




Yy difosfat6 de cloréquina), 1n{ antihelmintico (niclosamida)
Y un antimicético (é@toconazol).

Los dos amébicidas mostraron ser clastogGnicos "per
se" sin necesidad de biotransformacidn, ninguno de los dos
indujo I.C.H. y ambos alteraron la proliferacidn celular.

& .
Experimentos previos realizados en nuestro laborato-

rio usando los sistemas de.pruchba de Salmonella typhimurium

Uvr~ (sistema de Ames), Salmonella typhimurium U9r+, el sis

tema de genoletalidad Pol A+/Pbl A" de Escherichia coli y

+ — . . . .
el ensayo rec /rec de Bacillus subtilis mostraron que tan-

to la cloroguina como la dehidroemetina son inductores de
mutaciones de corrimiento, pero la primera s6lo en el ensa-
yo de fluctuacidn (modificacién del sistema de Ames) y la
segundé, s8lo en presencia de la fracciﬁn‘microsqmai "S9"A5§)
En el ensayo con la cepa de Salmonella poscedora del siste-
maﬁde_reparacién por escicidn uvet el efecto de lé cmetina

Y élbfoquina disminuy® considerablemente, lo que indica gque
las lesiones producidas por ellas en el ADN son reparadas -

(5.

En B. subtilis,(recm/rec+) ambos medicamentos no mos

traron actividad mientras que en E. coli (Pol A" /Pol A+} -
, : -

ambas drogas fueron genotdxicas aun en ausencia de la frac-



|

cibn mickésomaﬂlﬁal igual ‘gue en el cultivo dée linfocitos en

%

el que las dos drogas fuéron.clastoéénicas (tabla 33).

T.a actividad positiva de la dehidroemetina ¢n el sis-
tema de Ames sdlo en presencia de "S9" es contrastante con
la actividad positiva de la droga por si sola cn los linfoci
tos y en E. coli. ©No sabemos a qué se deban estas diferen-
cias, pero podria ser que el ensayo de suspension facilita la
interaccibn de la droga con la c&lula, puesto gue el cultivo
de linfocitos y la prucba de E. coli se realizan en suspen-
sidén no asi el ensayo habitual de S. typhimurium que se lle-
va a cabo en medio semisbdlido. Esto implicaria, sin embargo,
que el metabolito de la droga generado en el sistema de S. -
typhimurium fuera o més activo que el medicamento original,
o mids difusible. Lo primero se descarta si se considera que
en E. coli ia adicién del sistema de transformacién metabdli
ca no incrementé la genoletalidad del compueéto; aungue &sto,
como se verd m&8s adelante, puede tener diversas explicacio-
nes. También podria considerarse la posibilidad de un meca-
nismo de accién especifico y de hecho la dehidroemetina es -
capaz de inhibir la sintesis de prote?nas*taé sdlo en célu—
las de eucariontes y no en procariontes, lo que pérmitirﬁa
especular sobre los efectos en linfocitos mas no en E. coli.

Por otro lado, habria que considerar que los tres sistemas de




B U A

[ ——

f TABLA 34. EVALUACION GENOTOXICA DEL DIFOSFATO DE CLOROQUINA ¥ LA DEHIDROEMETINA.

i
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AN ! !
i SISTEMA DE PRUEBA DROGAS ANTIAMIBIANAS CLOROQUINA DEHIDROEMETiN&
B it t

i

' . S. TYPHIMURIUM

(PRUEBA DE AMES) + + *a i

PRUEBAS BACTERIABAS B. §UBTILI§
REC / REC

P E. COLI .
f POL A~ / POL A + +

Lo ABERRACIONES
1 CROMOSOMICAS +

’ ) LINFOCITOS HUMANOS I.C.H. -
1 EXPOSICION "IN VITRO" :

] ’ . .
’ ALTERACIONES EN LA CINETICA
: DE LA PROLIFERACION CELULAR . +

* SOLO EN PRESENCIA DE "S9",




pﬁueba miden efoctoé distiqtos:y qué.a pesar. de gue hay da
tos de qgue las mutaciones génicas correlacionan con I.C.H.
&Y ) y con aberraciones cromosémicas (/%Y ), se han encon
trado muchas excepciones, es decir, agentes gue producen s8
1o uno de los tres efectos (/3 ). A pesar de las discre-
pancias en los resultados, la genotoxicidad del medicamento
en cualquiera de las tres pruebas indica su riesgo potencial.
. Ll

La cloroguina es un agente intcrcalante y la dehidroe
metina, como produce mutaciones de.corrimiento; puede pensar
se gue tambi&n es un agente intercalante. Se ha plaﬁteado -
el que este tipo de agentes son productores de I.C.H., sin -
embargo ni la cloroquina ni la dehidroemetina produjeron - -
I.C.H. en nuesilras eQaluaciones y tampoco mostraron actlivi-
dad en el ensayo rec+/rec— de‘g. subtilis. Arumir y Meza -
{ /Qm) han planteado que si ambos f8rmacos son genétéxicos

en E. coli mas no en B. subtilis podria pensarse, por las ca

-racteristicas de los sistemas de prueba, gue en el dano pro-

ducido estd8 involucrada la polimerasa "I1" mas. 'no la repara-
cidn por recombinacién. Este hecho nos llam§ lé atencibn en
vista Qe gque ambas substancias no son inaucﬁoraé'de I.C.H. 1lo
gue pudiera apoyar.el que la producciﬁn de inte#cambiﬁs no es
una manifestacién de los sistemas de reparacién'por recombina

cién como ha sido propuesto (/5;”. Cabe sefalar QUe'la fal-



ta de genoletalidad en el ensayo “rec" pudiera deberse - -
sinmplemente a que la droga no penetra en el bacilo y a que

Gste, a difcrcencia de S. typhimurium, no ticne altcraciones
en la pared celular que faciliten el paso de los compucestos;
algo similar ocurre sin cmbargo en E. coli cuya pared no es

I
4 n A
ta alterada y sin embargo la droga sg¢ penetra.

La inhibicién de la proliferacién cezular por la de-
hidroemetina era de esperarse, ya que inhibe la unibn del
ARN de transferencia (tARN-aa) ( 70 ). Su efecto inhibidor
de la proliferacidn es superior a su efecto&g}astqgéniéa ya

-11

que concentraciones de 1.1x10 M fueron suficientes para in

hibir el 50% de la proliferacidn celular mientras que la do-

—-11M

sis menor inductora de aberraciones fue de 2.2X10
La cloroquina es menos citotdxica gque la dehidroemeti
na; se re@uirié una dosis de 1.2X10_7M para inhibir el 50%
de la proliferacidn y es m&s clastogénica que citoitbxica ya
que 1.7X10—8M fue la concentracidén minima inductora de abe-
rraciones. Existen pocos conocimientos acerca de la farmaco
cinética de la dehidroemetina, sin embargo, es reconocida'su
amplia toxicidad y su lenta excrecidn in vivo. Este mismo

hecho hace que posiblemente su capacidad genotbxica in vivo

sea poco significativa, ya que si la c&lula deja de dividirse



no podra transmitir las alteradidncsléﬁ elgéDN’que la droga

pueda preoducir ( 557).

De la clornguina se conoce ampliamente su metabolis—
mo y existen dates de gue en las dosis recomendadas se lo-
gra una concentracién plasmitica de y125 yug/ml ( /7Y, una
dosis equivalente a ésta no mostré ser clastogénica en nues

»
tros estudios in vitro. Sin embargo, dosis superiores si
lo fueron; estos datos aunados al hecho de que es .citotdxi-
ca y mds clastogénica que citotdxica nos lleva a considerar

gue la cloroguina deberia ser evaluada mis extemsamente.

Al revisar la literatura nos encontramos con que — —
ciertas alteraciones producidas por la cloroquina durante
terapias prolongadas semejan algunas alteracioneé que pre-
senta el Sindrome de Waardenburg, como son, los disturbios -
pigmentarios en el pelo y los ojos (f?;’{; asi como la sor-
dera coclear ( - . ). Tambidn se ha descrito que el Sindro-
me de Chediak Higashi tiene alteraciones similares a las de
la terapia prolongada con cloroguina ( /5'). Cabe sehalar
que ambos s;ndromes son hereditarios por 1o que seria inte
resante evaluar si no existen antecedentes de tratamientos
de cloroquina en los ancestros de los paciéntes‘qué sufren -

de los sindromes descritos o si existe alglin gen en comGn




e lterado- en los casos descritos.

La evaluacibn de la actividad genotéxica de la niclo
la respucsta a la droga no fue homogénea: 2la niclosamida
indujo aberraciones cromosdmicas en ciertos individuos mien
tras que otros fueron insensibles a su efecto; si bien, pe-

[-J

quefias diferencias pueden explicarse como producto del méto
do o de. las substancias que se utilizan en el cultivo de cé |
lulas tj><:z. Dado lo cual para la evaluacibn de los efec-
tos comparativos de la niclosamida en 3 de los donadores -
(M.D., P.D. ¥y R.G.) se utilizd el mismo método y lote de --
substancias, ademis de gue los experimentos se realizaron
en paralelo. Los resultados obtenidos, aunados a la varia-
bilidad en la respuesta obtenida con otras de las drogas es
tudiadas;ﬁos llevé a pensar en la influencia de la suscepti
bilidad individual a los efectos mutagénicos de agentes qui

micos. '

Otros autores han reportado diferencias en la respues
ta gghotﬁxica individual a substancias guimicas (I?if) o han
‘realizado estudios para determinar la sensibilidad individual
a los agentes gue dafan el ADN Mgbt)ﬂgiég ha seﬁélado adé-

mids que los individuos propensos a sufrir dafio cromosbmico -~



tieneén un riesgo elevado de Cancer ( 4} ) consider&ndose que
1a existencia de estos individuos en’'un grupo dado de suje-

‘tos indica un riesgo mayor de céAncer en esa poblacién como

s
un todo.VFQ\

También ha sido propuesto que la determinacidn de la

sensiﬁilidad individual a los agentes:éitostéticos podria -
.
ser de gran utilidad en la seleccién de los tratamientos nds
apropiados para el céncer, ya que los individuos gue muestran
resistencia a un determinado agente probablemeﬁte recibirin
menos beneficio de la terapia con dicho agente ( VQ\).‘f
Lo mencionado ilustra el interés que existe en el uso
de las pruebas citogenéticas para identificar a los 'indivi-
duos susceptibles a la éccién genotéxica de los agentes qui-

micos en el ambiente.

Una investigacidén mas a fondo de la susceptibilidad
individual podrad permitir la identificacidn de los mecanis-—
mos responsables de estos efectos y en.los que sin duda jue-
gan un papel importante la farmacocinétiba de los coméuestos
quimicos y la capacidad de reparacidn de? ADN de los indivi-

i

duos expuestos a ellos.’

Estudios recientes gue evalfian la reparacidn del ADN,



a £¥avés de medir la sintesis no programada del ADN (S.N.P)
en linfocitos humanos cxpucstos a N~§cctoxi—2—acetilamino—
fluoreno (3H-NA-AAF) han puesto en cvidencia gue existen di
ferencias individuales cn la inducibilidad de S.NW.P. y que
ésta depende de la cantidad de MA-AAF gue sc une al ADN. -
También el mismo grupo ha wmostrado que en cicrtos pacicntes
con céncer la inducciﬁn de S.N.P. es menor gue en céntroles,
sin embargo, la diferencia obsexrvada no se debe a que sec -
unan al ADN menos mol&culas de NA-AAF, lo que sugiere una
.disminucién en la reparacidn. Estudios con an8logos del --
NA-AAF mostraron que existe un alto grado de especificidad
lo que implica la existencia de receptores especificos para

la molécula(fﬁé)

af,
P Y
Ve rmeTln soplieay

Estas diferencias posiblemente: ofrezcan--explicacifn

larid
/
-al por qué de,l5 personas gue se exponen al asbesto sdlo -

una muere de mesotelioma o e¥ por qué 8 de 10 individuos que
. 9 . o
fuman exce51vamenteino mueren de c&ncer pulmonar (/%%).
1
El ketoconazol disuelto en DMSO en los estudios in
vitro mostrd ser clastogénico en una muestra de linfocitos
T 7ve . . .
(E.0.) mas no en otra (P.0.), y ser citot6xico y . no inductor

e -
de I.C.Hé)las células de ambos individuos. Dosis de 0.5X10 4M

mostraron ser inhibitorias de aproximadamente el 50% de la -



proliferdcion de los linfocitos, mientras que 6.2x10" %M fue
la concentracifn menor gue indujo un incremento significati
vo de aberraciones croemostGmicas y al igual que la clorogui-

fuc més clastognica que citotbxica.
na,

Llama la atencidn el gue después de alcanzarse un -

miximo de aberraciones con 1.2%1073

M dosis qés elevadas de
la droga cohtinuafan produciendo el mismo cfecto. Este ti-
po de comportamiento se observa cuando se presenta un proce
so limitante como es solubilidad de la droga o restriccio-
nes-en la permeabilidad. Tambi&n podria pensarse en satura
cibn de receptores especificos.
4
-~ El1 Ketoconazol en ninguna de las concentraciones eva
luadas indujo intercambios de cromitidas, tampoco produjo
mutaciones génicas en el sistema de Ames con y sin activa-
cibn metab@lica, aumentando asivla lista de substanciasvca—
paces de inducir aberracjiones mas no intercambios, ni tampo
(@ ABN -
co mutaciones g€nicas ﬂtabla‘~ﬂf Buscando una explicacidn
nos enfocamos en el mecanismo de accidn de la droga.
]
Una de las Qﬁas que se hah propuesto ﬁor la cual 1las
Célulascfyhgéles sean destruidas;por el‘Ketoconazol; es a

través de la acumulacibn intracelular de per6xido de hidrd



geno“entconcentraciones téxicas; gue-es consecuencia del in
cremento de la oxidasa dependiente 'dé NADH-en la vacuola -
central y en las mitocondriasy asi como de la inhibicidn de

peroxidasas y catalasas (}Qﬁ\).

Este exceso de perbHxido de hidrdgeno pedria ser - -
también el causante de las aberraciones cromos®micas obser-~

»
vadas en los linfocitos ya gue se ha reportado gue el H

292
es capaz de alterar y liberar las bascs del ADN y de romper
la cadena, reaccioh;ndo con las pirimidinas causando el que
se abra el doble enlace 5,6 dando origen a hidroperoxipiri-
midinas. Las pirimidinas alteradas no son capaces de formar
puentes'de hidrfgeno normales con ninguna base complenenta-—
ria, ya que la abertura de la doble cadena destruye la pla-—
naridad del anillove imposibiliﬁa el tener 2 uniones de hi-
drBgeno en un plano ademds de gue la pirimidina alterada se
sigue descomponiendo. Estas alteraciones en las bases inac
tivan el ADN, mas no in@gcgn mﬁtaciones puntuales. E1 H202
también rompe la unién N}C‘entre la base y la desoxirribosa,
dando origen al &cido desoxirribpnico que es inestable y -

rompe la cadena de ADN por una reunién de B eliminacidn con

el grupo 5-fosfato (54 ).

El perbtxido de hidrbgeno inactiva.répidamente el ADN



transformante, asi como a fagos, mas no produce pricticamen
-

. s,
te mutaciones puntnales. Se ha reportado asfmismo gue las

bacterias deficicentes en catalasas son inactivadns cdpida-

mente por el H,0, y la ocurrencia de rompimicentos cromatidi

cos cn cultivos de c@&lulas de Hamster {CHO) gue tienen can-

tidades reducidas de catalasas (&0} ).

o

En linfocitos humanos no se ha observado la inducién

de aberraciones por H,0,, posiblemente porgue el linfocito™

posee niveles elevados de catalasas y peroxidasas que nor-

malmente inactivan el H202 que se produce en la célula (2¢)).

Sin embargo, existe evidencia indirecta ya que en el caso de

ciertas enfermedades autoinmunes, como el lupus eritematoso y
224

esclerosis sistémica progresiva,en-las—qgue—en=st suero se en

cuentra factor clastogénicoﬁ(;apaz de producir aberraciones>

A>que en el cultivo de linfocitos puede ser antagonizado por

{19
Qe
la adicibn de superbxido desmutasay’ esta enzima forma parte

de lo que se considera el equipo defensivo contra leos efec-

tos t6xicos de radicales libres como 02 y H,0, { §G ).
!

f;os datos descritos nos llevan a postular gue las abe-

. . Py ; 0 .
rraciones cromosdmicas producidas por el Ketaconazol son pro-

ducto de un mecanismo similar al que afecta a las cé&lulas fun

gales.




“i* En-base a este mismo mecanismo’ puedé’ explicarse el que

el Ketoconazol no produzca mutaciones puntuales ya que como
S Aot . -
mencionamos, el H,0, no induce mutaciones puntuales- (54 ).

‘s ~ - . . : .
En-vista d¢ la rclacién cntre mutagénesis y carcinogé-

// e - -7 a e : - -
nesisfégbé'senalar'hue el H,0, ha sido .involucrado como un -
- I
ag nté’causa} én.el cancerZ{—=:y-

En un estudio piloto, en el gue evaluamos los efectos
genotdxicos del,;&toconazol en 2 pacientcsg (madre de 44 anos
e hijo de 10 anos de cedad a los gue se administré 200 y 100
hg} de Ketoconazol diariamente durante 16 y 7 meses respecti-
vamente para combatir una micosis en las ufias provocada por

Tricophyton rubrum y en el que se tomaron muestras de sangre

de ambos pacientes antes -fcontrol}y ,durante y una vez finali-
zada la terapia éncontramos que el ﬁetoconazol predujo un 1li
gero incremento en el porcentaje dé aberracionqu QUe no mos-—
tré significancia estadistica, ﬁo indujo I.C.H. ni tampoco al

ter6 la cinética de proliferacidn de los linfocitos ([./ ).

La diferencia de efectos in vitro e in vivo de las dos

drogas que evaluamos en ambas'condicionesg (Ketoconazol y Ni-
closamida) nos llamé la atencién. Estas diferencias han sido

- o ,(é%*l,ios‘,aaf ;
reportadas previamente para varlas substancias ( ) “y pue-



T . s . . .. X
den tener diversas explicaciones como las que se refieren a

continuacidn.

1. La concentracibén que alcanza la droga cn la sangre es -
menor a la utilizada en los cultivos in vitro. En pacientes
tratados con 200 mg de Ketoconazol los niveles miximos que
194
alcanza la droga en el suero son de 1.54 - 3.12 mg/ml ( //)_
»
Dado que uno de nucstros pacientes fue tratado con 200 mg y
el otro con 100 mg, es de esperarse que los niveles séricos
de la droga hayan sido similares a los mencionados en el tra
N ; - . &
bajo citado, o adh menores ya que tomaban su dosis de Ketoco
nazol con jugo de naranja y se sabe gue la vitamina C puede
2 e

antagonizar al Ketoconazol. Cabe sefialar que las drogas in
vivo pudieron unirse al suero, mientras que in vitro no, -~
puesto gue no se adicionf a los cultivos. La dosis minima

que evaluamos in vitro fue 3 mg/ml y encontramos con ella un

incremento apreciable de aberraciones cromosdmicas.

2. En los pacientes se lleva a cabo la detoxificacién meta-
b§lica del medicamento lo cual no ocurre en los cultivos de
linfocitos expuestos in vitro a Ketoconazol, lo cual es poco
probable ya que los datos que existen no indican qﬁe el Keto
conazol sea metabolizado in vivo (/32-). Adem&s se ha repor

tado que dosis de hasta 160 mg/kg (dosis tbxica para ratas)




no sqn‘éapaces de inducir laS'ehiimas’micrdsqmales y mas aGn
que dosis de 58.8 mg/kg (20 veces ‘la'dosis terapéutica) son

o) - - o
capaces de inhibir dichas enzimas.” A su vez, los estudios -

!
-

en el sistema de Ames mucstran gue la actividad de Ketocona-
zol no cs alterada al adicionar a los cultivos la fraccién
microsomal "S$9". Por lo tanto, la actividad genotdxica del
4

Ketocenazol no parece depender de su transformacidn metabdli
»

ca in vivo o in vitro.
7L
En cuanto a la Niclosamida carccemos de los datos de
su farmacocinética por 1o que no podemos analizar estos as-
pectos, sin embargo, otros factores que dependen del sistema

de prueba pueden analizarse para las dos drogas mencionadas.

3. La fase del ciclo en el gue se encuentra el linfocito al
ser tratado. En el caso de las substancias genotéxicas "S8"
dependientes, se requiexe cémo se mencioné en la introduccitn,
que el linfocito se divida para que se fije el danho, si el lip
focito no se divide el dafio puede ser reparado o no hacerse ma
nifiestoqf;kn condiciones normales in vivo el linfocito no se
est& dividiendo por lo que las aberraciones s6lo se manifesta
rén al ser estimulado el linfocito a dividirse durante el cul
- 1

tivo in vitro, teniendo atin suficiente tiempo para reparar -
cualguier dafio que pudo haber sido producido in vivo. fa que

7
tanto la MNiclosamida como el Ketoconazol produjeron fundamen-—

.



it : .
talmente rompimientos cromatidicos es probable gue funcionen
como drogas "S" dependientes y pudicra ser ¢sta la causa del

menor efcecto "in vivo".

4. Kl solvente para ambas drogas fue el dimetilsulféxido -
(DMSO) el cual podria facilitar la entrada de los medicamen-

tos a los linfocitos expuestos in vitro o potenciar su accién('»
»

Se conoce que el DMSO aumenta la permeabilidad celular
(90%), ademds se ha £;;0¥tado que la mutagenicidad en el sis
tema de Ames de ciertos agentes como el 2-aminoantraceno (,O)
y lé'tricloroacetona (/Y45 ) es mayor cuando se disuelven en -
DMSO que en acetona, mientras que las soluciones de tetra-o-
pentacloroacetonas en DMSO o en acetona tienen efectos simila

P e N
res y la hexacloroacetona es mutagénica disuleta en DMSO mas

no lo es cuando esti disuelta en acetona (/Qj).

En nuestra experiencia ei DMSO solo, en las concentra-
ciones en las gque se us§ en la evaluaciodn del/ﬁétoconazol y
‘la ﬁiclosamida (.2%), no produjo aberraciones cromos§micas ni
I.C.H., y tampoco alter6 la cinética de proliferacién. Sin
embargo, concentraciones superiores de DMSO (.5% - 1.0%) si
son ligeramente clastogénicas, inductoras de I.C.H. e inhibi-

doras de la proliferacidn. Estés datos plantean la pOSibi1i4



dad dgiunfeﬁecto sinergistiéo entre las drogas y el DMSO, -
Sin embargo, no descartan el gue la presencia de DMSO contri
buya a incrementar su paso a través de la membrana del linfo
/

cito. En el caso del XKetocomazol la saturacidn del efecto
pudiera deberse a gue independientemente de la concentracidn,
la permeacidn por el DMSO de la membrana tenga un limite y
tan solo permite la entrada hasta una concentracidn dada por
arriba de la cual ya no ingrcsa mas droga'abla célula.

-~

Interpretacidn _de los Resultados y su Significado en la Eva-

vacién de Piesgo.

fLos resultados obtenidos en las pruebaé a fcorto pla-
zo" entre las que se incluye al cultivo de linfocitos, contri
buyen a detectar dos tipos de riesgos: el de la ocurrencia
de un céncer”o de alteraciones congénitas come consecuencia
de dafio genético inducido, ya sea en las células scméticas o
en los gametogii Las pruebas a "corto plazo" sirven para me-
dir indirectamente los 2 tipos de dafo, pero es muy importan-—
te estar coééientes de que no existe una prueba infalible que
bor si sola perﬁita deterwinar los distintos tipos de altera-
ciones genéticas tanto en células somdticas como germinales.
Por lo gue los grupos de éxpertos han recomendado el uso de

una bateria de pruebas que incluya diferentes tipos de dafio en

-distingas clases de cé&lulas. Es importante hacer hincapié -



aden&sy en que los datos obtenidos en sistemas in vitro, afin
el cultivo de linfocitos con activacif6n metab6lica, pueden -
ser completamente distintos a los gue se obtienen en un orga

nismo tan complejo como el hombre.

Un resultado positivo en cualguier sistema es tan solo
una llamada de alerta qgue indica gque la substancia puede re-
L
presentar un riesgo, pero requiere de un conocimiento integral

de sus efectos.

[A pesar de ser linfocitos humanos la extrapolacién de
los datos que se obtienen in vitro a la situaci6n in vivo de-
be manejarse con mucho cuidado ya que tnicamente sirven como
guia del posible efecto in vivo del mutédgeno sospechoso. Estu
dios comparatiQos han mostrado que Jla actividad mutagé&nica es
mayor in vitro que in vivo, es decir, 1 pg/ml es mids efectivo
in vitro que 1 mg/Kg in vivo (j% ). TLas razones de este fe

némeno son muy variadas, entre ellas las mds obvias son la -

.farmacocinética del compuesto, su accesibilidad al tejido que

se estd& estudiando y su reactividad con las protefnas del or-

ganismo fundamentalmente las proteinas séricagéizﬁ?ulﬁa

gﬁn el cultivo el linfocito estd expuesto directamente .

a la substancia mientras que en el organismo ésta tiene que




pasaﬁ,g;tfavés de una multifud de mécanismos de prbteééiénlﬂ

Una droga puede ser mutagénica para los linfocitos que
se encuentran flotando en una solucidn gue contiene la misma,
sin embargo, si esta misma droga no se absogﬁc en el intesti-
no y es eliminada directamente, no representard un rinsgd; o
en todo caso nada mas lo constituird para las células del - -
tracto intestinai; Este es el caso delgbircinio, qué resultd
ser mutagénico en el sistema de Ames ( &% ). Sin embaréo,'no
mostr6 mutagenicidad en un estudio realizado por Hernandez y
Mutchinick ( @f) en 5 pacientes antes y después del tratamien
tdjﬁ La cafeina es un caso interecsante ya gue ha mostrado ser
mutagénica en todos los sisiemas en los que se ha ‘estudiado y
adicionada in vitro a cultivos de linfocitos humanos muestra
unajalta capacidad clastogénica (23%), observdndose que dc-
sis minimas de 250 ug/ml son inductoras de aberraciones. In
vivo, sin embargo, en voluntarios qgue ingirieron 800 mg dia-
rios de la droga durante 1 mes, no se encontraron aberraciones
en los linfocitos y la mayor concentracidén de cafeina encontra
da en su sangre fue de 30 ug/migg'La cafeina es rdpidamente me
tabolizada y eliminada'pof la orina;{por 1o tanto; a menos que
haya una diferencia en los procesos farmacocinéticos, a cafel

B i

; . .
na no llegard a las concentraciones capaces de producir aberra

!
. H R
clones. AJ'J ;)



;ot}o ejemplo clisico es la Ciclofosfamida; estudios

in vitro en ausencia de un sistema de transformacibn mecta-

N
EANEASIL)
bdlica, no mostraron actividad mutagénica ( ¢ ), sin - -

geno e inductor de I.C.H. potente (/3,/:7), lo gue sucede es
que son los metabolitos producidos por la accidn de l1as en
1 . P 1 ) ¢ el
zimas hep&ticas los genotdxicos y no la droga "per se'ﬂklﬁma
»

La ciclofosfamida in vitro pucde ser metabolizada por la -

fraccibn S9 razé6n por la cual la usamos como control posi-

tivo.(§q~>

La unién de los f&rmacos a las proteinas sé&ricas in
terfiere en la determinacién de dosis reales mutagénicas de
un medicamento y tambi&n en sus efectos. Se sabe por -° -
ejemplo, gue 50% de la cloroguina que se administra, se une
a la albGmina y adem8s también a ciertos tejidos en donde
puede guedarse hasta més de 5 afios (/*? ) lo qgue incide en
el riesgo que representan los efectos indeseables del medi-
camento. | El hecho de gque una droga sea muy .citotdxica per-
mite ‘inferir gue probablemente no sea mutagénica ya que al
inhibir la divisidén de las c&lulas no transmitird las dlte-
raciones producidas.! Este es el caso de la dehidrocmetina,
sin embargo, cabe sefialar que una droga muy citotéxica pue-—
de indirectamente causar la promocién de cé&lulas transforma

das como resultado de un mecanismo de compensacidn en el ' -




s

quegla muerte de unas células puede cstimular la divisién de
' - e
otras, portadoras ' mutaciones previas producidas por otros - -
]

agentes o bien originadas "esponténcamente" (&{3 ).

;Posiblemente las substancias mis pel igrosas desde el

punto de vista de riesgo genotéxico(gon las poco citotdxicas
. /,

y sin embargo, mutagénicasf(tabla é% y %5,
*

Si comparamos los efectos de la dosis genotbxica de
cada uno de los medicamentos mis prdéxima a la dosis de ciclo
fosfamida usada como control positivo en este estudio (tabla
@g;, se observa que tanto la dehidroemetina como el ﬁetocong
zol muestran una clastogenicidad similar a la de la ciclofog
famida, sin embargo, los efectos de la dehidroemetina se - -
obtuvieron a dosis 10 veces ﬁenores en comparacién con la de
ciclofosfamida y fuqfon mucho mds citotdxicas, ya gque la de-

hidroemetina inhibe la proliferacibén mientras que la ciclo-

fosfamida no la alterd.

ELl Ketoconaquicontrariamente:requirié dosis mucho ma

yores qgue la utilizada de ciclofosfamida, pero fue mis cito-

i
- téxica due la ciclofosfamida y mucho menos que la dehidroeme

tina; siendo dichas dosis equivalentes a las gue se alcanzan
en la sangre (.003 pg/ml) tras la administracién terapéutica

~
del Ketoconazol.



TARLA 34. POTENCIA CLASTOGENICA DE LOS MEDICAMENTOS EVALUADOS
EN COMPARACION CON LA POTENCIA DE UN CONTROL POSITI

voy.

Sy

!

MEDICAMENTO DOSIS No. CELULAS % DE ABERRA&IONES*.
(M x 107+ ANALTIZADAS e
Ciclofosfamida 72 ) 300 , 10.0
Dehidroemetina .86 ' 100 A 11.0
Cloroqguina 62 500 7 2.6
Niclosamida 61 400 0.6
Ketoconazol 62574.3 ‘ - 100 N 11.0 o

* Se sustrajo el valor basal del control en cada expgrimenfb.




F
TABLA 35. POTENCIA CLASTOGENICA Y CITOTOXICA DE LOS
MEDICAMENTOS EVALUADOS.

MEDICAMENTO CONCENTRACION MUTAGENICA CONCENTRACION QUE INHIBLV

MINIMA EN UN 50% LA DIVISION Ci
: (M) LULAR. -
_ = . (M)
Dehidroemetina 2.2 x 107+ ‘ ‘ 1.1 x 1073
Niclosamida 1.7 x 1078 1.8 x 1078
. -8 : -7
Cloroquina 1.2 X 10 . . 1.2 X 10
. -6 -4
Ketoconazol 6.2 X 10 1.0 X 10




La cloroquina y la niclosamida, en dosis similares a la ciclo
fosfamida, no mostrafon ser clasltogénicas lo ¢gue indicaria po
ca potencia. En cuanto a niclosamida desafortunadamente no
tenemos datos de su farmacocinética, sin cmbargo, en lo que
se reficre a cloroguina las concentraciones en la sangre des-—
pués de dosis terapéuticas pueden alcanzar niveles libres de
7425 - %250 pg/mi,/sicndo las desis clastogénicas en este es-
tudio de 6 ug/mil Cabe recordar que in Xiié el 50% de la dro
ga se une al suero, mientras gue en la evaluacidn realizada
in vitro no se utilizd suero, lo que implica gue para deter-
minar el dano real de la cloroguina es importante considerar
la presencia de suero y la poéible interaccidn con otras dro-
gas que por presentar mayor afinidad por los receptores del -
suero hacen gue se libere la cloroquina, elevdndose su concen

tracién en la sangre, s6lo en estos casos podria representar

un riesgo.

Lo mencionado nos l1lleva a considerar la influencia del
sistema de prueba en la evaluacidn de riesgos toxicoldgicos.

Consideramos gue la revisién de la litératura, aunada a
nuestra propia experiencia, sefidlan gue si bien el cultivec de

linfocitos puede ser un buen indicador de daho al ADN ocasio-

nado por agentes quimicos, presenta en la actualidad algunas



deficienqias propias del sistema, es decir, los resultados
de un estudio pueden ser influenciados por factores relacip
nados con la ecrxposicién., FEstos factores deben ser identifi
cados e incorporados en el discfo del estudio. Diversos -
autores han discutido los factores téenicos que pucden in-
fluir en los datos generados en este sistema como son: el
tiempo de cultivoi el tiempo entre la recoleccidn de la mues
tra y la siembras el lote de substanciaswn el tipo de suerop
Yy su presencia o ausencia en el cultivqf@f!@}.ﬂO)

En nuestro estudio la ausencia de sucero si bien nos
permite evaluar la dosis real de substancias, en algunos ca
sos suponemos fue causante de un bajo rendimiento en mitosis
aungue éstas fueron suficientes para el andlisis, sin embar-
go, cabe preguntarse si la disminucidn en la proliferacibn
de los linfocitos no influye .en los datos de dafno citogen&ti

co obtenidos.

'Cambios pequefios en el pH, en la osmolaridad, y en la
temperatura tambi&n influyen en la cantidad de dano que se
observa.;

i
Teniendo conocimiento de la influencia de estos facto

res, pueden incorporarse en el disefio del estudioc.y con.ello



eliminar sus cfectos.

Sin embargo, existen otros factores diffciles de eli

minar comc es el que el donador de 14 muestra haya estado

1 h .
cxpuesto ¢ virus, sin evidencia c]inica\,%lfﬂ} Factores si

nergisticos que derivan de: la forma de vida del individuo
(fumax, b:ber alcohol, comer alimentos con substancias muta
> sl

)

génic ¢ : desmut8genos, exposicidn laboral a mutégenos);(ﬁ?

, 0 ”% ,

efectos « ircanuales (J/ ):; y muy importantcmente de la sus
ceptinilidad del individuo, que va a estar dada por su capa

cidad de netabolizar las substancias y de rcparar el daho

ocasionad» al hDth

Cuilgui«r valoracidén ya sea in vitro o in vivo debe
. A— e d————e i iete | ——————

por lo tanto contar con una técnica estandarizada, con con-
troles negativos y positivos histéricos y paralelos que per
mitan valorar l1os efectos de las substancias utilizadas en
el cultivo y ¢~n el suficiente nfimero de individuos (tamafio
de 1\ stra) gue permitan in vivo descartar 1los efectos indi
vidual:s e in vitro, 1la obtencidén de curvas dosis-respues-

\
ta rep. oducibles. -
!

Un problema muy importante es la seleccién de una -

prueba para el =zndlisis estadistico apropiado de los datos-



.

gque permita detectar significancia bioldgica.

Los datos in vivo no pueden tener el mismo valor gue
los datos in vitro va gue las miltiples bacreras dicmiosul-
_ran incontablemente la dosis y los efectos. De ahi la nece
sidad de poseer suficientes herramientas para entender y es

tablecer cufindo un efecto es real. PS

La evaluacifn de efectos mutagédnicos, hoy en dia re-
gquiere establecer una relacidén entre los efectos inducidos
en linfocitos humanos in vitro y los efectos a nivel salud
en poblaciones humanas, Ya que el estudio epidemioldgico de
los efectos mutagénicos incluye individuos gue responden de
manera diferente, no se pueden lograr correlaciones claras,
por lo gue pensamos gue si se pudiera enfocar exclusivamen-
te a los individuos gue demuestren susceptibilidad citcgeng
tica en estudios prospectivos en los que se evalGe teratog@
nesis y cércinogénesis, se lograria posiblemente una mejof
idenfificacién de los agentes causales y de sus efec;os a
nivel salud. : "

Considero finalmente, que los estudios de mutagénesis
desarrocllados hasta el presente est&n muy lejos de étribuir

un riesgo preciso a las mutaciones que detectan, en t&rminos




.

de incremento en efectos biolégicos indceseables como el cén

cer o los padecimientos hereditarios en el hombre.

fés asi que, no se pucde excluir oue una oibhosbtanciax

gue no ha mostrado efectos genotdxicos ¢n los diversos sis-

temas de pruecba, constituya un peligro potencial para la sa

lud.s Como tampoco se puede atribuir un significado bioldgi
L d

co definido para el humanoy a los resultado positivos obte-

nidos en pruebas de mutagenicidad efectuadas en otros orga-

nismos,!

A pesar de lo anteriorxr, y de la imprecisidn en la eva
luacidn de riesgos genotGxicos a trav@s de sistemas experi-
mentales,ﬁés sumamente importante el hacer uso de la informa
cidn generada en ellos para establecer medidas que preveﬂgan
dafios a la saludz Sin duda es mejor el establecer mirgenes
de sceguridad en la aexposicidn de los seres humanos a compues
tos quimicos, con base en aproximacicnes de las concéntracig
nes que pueden ser peligrosas, que esperar a corroborar el -
riesgo a través de estudios epidemioldgicos que en lugar de

prevenir, constatan la ocurrencia de un dafo probablemente -~

irreversible.



i

de incremento en efectos biolGgicos indeseables como el cén

cer o los padecimientos hereditarios en el hombre.

‘Fs asi que, no se pucde excluir cue una suhsbanclax
gue no ha mostrado efectos genotdxicos en los diversos sis-
temas de prueba, constituya un peligro potencial para la sa
lud. Como tampoco se puede atribuir un significado bioldgi

.
co definido para el humanoy a los resultado positivos obte-
nidos en pruebas de mutagenicidad efectuadas en.otros orga-

nismos.;

A pesar de lo anterior, y de la imprecisién en la eva
luacidn de riesgos genotdxicos a través de sistemas experi-
mentales,tés sumamente importante el hacer uso de la informa
cién generada en ellos para establecer medidas que prevengan
dafics a la salud.. Sin duda es mejor el establecer mdrgenes
de seguridad en la exposicidn de los seres humanos a compues
tos quimicos,\con base en aproximaciones de las concéntracig
nes qgue pueden ser peligrosas; que esperar a corroborar el -

riesgo a través de estudios epidemioldgicos que en lugar de

prevenir, constatan la ocurrencia de un dano probablemente -

‘irreversible;




; VI CONCLUSIONES

El riesgo genotdxico derivado del consumo de medica-
mentos antiparasitarios: amebicidas, antihelminticos y anti
mic6ticos, como se mencionb a lo largo de este trabajo, de-
pende de miltiples factores. Es un hecho que la corrohora-
cidén del riesgo a través de la demostracidn de un incremen-
to en la freccuencia de céncer o padecimientgs hereditarios
en los individuos expuestos a los fé&rmacos, o en sus descen
dientes, es pré&cticamente imposible a través del método epi

demioldgico. De ahi que se estime la magnitud aproximada de

dicho riesgo tomando en consideracifn entre otros:

1. La capacidad de los farmacos de interaccionar con el ADN,
si tienen acceso a &él.

2. El tipo de dafo gue ocasionen al material genético.

3. La potencia mutagé&nica de los medicamentos.

4. La relacidn entre mutagenicidad y toxicidad {(vista como

inhibicidén del 50% de la divisidén celular y acumulacién
. ' |

de cédlulas en primera divisidn).



5. La influencia de los procesos. de biotransformaci®n en su

actividad mutagénica.

6. La influcencia de los sistemas de reparacién del ADN en

su mutagenicidad.

7. Su capacidad de inducir daho en cé&lulas expuestas en cul

tivo 6 in vivo. iy

Se sabe ademds que cxisten diferencias en susceptibi-
lidad individual a los efectos de los fédrmacos. Por lo gqueyg
el riesgo potencial derivado de su exposicidn diferixé en -

los sujetos que los consumen.

Con base en los criterios anteriores, el estudio de
los medicamentos amebicidas, antihelminticos y antimicStidos,

mostrd que:

1. Dehidrocmetina y cloroguina (amebicidas), niclosanida -
(antihelmintico) Yy ﬁetoconazol (antimicético) fueron ca-

i paces de producir alteraciones en el ADN de linfocitos h'g

se tienen datos acerca dg la mutagenicidad de los tres

! i £

primeros en bacterias, mientras que Ketoconazol, no fue

mutagénico en ese sistema. .




Los cuatro medicamentos indujeron rompimientos cromosd-
A} .

micos y no {o muy débilmente la niclosamida) intercambio

de crom&tidas hermanas.

ciclo celular.

ademds todas ellas afectaron el

La potencia mautagénica de los fdrmacos difirid y pueden

clasificarse del més al menos potente,

tomando en cuenta

» . .
la dosis menor a la que se obtuvo una respuesta de la si

guiente manera:

FARMACO

Dehidroemetina
Niclosamida con "S9"
Cleoroquina

Ketoconazol

CONCENTRACION MOLAR
MINIMA MUTAGENICA

2.2 x 10711

1.2 x 1078

1.7 x 1078

6.2 x 107°

Hubo diferencias en la capacidad t&xica de las cuatro dro

gas manifesté&ndose &sta, de mayor a menor, a las siguien-

tes concentraciones: -

FARMACO

Dehidroemetina
Niclosamida con "S9*"
Clorogqguina

Ketoconazol

CONCENTRACION MOLAR
QUE INHIBE EN UN 50%
LA DIV;SION CELULAR

1.1 x 10”12

1.8 x 1078
1.2 x 107/

1 x 1074




5. Los dds amebicidas dehidroemetina, cloroguina y el anti

6.

£ . .
mic6tico Ketoconazol fueron genotdxicos "per se", mien-

Vtras QUe el antihelmintico niclosamida reguiri6 de acti
vacidén metabhdlica. Se desconoce la influencia que pue-
dan tener las cnzimas hepdticas en la actividad autayd-
nica de los amebicidas y el antimicdtico en el sistema

de linfocitos ya que no se evalud su efecto. Se sabe -
sin embargo que, en bacterias dehidroemétina reéuirié

de activacibdn metabdlica para producir mutaciones y que
cloroquina las iﬁdujo sin activacidn; mientras que keto

conazol dié resultadeos negativos en uno y otro caso.

Los estudios realizados en bacterias en;nuestro labora
 torio indican que el sistema de reparaciﬁn pér escicibn
(Uv;) es capaz de disminuir el efecto muﬁagénico de de-
hidroemeéinél cloroguina y niclosamida. E1 1infocito
posee la capacidad de reparar por escicién nas no‘sabg

mos el papel que esta capacidad haya tenido en nuestros

datos.

Los f&rmacos en los gue se realizb el estudio comparati

vo in vitro e in vivd, niclosamida y ketoconazol tuvie-
ron un efecto mayor en los linfocitos expuestos en cul-

tivoe. Por ahora no se puede excluir que dicho efecto -



rageld e oy : 0 o v ety sl eado. DT en il
i . i

i, z . A
SULSTo DY e e i v s T e T e i 00 e T e

N . B N

R O o i : Lo e to
Ty [RE R s i Ca Sl e, Ty o Ty Yoy R
tudios no Tueron dizoaisdos pocr valeorar esta e behle,

se hservd guae an el cuso de toins los Hoedicansnton oais
ten diferencias on La megaitad del ofocto de Tndividun a
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Contrarinmenie a lo sefialado por otres autere’, n el zen

ras (10CH)

tido de que el intercambio de cromitidas hz

es una prueba mis sensible gue el andlisis de rompimien-—

Y

Footes a dosis gt oras, nues

(o)

La cceimparacidn de les sasvliacies oblenidos oo

mas dregas en nuestro laboratorio, en bacterias y linfo-
1

citos, indica adem&s que no coincide necesariamente la

induccidén de mutaciones génicas con la de rompimientos -

cromoesbmicos o I.C.H. Aunque tratindose de sistemas bio




16gicos distintos, csta discrepancia puede obedecer a
factores diversos; guedarfa por realizar un cstudio compa
rativo en el mismo linfocito en el gue se evaluara la ca-
pacidad de estos medicamentos de induciy wmutaciones géni

cas.

De lo anterior deriva la importancia de efectuar en para
Ld

lelo la evaluacidn de los distintos efectos potenciales

de los f&rmacos: mutaciones g&nicas, rompimientos cromg

sdmicos e intercambio de cromitidadg, de ser posible en

un mismo sistema de prueba.
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