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RESUMEN

El presente estudio es un monitoreo de
genotoxicidad realizado en individuos afectados por
neurocisticercosis, expuestos a una combinacidén de agentes y
métodos de diagnéstico y sometidos a un tratamiento con el
fdrmaco praziquantel.

La prueba aplicada es la que detecta mutaciones en
el locus de la enzima hipoxantina-guanina-
fosforribosiltransferasa (HPRT) en 1linfocitos de sangre
periférica, propuesta como prueba de mutagenicidad en 1979 y
actualmente en validacidén para su uso en el monitoreo de
individuos expuestos por motivos de trabajo, accidente o
tratamiento médico.

Los resultados encontrados demuestran variabilidad
en la respuesta de diferentes individuos por exposicién a
los mismos agentes. Esto tiene importancia biolégica en
primera instancia, y médica, ya que queda de manifiesto que
cada individuo es capaz de responder al medio ambiente de
diferente manera, de ahi que cuando se estudian grupos de
individuos no se obtiene una respuesta caracteristica a los
agentes mutagénicos, sino que se encuentra una escala o
distribucién de ellas: desde una falta de respuesta hasta
una respuesta muy alta, que se sale de la distribucién.

Este tipo de resultados sefialan la necesidad de
emprender estudios que permitan explicar el porqué de la
variabilidad y cudles podrian ser sus consecuencias en
términos de salud, para los individuos estudiados por estar
expuestos a agentes mutagénicos.



INTRODUCCION

Todo cambio en la informacién genética que no se
deba a la recombinacidén de los genes es una mutacidén. Los
cambios en el fenotipo celular debidos a las mutaciones
varian desde unos tan drasticos gue resultan letales, hasta
los gque apenas pueden advertirse, con toda una gama
intermedia de alteraciones moderadas (Dobzhansky 1975).

Las mutaciones pueden ser de diversos tipos:

1. De los genes o génicas, que son modificaciones
causadas por sustitucién (transiciones y transversiones),
adicidén o eliminacidn de nucleétidos dentro del DNA o del
RNA de un gen.

2. Rearreglos cromosdmicos estructurales que
afectan el modo de agruparse de los genes en los cromosomas,
por pérdida o duplicacién de alguno de ellos, lo gue provoca
deleciones o amplificaciones; o por traslocaciones en las
que grupos de genes cambian de un cromosoma a otro;
inversiones, en las que el orden en gue se presenta un grupo
de genes cambia debido a wuna rotacién de 1809, vy
transposiciones en las que un blogue de genes se desplaza a
una nueva posicién dentro de un cromosoma.

3. Cambios cromosémicos numéricos por los gque se
producen:

aneuploidias si se pierde o se gana uno © mas
cromosomas del agrupamiento normal (2n=46 en células del ser
humano) ; haploidias si se pierde un agrupamiento completo de
cromosomas en un organismo diploide (n=23 en cé&lulas de
humano) y poliploidias si se adgquieren juegos completos de
cromosomas (3n, 4n, etc.) (Dobzhansky 1975, IARC/WHO 1987).

Las mutaciones se producen como un fendmeno
natural cuando hay una interaccién entre agentes quimicos o
radiaciones presentes en el ambiente que rodea a una célula,
con el DNA, material susceptible de sufrir cambios debido a
esas interacciones o a causa de errores introducidos por
algunas enzimas que participan en su sintesis, reparacién,
transcripcidén, traduccién o segregacién (Cortinas y cols.
1980).

Las mutaciones son raras si se consideran en el
contexto de un solo gen, pero son muy comunes evaluadas a
nivel de todo el genoma y lo son afin mids, tomadas en el
contexto del acervo génico de toda una poblacidn (McLean
1989).



Adem&s de gque las mutaciones génicas ocurren al
azar y constituyen wuna excepcién en la estructura y
replicacidén normales del DNA, no son especificas de un gen
particular, organismo o generacién y, principalmente, no son
adaptativas per se, es decir, no se dan en respuesta a una
necesidad adaptativa (McLean 1989).

Las mutaciones génicas, afectan a la célula
individual en la que suceden. De la etapa del desarrollo en
que ocurrieron y del nivel de diferenciacién de las células
afectadas dependerd el que las mutaciones tengan efecto en
todo el organismo; y si las mutaciones fueron en células
reproductivas, existe entonces la posibilidad de que sean
transmitidas a la descendencia del organismo. En el primer
caso, se trata de mutaciones somidticas no heredables a 1la
descendencia, y en el segundo, de mutaciones germinales
heredables. Sin embargo, aunque los cambios genéticos en las
células somdticas no trascienden hasta las caracteristicas
genéticas colectivas de las poblaciones humanas, ni afectan
la evolucién de 1la especie (Dobzhansky 1975) si se
transmiten a las células hijas de la célula afectada y se
tienen evidencias de que la persistencia de ese dafio, asi
como el incremento de estos eventos por encima de los
niveles normales, en un individuo, podrian tener
consecuencias para su salud y si esto se produce en un
nimero de individuos tal que se note en una poblacidn dada,
se constituirian también en problemas médicos con
repercusién econémica y social. Ademds, el hecho de que se
originen mutaciones somdticas no contradice ni descarta la
posibilidad de que también estén ocurriendo mutaciones en
las células germinales.

En diversos estudios realizados en animales de
experimentacién se ha observado que la proporcién de dafio en
las células reproductoras siempre es menor que el encontrado
en las células soméaticas, asi gue un incremento
significativo en el dafio somdtico podria ser despreciable en
células reproductoras y no tener ninguna trascendencia. No
obstante, se desconoce cudnto dafio es necesario para
traducirse en un problema de salud o en una progenie
afectada, y cudl es la frecuencia de mutacién necesaria para
aumentar su probabilidad. Esta incégnita persiste atn, a
pesar de los conocimientos que hasta la fecha han aportado
los estudios de genética toxicolégica realizados en
individuos expuestos a mutdgenos y que han presentado un
incremento significativo en su frecuencia de mutacién
somética.

Uno de los objetivos de la genética toxicolégica
es determinar si el incremento en las frecuencias de
mutacién somatica favorece 1la ocurrencia de enfermedades
degenerativas, tales como el céncer, las enfermedades
autoinmunes y, en Gltima instancia, el envejecimiento
(Cortinas y cols. 1980, WHO/IPCS 1985, WHO 1973). Se sabe



que hay agentes que pueden afectar al material genético,
pero no sabemos a quiénes, en qué medida, por cuénto tiempo
ni en qué etapa de nuestras vidas, porque no conocemos cual
es la resistencia real de nuestro material genético en
contra de esos agentes, es decir, aGn no entendemos cé&mo
estd constituida nuestra susceptibilidad genética, ya sea
somdtica o germinal. Para la Organizacién Mundial de 1la
Salud esta es una preocupacién desde su fundacién en 1947,
porgue en los palses ma&s pobres, la baja calidad de las
condiciones sanitarias y las enfermedades contagiosas
asociadas eran desde entonces 1las fuentes principales de
morbilidad y mortalidad (WHO/IPCS, 1985). Pero en los paises
industrializados y con mejor economia, los peligros
ambientales también existen, aungque de otro tipo: factores
fisicos y quimicos directamente relacionados con 1la
industria moderna.

Actualmente, en los paises pobres y de lento
desarrollo estos factores se suman con 1los anteriores
constituyen una amenaza para la salud de sus habitantes.
Todavia es necesario definir cuales son los efectos adversos
que dicho ambiente provoca a largo plazo sobre la salud.

La influencia ambiental sobre 1la salud, por
ejemplo, tiene que ver «con —condiciones <climaticas,
sanitarias, alimenticias, h&bitos en el hogar y en el
trabajo, alcoholismo, tabaquismo, drogadiccién, tratamientos
médicos, historia personal de exposicién a agentes fisicos o
quimicos, etcétera. La afeccidén puede ser a nivel de
érganos, de tejidos, enfermedades agudas, crénicas, por
agentes virales o por bacterias, parasitosis, desérdenes
inmunolégicos o genéticos adquiridos en algin momento a
partir del desarrollo embrionario. El dafio adquirido desde
el desarrollo embrionario podria tener un origen genotéxico,
es decir, ser resultado de un cambio en la informacién
genética debido a un mutageno; pero en el resto de las
afecciones mencionadas también podria haber un origen
genotéxico (como en algunos desérdenes inmunolégicos) o
bien, podrian ser 1la causa de genotoxicidad algunas
parasitosis (Gentile 1985, NRC 1992).

Lo que se detecta con las pruebas de genética
toxicolsSgica, sin embargo, no es propiamente un dafo a la
salud, sino simplemente wun dafio al material genético
celular. Se ha propuesto gue puede tomarse como un
indicador temprano de dafio a la salud o, con base en &1,
estimar el riesgo de dafioc a la salud (Brusick 1987). Por
esto, alrededor de 1972, se iniciaron 1los proyectos de
vigilancia y monitoreo ambiental, uno de cuyos objetivos fue
el desarrollo de un sistema de alerta temprana en contra de
los efectos adversos del ambiente sobre la salud y cuyo
objetivo final era el establecimiento de una red de
informacién sobre salud que cubriera a todo el planeta (WHO
1973). Parte importante de esos proyectos lo constituyen los



estudios de genética toxicolégica con el uso de sistemas que
permiten detectar la presencia de agentes riesgosos en el
ambiente, capaces de producir mutaciones. Tales sistemas
consisten en la utilizacién de organismos, desde bacterias
hasta mamiferos completos, como modelos para la
investigacién del efecto de 1los mut&genos o de posibles
mutdgenos sobre el DNA, con el fin de extrapolar esos
resultados hacia lo gque podria sucederle al ser humano
expuesto a ellos, y poder tomar las decisiones adecuadas
acerca de su uso. No obstante, el nivel de organizacidén y
los sistemas metabdlicos de los modelos utilizados difieren
de los del hombre y esto ha constituido una fuente de error
en la toma de decisiones, ya que se ha comprobado que una
sustancia que puede producir dafio mutagénico en un sistema
bacteriano, no necesariamente lo produce en células humanas
(Ashby 1988).

El estudio del efecto de la exposiciédn a agentes
mutagénicos tanto in vitro como in vivo tambi&n es posible
en el ser humano, mediante el uso de modelos celulares, como
fibroblastos de piel, células epiteliales de descamacidén de
mucosas (oral y de vejiga), cé&lulas de médula &sea, asi como
eritrocitos y linfocitos de sangre periférica. El1 modelo
mejor desarrollado es el de linfocitos de sangre periférica,
en el que es posible evaluar numerosos tipos de dafioc al DNA:
a nivel cromosémico, con el estudio de aberraciones
cromosémicas, intercambios de cromdtidas hermanas o de
micronticleos (WHO/IPCS 1985; Fenech y Morley 1985); a nivel
génico, con el estudio de las mutaciones en el locus hprt
(Albertini y cols. 1987 y 1990), o en los alelos A2 o A3 del
sistema principal de histocompatibilidad (Albertini y cols.
1990, Mccarron y cols, 1989). También es posible evaluar
alteraciones en la proliferacién celular, mediante el
estudio del indice mitético y de la cinética de
proliferacidn (Ostrosky-Wegman y cols. 1988, Herrera y cols.
1992, Rojas y cols. 1992).

Desde los primeros esfuerzos por detectar los
efectos adversos en la salud por la exposicién al nilmero
creciente de sustancias quimicas en el ambiente de trabajo,
por tratamientos médicos, asi como en las concentraciones
urbanas, se postuld gque el dafio genético en células
somaticas podria ser el origen de procesos cancerosos (Wogan
1988, WHO 1973,1985; Cortinas y cols. 1980} . Otros
investigadores postularon que las mutaciones podian ser el
origen de enfermedades como diabetes, reumatismo, gota, y
otros mas, como parte del proceso de envejecimiento o un
factor que acelera el mismo (Brusick 1987). La relacién
directa entre ellos, sin embargo, no ha podido afin
establecerse.

Hay evidencias de que algunos tipos de céncer
ocurren con mayor frecuencia entre individuos afectados por
clertos sindromes genéticos en los gque un defecto



hereditario es comGn a todas las células del organismo y
crea una predisposicién a determinados tipos de neoplasias,
como en el caso del Xeroderma Pigmentoso en el gque una
deficiencia en la reparacién del DNA hace a los individuos
susceptibles a contraer céncer de piel, o el Sindrome de
Down en el que la frecuencia de leucemias es mayor gque en el
resto de la poblacidén, aunque en este caso no se conoce el
mecanismo. En otros tipos de céncer se ha podido encontrar
un dafio genético especifico, generalmente translocaciones
que involucran a ciertos cromosomas (Schimke 1978, Yunis
1986, Heim y Mitelman 1987). Otras evidencias sugieren que
un mecanismo importante en la patogénesis de algunos
cdnceres puede ser la pérdida funcional de los dos alelos
normales de un gen ‘"critico" como serian los genes
supresores de tumores gue se supone actfian en forma recesiva
(Fearon y Vogelstein 1990) o las secuencias reguladoras de
la transcripcién (Weinstein 1988). La posibilidad de 1la
activacién patogénica aumenta si el individuo es
heterocigbético para uno de esos genes y una mutacién
somdtica produce dos alelos recesivos en la cé&lula afectada
(Turner y cols. 1988). Pero aparentemente hay otros genes
que al mutar pueden actuar como dominantes negativos y en
forma heterocigdtica promoverian alteraciones en la
proliferacidén celular como el gen p53 (Fearon y Vogelstein
1990) el cual es un gen supresor de tumores.

Los eventos mutacionales deben tener lugar en la
estirpe celular de la gque se derivard el tumor de que se
trate, de hecho, en diversos estudios en los que se han
utilizado las técnicas modernas de clonacién de secuencias
y la hibridacién de DNA aplicadas a cénceres especificos, se
han encontrado mutaciones especificas en oncogenes, a los
cuales se ha asociado ese tipo de céncer (Weinstein 1988),
ademds de los otros eventos mutagénicos mencionados que
pueden ocurrir en genes supresores de tumores. Las
mutacioens pueden deberse no sélo a mutacién puntual, sino
también a rompimientos cromosémicos o a la pérdida de
fragmentos cromosémicos, como se ha estudiado en céncer de
colon (Fearon y cols. 1990), y aunque todavia no se conoce
todo el proceso de la progresién hacia la neoplasia si se ha
establecido la importancia de las mutaciones en él. Los
sistemas de prueba existentes para determinar el aumento de
mutaciones somé&ticas como un evento que ocurre muy temprano
en el proceso oncogénico, mucho antes de que se tenga una
manifestacién clinica, son necesariamente células cuya
obtencién causa la menor molestia al individuo. Por esto se
utilizan cé&lulas sanguineas y otras, comc fibroblastos de
piel y células de descamacién de mucosas, por la sencillez
con que se obtienen (WHO/IPCS 1985). Sin embargo el sistema
de linfocitos de sangre periférica, Gnicamente es un modelo
de lo que puede suceder en el organismo. Los genes gque se
investigan, ademds, no son oncogenes, ni genes supresores ni
reguladores sino otros, cuyo estudio se facilita por sus
caracteristicas particulares que permiten una identificacién



indirecta 'a través del fenotipo, como ya se explicara més
adelante. Quiz& estos factores (tipos de células y genes
estudiados) no permiten asociar a las enfermedades con el
incremento en la frecuencia de mutaciones. Sin embargo, las
mutaciones génicas gque se evalGan en células humanas
mediante los sistemas desarrollados hasta la fecha, tienen
la importancia de reflejar un dafio que se fijd en el DNA
celular y que no fue 1letal. E1 hecho de detectarlas
significa gue hubo un cambio que produjo una alteracién
fenotipica observable; esto no ocurre con otros parametros
que se evalGan como indicadores de dafio genético en
linfocitos, como las aberraciones y los micronidcleos, los
cuales pueden causar la muerte de la célula en el momento de
la divisidén (Brusick 1987).

Las observaciones hechas hasta el momento con los
estudios de las mutaciones somaticas génicas o cromosdmicas,
nos permiten entender que:

- las mutaciones son un proceso inherente al
material genético, (Dobzhansky T. 1975, McCarron y cols.
1989) y

- un incremento en la frecuencia de mutacién puede
implicar la probabilidad de un dafio en los genes "“criticos",
necesario para la inducecién de un proceso maligno el cual se
manifiesta a largo plazo (Weinstein 1988).

Las mutaciones ocurren con una frecuencia basal en
los seres humanos (Darnell 1990). A esa frecuencia
contribuyen diversos factores, entre ellos, las radiaciones
de fondo cuyo origen son los rayos cdsmicos, el radén, los
depdsitos naturales de elementos radiactivos y la radiacidén
solar (Branddn y cols. 1991). Se sospecha que hay otros
factores, como el h&bito de fumar, la edad y el sexo de los
individuos, que podrian contribuir a elevar la frecuencia de
mutacidén. Por esta razdn, cuando se estandariza un nuevo
sistema de prueba, se miden las frecuencias basales de
mutacidn con relacién al sexo, a la edad y al héabito de
fumar, asi como a la radiacién. (Strauss y Albertini 1979,
Cole y cols. 1991).

SISTEMAS DE PRUEBA PARA EL ESTUDIO DE LAS MUTACIONES
SOMATICAS

El genoma humano, se calcula, debe contener de 50
000 a 100 000 genes, y cada gen debe tener una frecuencia
normal de mutacién (Dobzhansky 1975, McLean 1989, Darnell
1990) en las células somiticas, gque podria variar en
relacién con el tipo celular debido a la diferenciacién.

Actualmente es posible medir 1la frecuencia de
mutacién somética en 4 genes: el gen de la hemoglobina y el
de la glicoforina-A en eritrocitos, asi como el locus de la



enzima hipoxantina-guanina fosforribosil transferasa (HPRT)
y los alelos A2 Yy A3 del sistema principal de
histocompatibilidad (HLA) en linfocitos de sangre
periférica. El1 poder evaluar la frecuencia de mutacién
somdtica en 4 genes, aunque es una pequefia muestra del total
de genes de las células humanas, proporciona una perspectiva
de los mecanismos por los cuales actfian los mutdgenos sobre
el DNA. Por ejemplo, mediante el estudio de las mutaciones
en el locus de la enzima HPRT, y aplicando técnicas de
biologia molecular y celular, ha sido posible establecer el
tipo de mutaciones producidas por un solo agente: rearreglos
complejos, deleciones parciales o del 1locus conpleto,
sustituciones de Dbases, inserciones de Dbases. Se ha
determinado que estas mutaciones afectan los sitios de corte
para producir el RNAm, lo que da como resultado la pérdida
de exones o la presencia de intrones en esa molécula
(Andersson y cols. 1992). También se ha podido lograr una
mejor aproximacidén a la frecuencia real de mutacién y no
s6lo al nGmero de células mutantes (Albertini y cols. 1990).

Otro aspecto interesante que ha surgido de estos
estudios ha sido el andlisis del mecanismo de mutacidn en un
cromosoma sexual (X) (Albertini y cols. 1990), el cual puede
compararse con el mecanismo de un autosoma, mediante el
andlisis de las frecuencias de mutaciédn de los alelos A2 y
A3 del sistema HLA en el cromosoma 6 (McCarron y cols.
1989). En ellos también se han encontrado deleciones
completas o parciales, como en el locus hprt, pero se ha
propuesto que esas deleciones podrian deberse a
recombinacién mitética, o a la pérdida de un cromosoma con
reduplicacién del otro (Turner y cols. 1985, 1988) 1lo cual
no ocurriria en el locus hprt, el cual estd en el cromosoma
X que es funcionalmente hemicigético en la regidén donde se
localiza ese gen, es decir, gque aungue hay 2 alelos
presentes en las células femeninas, sdlo uno de ellos es
funcional, debido a la pseudoinactivacién de uno de 1los
cromosomas X, asi como el locus hprt en los hombres es
inico, no tiene homdlogo.

Las frecuencias de mutacién en el locus hprt y en
los alelos HLA-A2 y A3 se miden en los linfocitos de sangre
periférica y por las caracteristicas de estas células es
posible hacer cultivos, obtener clonas y su DNA para
andlisis moleculares, con lo gue ha podido estudiarse los
tipos de mutaciones inducidas por diversos agentes
genotdéxicos. Existen otras dos pruebas para detectar
mutaciones somiticas que utilizan el sistema de eritrocitos
de sangre periférica. Estas células maduran en la médula
6sea donde pierden el ntGcleo, por 1lo tanto, no son
susceptibles de proliferar en un cultivo, de modo gque no es
posible hacer estudios moleculares con ellas. No obstante,
si se puede determinar la frecuencia de células mutantes en
una muestra. Las mutaciones que se analizan se originaron en
el gen de la cadena B de la hemoglobina en el cromosoma 11,



Yy en el gen de la glicoforina A en el cromosoma 4, una
proteina de superficie que determina el tipo sanguineo del
sistema M/N,

MUTACIONES EN LA CADENA BETA DE LA HEMOGLOBINA A

La molécula de 1la hemoglobina A (HbA) es un
tetramero compuesto por dos cadenas de tipo alfa y dos
cadenas de tipo beta. Se conocen algunas mutaciones que
generan cambios especificos, la mejor conocida de esas
mutaciones es una que ocurre en el locus de las cadenas beta
que causa la llamada hemoglobina S (HbS) causante de 1la
anemia falciforme. La mutacién es puntual y consiste en el
cambio de una adenina por una timina, lo cual ocasiona un
cambio de aminodcido en el polipéptido final: de glutamina a
valina en la posicién 6. El gen de la cadena beta esta
constituido por 2 kilobases y contiene 3 exones (Tates y
cols. 1989).

El método de deteccién de 1los eritrocitos que
contienen hemoglobina mutada consiste en fijar a las células
en un portaobjetos, tratarlas con anticuerpos policlonales
contra la

HbS, conjugados con un colorante fluorescente. La
frecuencia con que se encuentran las variantes que
fluorescen al microscopio es la que define la frecuencia de
variacién (Vf), denominada asi porque no se determiné el
dafio en el DNA, sino s6lo a nivel del fenotipo celular
(Albertini 1990), y puede detectarse aun cuando la mutacién
no es homocigétiga. La Vf encontrada en este ensayo es del
orden de 3.8x10"°, es decir, aproximadamente 4 mutantes en
cada 100 millones de células.

MUTACIONES EN LA GLICOFORINA A.

La glicoforina A (GPA) es una proteina de
superficie de los eritrocitos que porta los antigenos para
los grupos sanguineos M/N. Se trata de dos alelos
codominantes que dan lugar a tres genotipos diferentes cuya
frecuencia de aparicién en las poblaciones caucésicas es
aproximadamente 25% cada genotipo homocigdético, siendo més
frecuentes los individuos heterocigéticos (50%) (Carpenter
1982). El1 ensayo se aplica s6lo en estos individuos.

El gen GPA estd& constituido por 44 Kb y tiene 4
exones. Las células mutantes se detectan con anticuerpos
contra los polipéptidos M y N, y con la ayuda de un
citofluorémetro es posible medir varios tipos de
fluoresencia: los anticuerpos contra M estadn acoplados a un



fluorocromo verde y los anti-N, a fluorocromo rojo. Las
células mutantes son de dos tipos diferentes: el primero
expresa un fenotipo hemicigético causado por mutaciones
nulas, donde una de las dos formas alélicas no se expresa
mientras que la otra lo hace normalmente (NO rojo sin la
presencia de verde, o MO verde, sin rojo). E1l segundo tipo
se debe a recombinacién mitética, conversién génica o no
disyuncién donde una forma alé&lica deja de expresarse,
mientras que la otra se manifiesta doblemente (MM o NN);
este fenotipo, al acoplarsele los anticuerpos
correspondientes da una medida de doble fluorescencia de un
color sin la participacién del otro; esto se mide mediante
el uso de un citofluordmetro.

En el caso de pérdida de un alelo, ya sea MO o NO,
se describe la frecuencia de variantes hemicigéticos. Cuando
hay doble expresién de uno de los alelos: MM o NN, se
reporta la frecuencia de variacidén homocigética (Jensen y
cols. 1990, Langlois y cols. 1990).

En individuos no expuestos se ha megido que las
frecuencias basales de mutacidén son de 11x10™° #* 6.9 para
variantes hemicigéticas, y de 10x10™° % 11 para variantes
homocigéticas (Jensen y cols. 1990).

La edad de los individuos en 1los que se
determinaron las frecuencias de mutacidén produjo efecto
equivalente a un aumento de 0.09x%10°° por afie (Langlois y
cols. 1989), y el héabito de fumar aparentemente eleva las
frecuencias 1.5 veces, aunque esto no es significativo
(Jensen y cols. 1990). La quimioterapia (una combinacidén de
ciclofosfamida y adriamicina) incrementé hasta 7 veces las
frecuencias basales (Bigbee y cols. 1990). Las V£
disminuyeron a lo normal 120 dias después de terminada la
terapia.

MUTACIONES EN LOS ALELOS A2 Y A3 DEL SISTEMA HLA

El sistema principal de histocompatibilidad (HLA)
esta constituido por numerosos loci (quiz&d cientos) con alto
indice de polimorfismo, que contienen la informacién para la
sintesis de moléculas que tienen funcién en el
reconocimiento de las proteinas propias del organismo y de
las extrafias. El sistema estd localizado en el brazo corto
del cromosoma 6 y los loci est&n ordenados en forma contigua
en tres regiones reconocibles, llamadas clases I, IX y III.

Las moléculas de clase I estén codificadas en loci
Gnicos que pueden ser de 3 tipos: A, B y C. Los productos de
estos genes son cadenas pesadas glicoproteicas de membrana,
asociadas con la betajz~microglobulina que se codifica en un
locus fuera del HLA y se presentan en todas las células
nucleadas. Cada uno de estos genes muestra una amplia gama
de especificidades, asi llamadas porque son reconocidos por
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diferentes tipos de antisueros. Los antigenos del tipo A
poseen aproximadamente 15 especificidades reconocidas vy
otras atin no bien establecidas. La frecuencia con gque cada
alelo se encuentra en las poblaciones humanas no es igqual,
siendo los m&s frecuentes el A2 y el A3, los cuales ocurren
aproximadamente en la mitad de 1los individuos (Roitt y
Brostoff 1989).

Las moléculas de clase II estdn constituidas por 2
polipéptidos distintos, codificados en la misma regién y
participan en fendémenos de respuesta inmune (Roitt y
Brostoff 1989). La <c¢lase III son ¢genes para algunas
moléculas del complemento y otros, que no estdn relacionados
directamente con la histocompatibilidad.

Para medir la frecuencia de mutacién (Mf) en los
alelos A2 y A3 es necesario que el individuo estudiado sea
heterocigdético para uno o ambos: el A2 o el A3. El método
para medir la Mf consiste en la seleccidn de cé&lulas
normales que portan en su superficie cualquiera de los dos
antigenos, mediante anticuerpos especificos. Estas células
son eliminadas del pozo de cultivo mediante el uso de
complemento, de tal manera que sdlo permanecen vivas las
células mutantes, las cuales son clonadas posteriormente
durante 16 a 20 dias, al cabo de los cuales se evallla su
frecuencia (McCarron y cols. 1989).

McCarron Yy cols. (1989) determinaron en _47
individugs una frecuencia media de mutac%én de 2.56xi].)0'5 +
1.51x10"° para el alelo A2 y de 3.17x10°° * 1.59x10”° para
el alelo A3 en 36 individuos. En ancganos (70 a %P ahos) se
ha encontrado una media de 7.16x10"° #* 4.06x10 >, lo cual
dio una diferencia estadisticamente significativa con
respecto a los adultos jdvenes (18 a 50 afios). Janatipour y
cols. (1988) analizaron 1las frecuencias espontédneas de
mutantes A2 y A3 en 13 personas que portaban cualquiera dg
los 2 alelos. Las _frecuencias encontradas fueron 3.08x10”
para A2 y 4.68x10~5 para A3. Para determinar la sensibilidad
de estos loci a la accidn de mutdgenos conocidos, se hizo el
tratamiento in vitro con mitomicina-C o con rayos-X, de
células de donadores sanos y se detectaron incrementos
relacionados con la dosis. Una de las observaciones mnmas
importantes hechas en estudios de biologia molecular se
refiere a 1la frecuencia con que ocurren recombinaciones
mitSéticas, tomados los alelos como modelo de los genes
autosémicos. Se ha establecido que es del 30% entre las
clonas de mutantes analizadas (Albertini y cols. 1990). Su
importancia radica en que se ha postulado que este tipo de
dafio es de gran importancia en los procesos carcinogénicos,
particularmente del tumor de Willms (Fearon y cols. 1984,
Koufos y cols. 1984, Murphree y Benedict 1984, Orkin y cols.
1984).

El aumento de mutaciones debido a la edad parece
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deberse a recombinacién mitdética, lo cual varia adem&s entre
individuos; en un estudio hecho con el fin de caracterizar
la influencia de la edad, en 73 individuos, se encontrdé que
1/3 de ellos mostraron lo que se llamdé grupo de "alta
recombinacidn" (Grist y cols. 1992). Si esta forma de
reparacién estad genéticamente determinada, podria implicar
gque en algunas personas al ser reparado el dafio en su DNA

por recombinacién podrian resultar mas susceptibles a
enfermedades como el céncer, en el gque las mutaciones son
importantes, pues se ha postulado dque este tipo de

reparacién causa errores (Brusick D. 1987, Alberts y cols.
1989).

MUTACIONES EN EL LOCUS HPRT.

El sistema mds utilizado hasta ahora para el
estudio de mutaciones génicas somdticas ha sido el del locus
de la enzima HPRT, del que se ha obtenido informacidn acerca
de la mutagenicidad de genes ligados al cromosoma X: tipos
de mutacién, frecuencias de mutacién y persistencia de las
células mutantes, asi como en individuos sanos de diferentes
edades y sexo.

Existen dos metodologias bien desarrolladas para
la determinacidén de mutaciones en este 1locus: 1la de
clonacién, mediante el cual se determina la frecuencia de
células mutantes (Mf) en una muestra, y la corta, mediante
la cual se establece la frecuencia de células variantes
(VE).

Ambas consisten en seleccionar a las células
resistentes a 6-tioguanina, un andlogo de la guanina; para
ello se agrega este andlogo al medio en el gue se cultivan
los linfocitos; al incorporarlo al DNA durante la sintesis,
las células normales mueren, mientras que las mutantes son
incapaces de utilizar este andlogo, por lo que sobreviven en
su presencia Yy pueden proliferar. Posteriormente en el
primer método, se clonan para su caracterizacidén molecular,
o se fijan, en el segundo, para su cuantificacién al
microscopio. En estudios realizados para comparar estos
métodos se ha encontrado gque se obtienen resultados
equivalentes (Albertini y cols. 1990).

La determinacién de la frecuencia de variacién es
més répida y se ha preferido en los estudios de monitoreo de
grupos de individuos expuestos a agentes ambientales, en los
que se quiere obtener fGnicamente informacidén acerca de si
hubo efecto mutagénico o no (Ostrosky-Wegman y cols. 1990,
Natarajan y cols. 19%1).

Cuando las células sintetizan DNA incorporan un
marcador que se agrega al medio de cultivo. En el ensayo
propuesto originalmente por Strauss y Albertini (1979), se
utiliza timidina tritiada como marcador de la sintesis; en



nuestro laboratorio estandarizamos el uso de
bromodesoxiuridina (BrdU) para el marcaje de las células y
para tefiir con fluorescencia y Giemsa (Perry y Wolff 1974)
que permite la diferenciacién de los nficleos de las cé&lulas
que proliferaron, de aguellos que no proliferaron, por el
color con que se tifien: azul o rojo, respectivamente. Debido
a que este método de tincién es esté@ndar en los laboratorios
de citogenética, el sistema para detectar mutaciones génicas
se hizo mas accesible (Ostrosky-Wegman y cols. 1987).
Posteriormente modificamos el método de tincién y utilizamos
anticuerpos monoclonales contra BrdU para la identificacién
de los nGcleos de las células que proliferaron en el cultivo
y cuyo DNA guedd marcado (Montero y cols. 1991), con el fin
de hacer mAs facil la identificacidén de las células mutantes
y reducir el tiempo invertido en 1la interpretacién de
resultados.

En estudios en los gue se han medido 1las
frecuencias normales de mutacién en el 1locus, se han
encontrado por ambos métodos (clonacién o tincién),
frecuencias de hasta de 28.9%10”° (tabla 2). Algunos autores
han descrito que existe incremento con la edad: Cole y cols.
(1989) reportan un incremento de 1.3% por afio; Tates y cols.
(1989), 6de 1.7% por afno, y Albertini y cols. (1990}, de
0.26x10”° por afio. Sin embargo, en estudios con personas
expuestas no se ha encontrado dque el aumento en 1la
frecuencia de mutacidén tenga asociacién con la edad
(Albertini 1985, Ammenheuser y cols. 1991, Natarajan y cols.
1991, Ostrosky y cols. 1991).

En estudios hechos con sangre del cordén umbilical
de 9 recién nacidos, Cole y cols. (1988) reportaron vuna
frecuencéa media de 0.7x107' y Manchester y cols. (1992), de
1.65x10° en 60 muestras y McGinnis y cols. (1990), de
0.7x107°. Como se podrd ver, en recién nacidos la Mf
encontrada es menor, aunque son pocos los estudios
realizados, e igualmente, se ha encontrado variabilidad
(McGinnnis y cols. 1990).

En relacién con el habito de fumar aunque las
frecuencias de mutacién reportadas varian, en algunos
estudios se han encontrado valores més elevados en
individuos sin exposicién conocida que fuman, con respecto a
los que no (Tates y cols. 1989). En individuos en contacto
con mutigenos se ha observado mayor dafio genético en 1los
fumadores; los que presentan afecciones congénitas, y estén
expuestos a mutdgenos, también han presentado mas dafio
cuando el individuo es fumador (Tates y cols. 1989). Bridges
(1989) reporta que para los fumadores, la frecuencia de
mutacidn se incrementa un 2.77% cada afio con respecto a
0.86% de los no fumadores. Esto estd en relacién con un
efecto por la edad. El sexo es un factor para el que no se
ha determinado un efecto significativo en la frecuencia de
mutacién en el locus hprt.
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En la tabla 1 se presentan las frecuencias de
variacién en el 2locus hprt gque causa la exposicién a
diversos mutigenos conocidos como las radiaciones y 1la
quimioterapia. En cada uno de esos estudios se ha podido
demostrar que el sistema del locus hprt es sensible para
detectar dafio por exposicidén a mutdgenos, por lo que se
considera que podria emplearse en los estudios de monitoreo
para determinar la accién de mutdgenos que no produzcan dafio
cromosdmico, pero dque sean capaces de afectar a genes
individuales.

El andlisis de pacientes con sindromes genéticos
(es decir, enfermadades debidas a mutaciones, con las que se
nace) asociados a alta frecuencia de céncer y sensibilidad
celular a ciertos agentes que dafian al DNA, es de interés
pues permite "calibrar" al sistema en lo que se refiere a
sensibilidad para detectar el dafio debido a exposicidn. Cole
y cols. (1990, 1992) estudiaron individuos con ataxia-~
telangiectasia, Xeroderma pigmentoso y sindrome de Cockayne.
La ataxia-telangiectasia, por ejemplo, es un padecimiento
que hace gque los individuos sean muy sensibles a 1la
radiacidn ionizante; entre éstos la frecuencia de tumores en
tejidos linfoides es 50-200 veces mayor gue en la poblacién

general. También entre 1los heterocigdéticos para esta
enfermedad se  presentan tumores de mama de manera
incrementada (Cole y cols. 1991) . La frecuencia de

linfocitos con mutaciones en el 1locus hprt entre estos
sujetos fue 6.3 veces mayor en promedio con respecto a
testigos sanos (Cole -y «cols. 1990, 1991). La Mf en
heterocigéticos, para este locus, fue normal.

El Xeroderma pigmentoso es otro sindrome asociado
con cdncer. Los enfermos son muy sensibles a la radiacién UV
y tienen alta incidencia de cancer de piel en A&reas
expuestas., Su Mf en linfocitos para el locus hprt fue 2.5
veces mayor, resultado que tuvo significancia estadistica
en comparacién con los valores encontrados en personas
saludables, pero los individuos heterocigdticos, nuevamente,
est&n dentro de valores normales (Cole y cols. 1992).

El sindrome de Cockayne también se asocia a
sensibilidad a luz UV, aunque no con mayor tumorigenicidad.
Los estudios revelaron 2.8 mas mutaciones en 5 individuos
enfermos que en testigos (Cole y cols. 1990, 1991).

Las frecuencias de mutacidn encontradas en los
sujetos con sindromes genéticos son consistentes con los
resultados de Langlois y cols. (1990), quienes observaron un
incremento de 10 y 100 veces mis mutantes en la glicoforina
A de eritrocitos en individuos con ataxia telangiectasia y
con sindrome de Bloom, respectivamente. Este tipo de datos
conforman el marco de referencia contra el gue se evalGa a
los individuos expuestos a agentes ambientales en 1los
estudios de monitoreoc para establecer si ha existido un
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efecto sobre el material genético o no (WHO 1973, Brusick
1987).

Como ejemple de individuos expuestos se puede
estudiar a los enfermos con neurocisticercosis que ademas de
albergar a un parisito en su sistema nervioso central, son
tratados con diversos tipos de medicamentos.

15
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NEUROCISTICERCOSIS

Las enfermedades parasitarias constituyen uno de
los principales problemas de salud en nuestro pais. La
cisticercosis, causada por la infestacién de huevecillos de
Taenia solium_ (cominmente conocida como solitaria), es una
parasitosis que a menudo se desarrolla en forma asintomatica
por lo que su frecuencia en la poblacidn es dificil de
establecer; las estimaciones varian entre 0.40 por 100 000
derechohabientes de los sistemas piblicos de salud (Gonzdlez
Angulo, 1984) a 7% en la poblacidén mexicana (Flisser, 1988).

La transmisién de la cisticercosis se debe a la
falta de condiciones sanitarias adecuadas en la disposicién
de las heces fecales de humanos infectados por la forma
adulta del parasito (la tenia), y al manejo descuidado de
los cerdos en la produccién de carne para consumo humano. Al
ingerir un humano o un cerdo los huevecillos arrojados con
las heces fecales de un individuo con tenia, las oncosferas
penetran la pared intestinal y las larvas (o cisticercos) se
establecen en el sistema nervioso, en mGsculos esqueléticos,
en los ojos, o en tejido subcutdneo del huésped,
produciéndose asi la cisticercosis. El1 ciclo de vida
continda cuando la carne infectada del cerdo es consumida
por el huésped definitivo en cuyo intestino se desarrolla la
tenia adulta (Flisser, 1988).

Rudolphi nombré al cisticerco como Cysticercus
cellulosae, pensando que era una especie zooldégica
independiente y debido a su afinidad por el tejido conectivo
(Nieto 1982). En el cerebro también se encuentra otro tipo
de cisticerco, anteriormente llamado Cysticercus racemosus
que sdlo se encuentra en sistema nervioso central del ser
humano y que puede alcanzar gdgrandes proporciones (10 a 12
cm) y produce sintomas mas frecuentemente que el cisticerco
celuloso (Rabiela 1989). Actualmente se sabe gue ambos son
formas larvarias de Taenia solium y por lo tanto, no deben
tener una nomenclatura cientifica particular, por lo que su
denominacién correcta es cisticerco de tipo celuloso o de
tipo racemoso.

En poblacidén latinoamericana es mas frecuente gque
los cisticercos se alojen en el cerebro de los pacientes y
pueden ocupar cualquier sitio: subaracnoideos,
parenquimatosos y ventriculares, y aun en cerebelo, y en
nGmeros variables. También los hay en la médula espinal.
Debido a esto los sintomas neurolégicos que causan son muy
diversos y no pueden caracterizarse en un cuadro tipico,
sino que, por el contrario, se confunden con distintos
padecimientos como migrafias, hidrocefalia, meningitis,
epilepsia y desdrdenes mentales (Zenteno-Alanis, 1982). El
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paciente que llega a consulta y describe sus signos recibe
en primera instancia, un tratamiento para combatir un
padecimiento gue corresponda a esa sintomatologia. Es
después, al no presentar mejoria, cuando se sospecha de la
existencia de un cisticerco en el cerebro, o cuando los
sintomas hacen pensar en un tumor cerebral.

Los métodos de diagnéstico de la
neurocisticercosis estéan orientados a detectar
inequivocamente la presencia del parasito con el fin de dar
el tratamiento adecuado y no sélo un paliative gue ataque
los sintomas sin eliminar el problema. Por esto, 1la
tomografia computarizada y la resonancia magnética se
cuentan entre los procedimientos de diagnéstico mas exactos
para determinar si se trata de un cisticerco y en dénde se
encuentra (Rodriguez Carbajal y Boleaga Durdn 1982; Jena y
cols. 1988). Los ensayos inmunolégicos gue revelan la
presencia de anticuerpos en liquido cefalorraquideo (LCR) y
en suero también han sido dtiles en el descubrimiento de
individuos enfermos y resultan mds accesibles para las zonas
rurales. El1 ELISA se adaptd con éxito al digndstico de
neurocisticercosis (Espinoza y cols. 1986) y se ha empleado
en estudios epidemiolégicos para definir la endemicidad de
las teniasis en &reas rurales (Téllez Girén y cols. 1984,
Diaz Camacho y cols. 1990); también se ha utilizado para
detectar la presencia de antigenos en liguido
cefalorraguideo (Choromanski y cols. 1990). Otra técnica de
diagndéstico, la electroinmunotransferencia (western blot),
también es eficaz y. mAs especifica para identificar
cisticercos de T. solium (Garcia y cols. 1991, Wilson y
cols. 1991 y Flisser en prensa).

TRATAMIENTOS

Existen tres métodos para combatir la
cisticercosis: cirugia, drogas cestocidas y gquimioterapia
sintomatica.

La cirugia estd indicada en los casos en gque hay
acceso al sitio donde esti& alojado el parasito y cuando
estos son tinicos. La cirugia brinda alivio completo sdlo en
los casos en que exclusivamente hay un cisticerco, en un
sitio accesible y sin gue exista respuesta inflamatoria
meningea o cerebral; Gnicamente en estos casos, el foco de
irritacién que causa sintomas de epilepsia desaparece, o el
bloqueo de LCR causado por la presencia de un cisticerco
intraventricular (Escobedo y cols. 1982).

La guimioterapia es indispensable para incrementar
la eficiencia de los tratamientos contra esta parasitosis.
Hasta hace poco tiempo (15 afios), a los pacientes con
neurocisticercosis miltiple se les administraban
medicamentos gue mitigaban algunas molestias como 1los
ataques convulsivos Y las inflamaciones empleando



antiepilépticos y corticosteroides; esto sin embargo, no
elimina el problema. La bGsqueda de farmacos eficientes
llevd al uso del praziquantel (una pirazina-isoguinolona) y
del albendazol (derivado del benzimidazol) cuyo uso es muy
reciente.

Praziquantel. Probado en pacientes con
neurocisticercosis, este medicamento ha dado muy buenos
resultados, eliminando incluso, la necesidad de cirugia. Es
altamente soluble en lipidos y es capaz de atravesar la
barrera hemato-cerebral, por lo gue alcanza el parénquima
cerebral en corto tiempo después de su administracién
(Bittencourt y cols. 1990).

A dosis de 50mg/kg/dia dividida en tres tomas
durante 10 a 14 dias, se ha visto dque el parédsito es
eliminado Y que no hay efectos secundarios
significativamente diferentes de los que se producen con
dosis menores. En presencia de reaccidén inflamatoria, se
recomienda su uso junto con corticosteroides como 1la
dexametasona; y en casos severos de hipertensién
endocraneal, se administra mannitol (Botero y Castafio 1982).

Debido a gque su accién alcanza aun a los
cisticercos més inaccesibles dentro del créneo, el uso del
praziguantel (pzqg) se indica en lugar de la cirugfia (Groll
1982); Rawlings y cols. (1989) lo recomiendan también, en
combinacién con el diagnéstico tomografico para casos en los
que se presente s6lo un cisticerco parenguimatoso negativeo
a las pruebas inmunoldégicas como se observa en algunos casos
en Estados Unidos donde la enfermedad no es frecuente.

Albendazol. En afios recientes, otros medicamentos

se han adoptado para el tratamiento de la
neurocisticercosis, como el albendazol (un imidazol) el cual
ha resultado también muy eficiente, utilizado contra

céstodos intestinales y nematodos. Su absorcidén es répida,
igual que el pzg, y no tiene efectos tdxicos, excepto en
casos raros en los gque ha producido hepatotoxicidad
(Marriner 1986). Debido a que su uso es muy reciente, es muy
escasa la documentacién respecto a su eficiencia en el
tratamiento de la cisticercosis.

GENOTOXICIDAD DEL PRAZIQUANTEL

Estudiado en diversos sistemas de prueba de
mutagenicidad, el praziquantel ha dado resultados negativos
en general: en sistemas bacterianos, levaduras y células de
mamiferos con activacién metabdlica y sin ella. Sin embargo,
en un trabajo en cerdos neurocisticercosos, el praziguantel
incrementé 1la frecuencia de aberraciones cromosémicas en
linfocitos, la cual ya era elevada antes del tratamiento
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(Flisser y cols. 1990) y en otro estudio, orinas de ratones
tratados con el medicamento, resultaron mutagénicas para
Salmonella (Batzinger y cols. 1978).

Al combinarse con algunos mutdgenos, el pzg ha
incrementado su efecto en células de mamifero, por lo que se
rlanted que es comutagénico (Billings y Heidelberg, 1982).

Administrado con  benceno, aumentd la frecuencia de
microntcleos en células de médula o6sea de ratdn (Anwar y
cols., 1989). Las investigaciones para probar su

carcinogenicidad resultaron negativas, cuando se administré
solo. En unién con carcindgenos conocidos, fue capaz de
intensificar su efecto como en el caso del 3-metilcolantreno
que induce transformacidén de células embrionarias de ratén;
sin embargo, cuando se administrd al mismo tiempo, o
después, inhibidé el efecto del carcindgeno (Billings vy
Heidelberg, 1982). Esto es consistente con el efecto anti-
inflamatorio del praziquantel en piel de ratdn, el cual
también bloqued 1la formacién de papilomas por ésteres de
forbol en piel de ratones tratados con dosis sub-
carcinogénicas de 7,12-dimetilbenz([a]antraceno (Kramers vy
cols. 1991).

Por ser un medicamento de eleccién en el
tratamiento de 1la cisticercosis humana, Flisser y cols.
(1990) consideraron de interés estudiar el efecto genotdxico
e inmunolégico del praziquantel. En dicho estudio se
determinaron aberraciones cromosémicas e intercambio de
cromdtidas hermanas y se encontrd un efecto clastogénico del
praziquantel administrado en los cerdos infectados, pero no
en los cerdos sanos, ni tampoco en los intercambios. Otro
resultado interesante es que en los cerdos con cisticercosis
se encontré una frecuencia elevada de linfocitos
poliploides, antes del tratamiento con praziguantel, la cual
disminuyé después del tratamiento. Este dato sugeria que el
pardsito posiblemente tiene un efecto genotdxico por si
mismo (Flisser y cols. 1990). En el mismo trabajo se
determiné el efecto sobre la respuesta inmunoldgica humoral,
notdndose gque é&sta aumenté después del tratamiento con
praziquantel. Se postulé gque al dafiarse el parasito por
efecto del fAarmaco liberan nuevos antigenos contra los que
el sistema inmunolégico responde con la produccién de
anticuerpos.
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PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Los resultados encontrados en la investigacién de
cisticercosis porcina realizado por Flisser y cols. (1990)
despertaron el interés por determinar el efecto genotéxico
del pzg en humanos que se estudid mediante el analisis de
mutaciones génicas en el locus hprt.

La hipétesis del trabajo es que:

El pzgq es capaz de producir mutaciones génicas que
es posible detectar en 1linfocitos de sangre
periférica por el ensayo para evaluar mutaciones
en el locus hprt.

En vista de que es dQificil realizar estudios en
poblaciones humanas, ya que ademds de una serie de factores,
existen variaciones individuales, en este trabajo, como
objetivo general, se planed inicialmente analizar un grupo
de individuos sanos y otro, de enfermos con
neurocisticercosis sintomdtica; de todos ellos se obtuve una
muestra de sangre al inicio y al final del tratamiento con
pzg, con la idea de que el mejor testigo para un individuo
es &l mismo antes de exponerse a alg(n agente.

Sin embargo, al iniciar el estudio fue imposible
encontrar pacientes sin exposicién previa a algGn agente
mutagénico, debido a que habian sido ya tratados por su
sintomatologia con anticonvulsivos y/o analgésicos; algunos
tuvieron cirugia Y, para su diagnéstico de
neurocisticercosis, todos fueron sometidos a TAC, de tal
manera gque en su totalidad habian estado expuestos a algGn
agente mutagénico, aunque diferente del gque era nuestro
objeto.

La exposicién a una mezcla de agentes puede
producir diferentes efectos, debidos a la interaccidn entre
ellos y el material genético; asi puede observarse un efecto
aditivo, o un sinergismo o aun, un antagonismo gque anule la
accién porque compitan entre si dos agentes (Kenakin 1987).

Debido a gque existe poca informacién acerca de
este tipo de exposiciones a mezclas de agentes, se consideréd
que era importante proceder con el estudio, pero existia 1la
necesidad de agregar un tercer grupo de individuos, 1los
cuales estuvieran expuestos a los mismos agentes que los
pacientes, pero que no tuvieran el parésito.

El objetivo del trabajo no se modificd, pero si se
agregaron dos:

- el de tratar de determinar si existe alguna
diferencia en la frecuencia de mutacién en el locus hprt por
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exposicién a agentes xenobidéticos entre individuos con
padecimientos neurolégicos e individuos con
neurocisticercosis, y

~ el de establecer si entre estos individuos
enfermos y sometidos a diversos tratamientos y formas de
diagnéstico presentan una frecuencia de mutacidén en el locus
hprt diferente de lo gue se encuentra entre individuos
sanos, no expuestos.
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MATERIAL Y METODOS

INDIVIDUOS ESTUDIADOS

Con neurocisticercosis: Se incluyeron en el
trabajo, 23 individuos que fueron diagnosticados con esta
enfermedad después de ser sometidos a una tomografia
computarizada (TC) Yy dque llegaron al servicio de
Neurocirugia para tratamiento. Se estudiaron 15 hombres y 8
mujeres de 16 a 71 afios de edad.

Algunos de ellos, ademds, habian sido sometidos
también a cirugia en la gue fueron tratados con anestésicos,
antibidticos y antiinflamatorios, y otros habian recibido
tratamiento con anticonvulsivos. Los pacientes habian
recibido estos tratamientos o métodos de diagndéstico dentro
del mes anterior al inicio del estudio.

Varios de los agentes a que estuvieron expuestos
los pacientes han resultado mutagénicos en diversos sistemas
de prueba, particularmente las radiaciones, el halotano, la
difenilhidantoina y antibiéticos (IARC/WHO 1987). La
difenilhidantoina produce intercambios de cromatidas
hermanas en linfocitos (IARC/WHO 1987) . Entre los
anestésicos, el halotano provoca mutaciones génicas en
organismos inferiores (IARC/WHO 1987), Durante la TC los
pacientes estuvieron expuestos a radiaciones en forma
controlada, las cuales, de cualquier manera son capaces de
causar dafio genético (Brandan y cols. 1991).

La exposicién a los agentes mencionados tuvo lugar
en un plazo menor de un mes antes de ser tomada la primera
muestra.

Con  daiio neuroldgico no parasitario: como
hidrocefalia fimica, quiste subaracnoideo con epilepsia,
aneurisma y lesiones, los cuales estuvieran expuestos como
grupo a los mnismos agentes que los individuos con
neurocisticercosis, excepto por el uso de diazepam en tres
de ellos, el cual es un sedante gue produce aneuploidias y
micronicleos, asi como aberraciones cromosSmicas en
linfocitos. En el sistema de Salmonella produjo mutaciones
génicas s6lo con activacidén metabdlica (IARC/WHO 1987). Los
pacientes con neurocisticercosis no recibieron este
medicamento.

Testigos: sujetos sanos, sin exposicidn a
medicamentos ni tratamientos médicos.
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TRATAMIENTO CON PRAZIQUANTEL

S6lo 12 de los pacientes neurocisticercosos
seleccionados recibieron tratamiento con pzgq.

El esquema de administracién del pzq consistid en
una dosis diaria de 50 mg/kg de peso, repartida en tres
tomas, durante 15 dias; la efectividad de este régimen se ha
comprobado en diversos estudios (Soteloc y cols. 1984, 1985;
Robles y cols. 1987, Rawlings y cols. 1989), aungque en
algunos casos es necesario administrar esteroides al mismo
tiempo, para evitar reacciones inflamatorias.

TOMA DE MUESTRA

La sangre se tomd en forma estéril, con jeringas
desechables para evitar posibles contaminaciones y con
heparina para evitar la coagulacidn. Para su transportacién
al laboratorio se envolvieron las jeringas y aseguraron los
émbolos con cinta adhesiva. Fueron transportadas a
temperatura ambiente (27°C en promedio) y procesadas el
mismo dia.

De cada paciente se obtuvieron 40 ml de sangre. De
aquellos que recibieron el tratamiento se tomdé la primera
muestra el dia en que lo iniciaron (antes de tomarlo) y la
segunda, el dltimo dia de tratamiento.

Simultaneamente a la toma de estas muestras, se
eligié a los pacientes con otro dafio neurolégico que
hubieran estado expuestos a 1los mismos agentes que 1los
pacientes con neurocisticercosis, procurando gque tuvieran
edad similar.

Los individuos aparentemente sanos estudiados
fueron elegidos entre las personas gue laboran en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas y su sangre se
procesé el mismo dia en que se recibieron las muestras de
pacientes.

Los donadores se eligieron entre pacientes a los
que se informd acerca de los objetivos del estudio y que
dieron su consentimiento por escrito, internos -en los
Hospitales de Especialidades de La Raza y del Centro Médico
Nacional, Siglo XXI, del Seguro Social.
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CUANTIFICACION DE MUTACIONES EN EL LOCUS HPRT

Como ya se explicdé la enumeracidédn de mutantes en
el locus hprt consiste en seleccionar en un medio de cultivo
las células mutantes en el locus hprt, 1las cuales son
resistentes al andlogo de la guanina, 6-tioguanina. Se usé
el método de corta duracidén, descrito por Strauss vy
Albertini (1979), modificado por Ostrosky y cols. (1987) que
consiste en:

Obtencidén de células mononucleadas:

- Se separan las células mononucleadas de 40 ml de
sangre, mediante un gradiente de fycoll-hypaque (Lymphoprep,
Nycomed), centrifugando durante 30 min a 1600 rpm.

- Se recupera el plasma en un tubo estéril; 1luego
se recupera la capa de células blancas, la cual se
resuspende en medio de cultivo RPMI-1640 (Flow-Lab)
suplementado con aminodcidos no esenciales 10 mM (Gibco) y
L-glutamina 200 mM (Gibco) (RPMI-1640s), y se centrifugan a
1200 rpm para lavar los restos de fycoll-hypaque.

- Se desecha el sobrenadante y las células se
resuspenden en 2 ml de medio RPMI-1640s.

- Se toma una muestra de 20 pl de esta suspensidn
Y se mezcla con 1 ml del colorante vital azul de tripano, se
cuenta en un hemocitémetro el nGmero de células recuperadas,
asi como su viabilidad.

congelacidn:

- Ccon el fin de eliminar fenocopias, las células
se congelan en alicuotas de 2ml en la fase gaseosa a -70°C
de un refrigerador de nitrdgeno liquido, en medio de cultivo
RPMI-1640s, con plasma autdélogo al 10% y dimetilsulféxidg
(DMSO) al 7.5%. La densidad celular se ajusta a 10x10
células/ml.

Descongelacidén y siembra:

- Al menos 24 hs después, las células se
descongelan en bafio de agua a 37°C, una vez que la
suspensién celular esti completamente ligquida, se lava en 45
ml por cada tres alicuotas, de medio RPMI-1640s

- Se cuenta el nGmero de células recuperadas, en
un hemocitémetro, con colorante vital azul de tripano para
medir nuevamente 1la viabilidad. Si el 80% o més de las
células est&n vivas, se procede a cultivarlas.

- Los cultivos consisten en medio RPMI-1640s, con
plasma autélogo al 20% y fitohemaglutinina (PHA) al 4% para
estimular la proliferacién de los linfocitos. La densidad
celular se ajusta a 5x10° células en 5 ml de volumen total.




- Se siembran 4 tubos de cultivo: uno es el
testigo, en el que las células proliferaran normalmente y 3
contienen el andlogo de guanina, 6-tioguanina (6-TG) en una
concentraciédn final de 2x10” *M; en estos cultivos sobreviven
s6lo las células resistentes al andlogo 1las cuales
incorporan bromodesoxiuridina cuando efect@ian la sintesis de
DNA. Se incuban a 37°c.

- 24 horas después, cuando las células empiezan a
sintetizar DNA, se agrega el andlogo de timidina,
Eromodesoxiuridina (BrdU) a una concentracién final de 4x10~

, con el fin de marcar aquellas células que sinteticen DNA
durante el tiempo de cultivo.

Cosecha:

- A las 40 horas de incubacidn los cultivos, tanto
el control como los selectivos con 6-TG, se cosechan con
dcido citrico 0.1M helado para romper las células y liberar
los nidcleos, gque se fijan con metanol-dcido acético, en
proporcidén 7:1.5.

Cuenta de nicleos recuperados de los cultivos con
6-TG:

Es necesario saber cudntos nilcleos se recuperaron
de estos cultivos para poder estimar el indice de marcaje o
proporcién de células marcadas (LIt). Para contarlos se toma
una gota de la suspensiédn de nGcleos, con pipeta Pasteur, y
se diluye con 20 gotas de fijador; se resuspende bien y se
cuenta en un hemocitémetro. Este conteo da el valor del
parametro que es el nimero total de células (T) recuperadas
de los cultivos con 6-TG y con los que se elaboran las
preparaciones gque ser&n revisadas al microscopio en su
totalidad para buscar a los nGcleos de células que hayan
sintetizado DNA en presencia del anélogo.

. Elaboracidén de preparaciones citolégicas b
tincidn:

Al menos 6 hs después de fijar los nGcleos, se
hacen preparaciones citoldégicas por goteo del material sobre
un portaobjetos:

- Los nicleos recuperados se centrifugan durante
5 min a 1200 rpm y se resuspenden en 0.2 a 0.5 ml de
fijador, de acuerdo con el tamafio del paquete celular.

- La resuspensién debe ser tal que los nilcleos no
se aglutinen y queden bien separados sobre la preparacidn.
En cada una de ellas se aplican 2 6 3 gotas y se revisan al
microscopio para controlar su calidad.

- Se tifien diferencialmente segin el método
descrito por Ostrosky y cols. (1987), que consiste en cubrir
las preparaciones en el colorante fluorescente Hoechst 33258
(0.3m1 de una solucidn acuosa al 10% en 10ml de
amortiguador de fosfatos pH 7.0) y exponerlas a la luz de
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una l&mpara de luz negra (longitud de onda 366 nm) durante 1
hora.

Posteriormente se enjuagan en solucién
amortiguadora de fosfatos 0.066 M, pH 7.0 y se tifien con
Giemsa al 4% en la misma solucidén de fosfatos, durante 6
min. Se enjuagan en agua de la llave (pH 7.0) y se secan con
aire, para después evaluar al microscopio.

EVALUACION DE LA FRECUENCIA DE VARIACION

En los cultivos testigo, donde no se agregd el
andlogo 6~TG, se determina el indice de marcaje por el
conteo diferencial de nicleos azules en 2000 células
registradas, en cada laminilla; se evalian 2 de ellas y se
saca el promedio de ambas:

nim. nGcleos azules
LIc= e kbt
2000

(LIc de las iniciales en inglés de label index; 1la
c se refiere a testigo.)

De los cultivos con 6-TG se cuenta el nGmero total
de nidcleos tefiidos de azul gque constituye el ndmero de
nicleos variantes o pardmetro M y se divide entre el total
de células recuperadas de los cultivos con 6-TG (T),
calculado antes de hacer 1las preparaciones, como ya se
describid:

(T)
(La t se refiere a cultivos con tioguanina)
La frecuencia de células resistentes a tioguanina
(6-TGY¥ T-1lys es la abreviatura en inglés) o frecuencia de
variacién (Vf) se calcula a partir de estos valores:

PRUEBAS ESTADISTICAS

Para comparar las frecuencias de variacidén (Vf) se
utilizé el andlisis de varianza por rangos de Kruskal-Wallis
(Daniel, 1983) que se aplica a grupos de diferente tamafio y
que no muestran una distribucién tipica.

En la determinacién de los valores por fuera de la
distribucién (outliers) se empledé el método de la grafica de
caja (box plot) en la gue se utilizaron la mediana y los
cuartiles 1 y 3 de la distribucién para establecer valores
limite. Aquellos valores de la distribucién que queden por
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fuera de esos limites se pueden considerar no pertenecientes
a la misma ("outliers") (Ostle y Malone 1988).

Para comparar dos Vf individuales se usdé la prueba
de la relacién entre dos intervalos de confianza
desarrollada para el sistema de hprt por Sylwester vy
Albertini (1985).

Para contrastar los indices de marcaje se empled
la prueba de t de Student (Spiegel, 1961).
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REBULTADOS

Durante el desarrollo del estudio se plantearon
algunas complicaciones que obligaron a incorporar otro grupo
de pacientes con dafio neuroldgico, como ya se explicd
previamente. Los resultados obtenidos con respecto a la Vf
mostraron un comportamiento cuyo an&lisis era interesante,
independientemente del objetivo original del estudio el cual
era determinar si el praziquantel tenia un efecto genotéxico
en los pacientes tratados por neurocisticercosis, pues se
encontrd® que antes del tratamiento con el medicamento ya
existia un incremento en la frecuencia de variacién, con
respecto a los individuos sanos. Esto era de esperar debido
a que los pacientes con otro tipo de dafio neurolégico, asi
como los pacientes con neurocisticercosis habian estado
expuestos a una mezcla de agentes potencialmente
mutagénicos. La trascendencia de esta observacidén estda en
que no son abundantes los estudios de grupos de individuos
expuestos a dosis controladas de mezclas de sustancias, y la
sensibilidad de los sistemas de prueba para detectar el dafio
producido en este tipo de exposiciones no estd aGn
suficientemente validado.

El indice de marcaje de los cultivos control, en
los que no se hizo seleccidn con 6-TG, el cual es un
indicativo de la capacidad de proliferacidén de los
linfocitos, también mostrd comportamientos dignos de
analisis en <cada grupo estudiado. Este parametro en
individuos normales suele distribuirse en forma normal. En
este estudio se encontrd que en los individuos con dafio
neuroldgico y exposicidén a diversos agentes con potencial
mutagénico, asi como en los pacientes con neurocisticercosis
antes del tratamiento con pzq, el indice de marcaje no se
distribuye de la misma manera. Por las implicaciones que
esto pudiera tener desde un punto de vista inmunoldégico, se
hizo también un andlisis de estos resultados,
independientemente del efecto sobre la frecuencia de
variacidén en el locus hprt.

Por las razones explicadas, los resultados que se
presentan no se limitan sélo a la determinacién del efecto
del pzg sobre la frecuencia de mutacidén en el locus hprt,
sino que se han analizado otros aspectos, de ahi que los
resultados se han organizado de la siguiente manera:

1) Frecuencias de variacidn:

- resultados individuales en los que se puede ver la
variabilidad, segln la exposicién, por grupos:
controles, enfermos neuroldgicos y enfermos con
neurocisticercosis antes de tratamiento y después de
tratamiento con pzq;
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- wvalores estadisticos por grupos: mediana y
desviacién estéandar;

- comportamiento de la frecuencia de variacién (V)
en algunos individuos antes y después de
tratamiento.

2) Valores agrupados: controles y expuestos.

- comportamiento en una distribucién, intervalo y
valores estadisticos;

~ efecto por edad y por sexo.

3) Indices de marcaje: se presentan de la misma manera
que VE.

4) Relacidén LIc - VE.

FRECUENCIAS DE VARIACION

Individuos sanos (Tabla 3): Las frecuencias de
variacién correspondientes a este drupo se distribuyeg
entre 0.52x10°° y 25.00x10"8%, con una mediana de 1.00x10"
y media de 4.35 * 6.75 x107°. La diferencia entre media y

mediana indica que estos valores no se distribuyen en forma
normal y que el 50% de.ellos son inferiores a 1x10™° (Tabla

.

Individuos con dafio neuroldgico (Tablas 3 y 4):
Los individuos afectados por diversos tipos de trastornos
neuroldégicos y expuestos a una mezcla de agentes
potencialmente mutagég%cos, mostraron frecuencias gg
variacién entre 2.20%10°° y 35.3§10' mediana de 10.45x10
y media de 17.9x107° #* 11,5x10 °. En la tabla 5 se muestran
los agentes a que estuvieron expuestos y las frecuencias de
variacién encontradas, en orden de menor a mayor. No se
observa correlacién, aungque si es claro que, en comparacién
con individuos no expuestos a ninguno de esos agentes, las
frecuencias de variacién son méds elevadas, y como grupo, son
significativamente diferentes de 1los sanos (Fig.1l, cuadro
1).

Pacientes con neurocisticercosis antes de
tratamiento: Entre los individuos afectados Fpor
neurocisticercosis se encontraron valores de 1.46x10" a
101.01x107°, ga mediana es de 4.17x10”°, y la media de 14.11
+ 24.39 x10”°., Respecto a la exposicidn a otros agentes,
como en el caso de los pacientes con otras afecciones
neuroldgicas, tampoco se observé correlaciédn con un agente o
con una mezcla particular de ellos (Tabla 5). El efecto de
la exposicién, sin embargo, si es apreciable en todos los
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grupos, tal como se muestra en la figura 1.

Se ha establecido que las frecuencias de variacién
en los seres humanos tienen una distribucién de Poisson
(Sylwester y Albertini 1985) en la gue los valores menores
son méds frecuentes que los valores elevados. En la figura 2
se presenta esta distribucién para los enfermos de
neurocisticercosis antes del tratamiento con pzg en la que
los cinco valores m&s altos fueron significativamente
diferentes de la mediana. Aunque se trata de una
distribucién de Poisson, el dato mids alto encontrado en
estos individuos hace sospechar que se trata de un
"outlier", es decir, un valor por fuera de la distribucién.
Este mismo individuo siguid mostrando un valor de Vf elevado
después del tratamiento, el valor mis elevado también en
este grupo. Sin embargo no se excluyd del anadlisis de los
resultados debido a que no se pudo establecer una diferencia
importante con respecto al resto de los enfermos con
neurocisticercosis, es decir, sus condiciones de salud y
exposicién a agentes con capacidad mutagénica, eran muy
semejantes a las de los demés pacientes.

Una propiedad de la distribucidn de Poisson es gque
los logaritmos naturales (1ln) de los valores en ella, se
dispersan en forma normal. Obteniendo los 1ln de las Vf de
los pacientes con neurocisticercosis y aplicando la férmula
de la grafica de caja (box—-plot) resultd gue el valor més
alto encontrado podria considerarse correspondiente a un
outlier. Lo mismo sucedidé cuando se aplicé el mismo método
a los valores después del tratamiento con praziguantel.
Cuando se tiene un "outlier" que puede no corresponder a la
distribucidén, es posible analizar el resto de 1los datos
excluyendo ese caso. Al hacerlo, se encontrd gque antes y
después de tratamiento con pzg no hay diferencia
significativa entre grupos (Cuadro 1).

Pacientes con neurocisticercosis tratados con
praziquagtel: Los valgEFs de este grupo se distribuyen entr
3.03x107° y 102.52x10 (tabla 6). La mediana es 11.02x10"
estadisticamente diferente del valor de 4.17x10”° encontrado
antes del tratamiento (p<0.05), aungue, como ya se dijo, si
se excluye el valor mis alto, esa diferencia desaparece
{(Cuadro 1).

Valores individuales de pacientes antes y después
del tratamiento con praziquantel: En 8 individuos se logrd
obtener resultados antes y después del tratamiento (Tabla
6). La_g}stribucién de_?us VEf anteés del tratamiento e% de
1.46%x10 a 101,01x10 y después, es de 3,03x10° a
102.52x107% . La media y mediana antes de tratamiento son de
25,9x10" y 15x107°, respectivamente y después de
tratamiento, son de 20.3x10”° y 9.5x107% respectivamente. Se
aplicé la prueba estadistica, nuevamente considerando o
excluyendo el valor maAs alto (en uno y otro grupo ese valor
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corresponde al mismo individuo). No se encontrd diferencia
significativa en ninguno de los dos casos. En la figura 3 se
muestran las Vf antes y después de tratamiento de cada uno
de estos individuos; en ella se puede apreciar 1la
variabilidad en las respuestas al tratamiento, medidas por
este paréametro..

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA EXPOSICION

Cuando se observa la distribucién de todos 1los
valores de los individuos expuestos, tomados comeo una
muestra tUnica, se observa que el 50% de los valores de VI
son menores de 8.24x10”° (valor de la mediana en la Fig. 4),
y la distribucién se parece a lo predicho para este tipo de
fendémenos, es decir, una curva de Poisson, pues las
mutaciones son eventos raros, por tanto, su frecuencia
normal en un gen, se espera que sea baja. La media es de
15.3%21.75, el intervalo es de 1.46 a 102.52. Estos datos
son significativamente diferentes de los del grupo de
individuos sanos, cuyo intervalo es mas corto Yy
consecuentemente, los valores estadisticos, menores (Tabla
4).

Un resultado gque llama la atencién es que el grupo
de pacientes con dafio neuroldgico, expuesto a los mismos
agentes que el de pacientes con cisticercosis antes del
tratamiento con praziguantel mostraron una distribucién de
VEf que es estadisticamente distinta. Una diferencia entre
ellos es el tipo de afeccidn neurolédgica que en el primer
grupo no es parasitaria y en el segundo, si lo es (Cuadro
1).

Edad: Se agruparon los valores de Vf de 1los
enfermos neuroldgicos y con cisticercosis antes del
prazigquantel, se graficaron en forma continua en orden de
edad y se determind la tendencia. Los datos mostraron que la
edad no influye en la Vf producida por exposicidén. Entre los
individuos sanos no se encontrd una tendencia en relacién
con la edad (Fig.S).

B8exo: Con respecto al sexo, primero se agruparon
todos los datos de enfermos neurolégicos Y con
cisticercosis, antes de recibir éstos su tratamiento con
pzd, Yy se compararon hombres y mujeres; los testigos se
compararon por separado y en ambos casos se usd la prueba de
Kruskal-Wallis. No se notaron diferencias significativas en
ningin grupo, aungue la variabilidad dentro de cada grupo
si fue diferente (prueba de F, p<0.05) (Fig. 6). Cuando se
agruparon todos los datos y se compararon hombres (30) y
mujeres (25) tampoco hubo diferencia a un nivel del 5%.

Los valcres estadisticos de todos los grupos por



sexos fueron de 1%.31x10“6119.49x10'6 en hombres y de
10.58x107°+15.69%10”° en mujeres, con intervalos de 0.59 a
101.01 (x10'6) y de 0.52 a 68.14 (x10‘5) respectivamente.
Las megéanas, en el mismo orden, fueron 5.63x10” y
3.33x10 °.

INDICES DE MARCAJE

El indice de marcaje en los cultivos sin 6-TG o
testigos fue de interés, pues es un parametro que refleja la
capacidad de respuesta de los linfocitos de cada individuo a
la estimulacién con PHA y esto indica la capacidad de
respuesta inmunolégica celular (Roitt y cols. 1989; NRC
1992). En la figura 7 se ve el comportamiento de este
pardmetro en cada uno de los grupos y como la distribucién y
media de 1los individuos sanos y de los pacientes con
cisticercosis después del tratamiento se parecen mas entre
si en comparacidén con los otros dos grupos. En la tabla 7 se
muestran en forma detallada los indices de marcaje por la
estimulacién con PHA; el andlisis estadistico aparece en la
tabla 8. En el grupo de individuos normales los Iindices
varian entre 0.128 y 0.470, con media de 0.286 y mediana
0.254. El indice de marcaje en el grupo de individuos con
dafio neurolégico varié entre 0.054 y 0.400, siendo la media
0.197 y la mediana 0.116. Estos pacientes tienen el promedio
mds bajo de proliferacién de linfocitos por estimulacién con
PHA (Tabla 8, Fig. 7), con los indices de marcaje mas bajos
encontrados.

Entre los sujetos con cisticercosis antes del
tratamiento con praziquantel los indices de marcaje varian
entre 0.117 y 0.376, la media fue de 0.225 y la wediana,
0.218. Este grupo también mostré una disminucidén en 1la
proliferacidén de 1linfocitos, y no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo de
neurolégicos, pero si es distinta de los no expuestos y del
grupo posterior al tratamiento. Después del prazigquantel,
los indices de marcaje van de 0.156 a 0.410, con una media
de 0.285 y mediana de 0.282. El1 cuadro 2 muestra las
relaciones estadisticas entre todos los grupos por la prueba
de t de Student.

Cuando se analizaron los 8 pacientes de quienes se
tienen datos antes y después de tratamiento se encontré que
todos los valores fueron menores antes (Tabla 7, Fig. 8). La
media es de 0.245%#0.071, y la mediana fue idéntica. Después
del tratamiento la media fue 0.303%0.059 y la mediana de
0.298. Se presentd diferencia significativa a un nivel del
5%.
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RELACION ENTRE INDICES DE MARCAJE Y FRECUENCIA DE VARTACION

Con la intencién de analizar una posible
correlacién entre los y las Vf de cada individuo se elabord
un diagrama de dispersién (fig.9) en el que no se encontrd
una relacidén entre dichos parametros, lo cual significa que
si los linfocitos en la muestra de sangre tuvieron una baja
proliferacién por 1la estimulacién con PHA, ello no fue
determinante en la frecuencia de células resistentes a 6-TG
que se encontré.
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DISCUSION
FRECUENCIAS DE VARIACION

Los resultados obtenidos en cada grupo, al
graficarse, muestran una dispersién en la gque la mayor parte
de los valores se acumulan en los valores mds bajos y cuya
amplitud aumenta cuando los individuos estudiados han estado
expuestos. Asi, 1la dispersién que se encuentra en los
individuos sanos tiene un intervalo menor que el de
cualguiera de los grupos expuestos (Fig. 1); no obstante es
posible obtener entre los controles valores que son elevados
como el 25x10°° el cual es un valor mis alto que el 84% de
los encontrados en las personas expuestas (Cuadro 3a). Por
otra parte, independientemente de la exposicién, siempre se
presentan valores bajos: 60% de los valores mostrados por
los individuos tratados estdn comprendidos dentro del tercer
cuartil de la distribucién de los testigos (cuadro 3b).

En diversas investigaciones para medir Vf en el
locus hprt en grupos expuestos a sustancias quimicas se ha
descrito este tipo de dispersidn en los resultados y en la
medida en gque aumenta la cantidad de datos se hace més
caracteristico este tipo de respuestas, las cuales ocurren
incluso cuando los agentes estudiados son mut&genos
considerados fuertes como las radiaciones y los medicamentos
anticd&ncer. En la tabla 1 se muestran los resultados de V£
encontrados en diversos estudios de exposicién a mutdgenos y
puede observarse cémo la exposicidédn a sustancias quimicas y
a radiaciones, en condiciones controladas muestra este
comportamiento (Albertini y cols. 1985, Ammenheuser y cols.
1988, Ammenheuser y cols. 1991, Natarajan y cols. 1991,
Ostrosky y cols. 1990, 1991).

El segundo aspecto que se destaca en el presente
estudio es que la exposicidn a agentes mutagénicos es
detectable en el sistema del locus hprt, aun cuando se trata
de detectar el dafio sobre un solo gen. Esa exposicién
produce una elevacidén general en 1la Vf que hace 1la
diferencia significativa entre el grupo de individuos sanos
Yy los grupos de pacientes, misma que se manifestdé incluso
cuando la prueba estadistica se hizo excluyendo el valor més
alto considerado como posiblemente fuera de la distribucién
en los sujetos con neurocisticercosis.

Entre 1los individuos tratados, considerados en
conjunto, el 96% (48/50) mostraron Vf superior al 59% de los
sanos (Cuadro 4a), de tal forma que puede afirmarse que la
exposicidn produce incremento en 1la induccién de daiio
genético medido por la prueba de mutaciones génicas en el
locus hprt.

Comtinmente se encuentra mds de una célula variante
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por milldn cuando el individuo ha estado expuesto a algin
agente mutagé&nico; en los sanos, en cambio, 47% de los
valores fueron menores de 1x10 (Cuadro 4b).

En otros trabajos donde también se han estudiado
personas no expuestas, al igual que éste se ha descrito un
intervalo de rangos menores que en individuos expuestos; de
manera glob%l, el valor mas bajo es 0.5x10"° y el m&s alto
es 28.9x107 (Ammenheuser y cols. 1988, Albertini y cols.
1990, Natarajan y cols. 1991, Ostrosky y cols. 1987, 1990)
(Tabla 2). Estos valores se consideran como normales,
correspondientes a individuos normales genéticamente, es
decir, gque no tienen ningin sindrome ni enfermedad congénita
Y due ademds no estdn medicados. No obstante, es un grupo
heterogéneo con respecto a edad y a hébitos como el
tabaquismo, ingestidén de bebidas alcohélicas y tipo de
alimentacién, los cuales son factores que pueden influir
sobre la frecuencia de variacidn encontrada, pero debido a
que son considerados como "estilo de vida" no constituyen un
motivo para excluir de un estudio a los individuos
aparentemente sanos que fuman ni a los gue beben con
moderacidén. Estos factores del estilo de wvida influyen
igualmente en los individuos expuestos a agentes
mutagénicos, asi como otros factores, llamados de riesgo,
como son el A&rea geogr&fica del lugar de residencia o si
éste se encuentra cercano a una industria que produzca
desechos contaminantes. La variabilidad en las Vf encontrada
en estas condiciones, plantea dudas acerca de cual es el
valor méximo gque se debe aceptar como '"normal", asi como
cuales son los resultados que se considerarian "positivos"
debido a la exposicidén, atn mds, el incremento general
manifestado en los pacientes ¢debe tomarse como un riesgo
para la salud? o ¢son sélo  agquéllos individuos gque
presentaron valores superiores al mads alto entre las
personas no expuestas los gque tendrian ese riesgo?
Actualmente no puede darse una respuesta categdrica porque
no se conoce gque cantidad de dafio se necesita para esperar
un efecto sobre la salud, y este tipo de exposiciones: a
mezclas de sustancias, en dosis controladas de medicamentos,
en tiempos diferentes, que a la larga se convierten en
exposiciones crénicas a agentes, mas bien parecen revelar 1la
tolerancia y adaptabilidad del organismo humano a
condiciones ambientales que no 1llegan a representar un
compromiso para la vida. En otras palabras, los estudios de
mutagenicidad estarian proporcionando, aparte de otros
aspectos gue se discuten mis adelante, datos para establecer
los limites de la "plasticidad genética" del ser humano
sometido a 1las presiones de su propio ambiente. Dichos
limites se pueden considerar como los extremos de una
distribucidén que representan a los individuos mas
resistentes al dafio genotéxico producido por la exposicién a
agentes, y a los individuos mas sensibles.

Los sujetos que tuvieran menos dafio, es decir con
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los valores m&s bajos de Vf, proporcionarian un buen modelo
para el estudio de la adaptabilidad de la especie humana
desde un punto de vista estrictamente biolégico. Pero esto
también tiene utilidaad médica pues seria posible
caracterizar el origen de su susceptibilidad al dafio
genético, una vez reconocidos estos individuos. Los mé&s
sensibles, con valores més elevados de Vf serian, por lo
contrario, los que corren un riesgo mayor de padecer
neoplasias.

RESPUESTA INDIVIDUAL

Los resultados en este estudio muestran una clara
variabilidad entre individuos, sean estos sanos o enfermos.
La causa de esta variabilidad por si misma puede ser un tema
de estudio por 1la importancia médica gque puede revestir.
Actualmente se tiene conocimiento de algunos factores gque
determinan diferencias en las respuestas, las cuales tienen
que ver con el metabolismo particular de las sustancias, con
la concentracién o la dosis de exposicidén y con la capacidad
de reparacién del dafio al DNA (Brusick 1987). Por ejemplo,
se sabe que mds de 300 drogas y contaminantes ambientales
inducen su propio metabolismo y el de compuestos similares
(Conney 1967). Como ejemplo, la capacidad para metabolizar
alguna sustancia particular puede variar en cada individuo y
se ha demostrado gue una razdén de esa variabilidad puede ser
el polimorfismo en el metabolismo de las drogas; los genes
polimérficos del citocromo P450 son sdlo una familia que se
ha estudiado, pero se sabe que existen otras familias
génicas semejantes (Gonz&lez y Nobert 1990). En lo que se
refiere a la reparacién del DNA, ésta depende también del
agente gue causa el dafio, del tipo de alteracidn que provoca
y del estado de actividad de los genes afectados (Bohr y
cols. 1987). La variabilidad en esta capacidad de reparacién
estaria dando un cambio en la cantidad de mutaciones que se
fijarian en las células. La velocidad de eliminacién de un
compuesto también puede influir en la Vf, como se demostrd
en un estudio realizado en borregos tratados con
Metronidazol, un medicamento antiamebiano de amplio uso en
México, en el dque se midié 1la farmacocinética del
medicamento en cada animal, y se encontrd gue en aquellos en
los que la velocidad de eliminacidén era menor, el incremento
en la Vf con respecto a la manifestada antes de administrar
el medicamento fue mayor (Ostrosky y cols. 1992). De tal
manera gque no basta con que un agente tenga capacidad
mutagénica para observar dicho efecto en una exposicién in
vivo, ya que hay muchos factores gque pueden favorecer,
impedir, o bien enmascarar esa accién. Es de esperar,
entonces, que en exposiciones a mezclas de mutégenos y a
dosis controladas, la respuesta que se encuentre dependeréa
en gran medida de cada individuo.

Entre los pacientes con dafo neurolégico no
parasitario hubo cuatro individuos con una vE




37

significativamente distinta a la mediana del grupo; entre
los gue tenian neurocisticercosis antes del tratamiento,
cinco individuos tuvieron una Vf significativamente
diferente de la mediana, contando al individuo que podria
considerarse como fuera de esa dispersién. Se ha tomado 1la
mediana como punto de comparacién ya gque este valor
representa el comportamiento del 50% de los datos, lo cual
es mas informativo que la media aritmética en esta clase de
distribucibén, en la gque los valores no tienen una
distribucién normal.

La trascendencia de una adecuada determinacién de
quienes son los individuos mAs sensibles a los efectos de
los agentes mutagénicos estd en la sospecha de dque esos
sujetos estarian mds proclives a enfermedades causadas por
mutaciones como el cancer y enfermedades autoinmunes. E1
perfeccionamiento de los disefios para este tipo de estudios
es algo gque sin duda ayudaria a la identificacidén de 1las
personas mis susceptibles, las cuales tendrian gue buscarse
necesariamente entre un dgrupo de expuestas de la misma
manera gque ellas, y una vez detectadas, seria necesario
realizar estudios de seguimiento, con los gue se podria
establecer la evolucidn de las frecuencias de variacién y
caracterizar el tipo de mutacién sufrida, en caso de
persistir éstas. ©La aplicacién de otras pruebas para
detectar mutaciones génicas daria informacién adicional
acerca de la extensién del dafio causado al DNA, asi como de
la susceptibilidad de otros genes. El seguimiento permitiria
conocer si el incremento en la Vf es una condicidn pasajera
y al terminar la exposicién, disminuira, ya sea por la
accién de las células encargadas de la vigilancia
inmunolégica o por la letalidad del dafo sufrido por las
células afectadas, y por otro lado, en caso de que el
incremento en la Vf persistiera, poder determinar si
evolucionard hacia otro tipo de dafio o se mantendrad estable.
Este es un aspecto que seria importante profundizar, pues la
sensibilidad a enfermedades posteriores podria depender de
la eficiencia del organismo para eliminar a las células
dafiadas, una vez interrumpida la exposicién. No es f&cil un
estudio asi, sin embargo, en paises como Finlandia y los de
la Comunidad Europea, los servicios de atencién médica a
victimas de accidentes ambientales, asi como a los
trabajadores en féabricas donde se manejan mutdgenos, estén
inscritos en programas de vigilancia genética y ambiental en
lJos que se estd tratando de llevar a cabo ese tipo de
ensayos (Comission of the European Communities 1990).

.EFECTO DEL PARASITO

En este estudio, ademds del efecto por el
tratamiento con medicamentos y radiacidén, se evalud la
exposicidédn a un parasito: el cisticerco. Los tres valores
mas altos de vE correspondieron a pacientes
neurocisticercosos antes del tratamiento con pzgq (Tabla 6,
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Fig. 1): uno es el paciente cuya Vf podia considerarse como
fuera de 1la distribucién (oug}ier) (101.01x107°) y el
siguiente mas alto (68.14x107°), es significativamen%e
diferente del valor mds cercano anterior, de 36.21x10°°,
Ninguno de los pacientes con otro dafio neuroldgico, ni aun
los expuestos a diazepam y radiacidén (los mutdgenos més
fuertes a que estuvieron expuestos) mostraron valores tan
elevados. La presencia del paréasito, por 1lo tanto, hace
sospechar un efecto mutagénico por si mismo. En apoyo de
esta idea estd un estudio previo, realizado en cerdos con
cisticercosis, en los que se encontrd una frecuencia alta de
células poliploides, asi como de células con
multifragmentacién de cromosomas en comparacidén con cerdos
sanos, antes de recibir el praziquantel (Flisser y cols.
1990) .

Gentile (1985), al discutir 1la posible accién
carcinogénica del Schistosoma propuso diferentes mecanismos
por los cuales el paradsito podria inducir céncer de vejiga.
Entre los mecanismos planteados destacan los que sugieren la
presencia de agentes carcinogénicos, cuya procedencia puede
ser el pardsito mismo o la alteracién del metabolismo de
sustancias enddgenas ] exdgenas, provocada por la
infestacién, aumentando la produccién, por 1las células del
epitelio de 1la vejiga, de metabolitos carcinogénicos
naturales. Las posibilidades enumeradas son diversas, todas
especulativas, que en resumen proponen la presencia de
agentes generados por el parasito que serian capaces de
dafiar al DNA y llevar a la transformacidédn celular.

La mutagenicidad causada por los pardsitos es una
idea relativamente nueva y a medida que se conoce méis acerca
de los mecanismos de interaccidn entre el parasito y su
hospedero resulta inclusive obligado pensar en la induccién
directa o en una accidn asociada gque conduzcan a un dafio
genético. En el caso de los cisticercos se han identificado
moléculas tdxicas, producidas por ellos, y en los extractos
crudos del pardsito se ha detectado actividad mitogénica a
dosis bajas, pero depresora de proliferacién celular en
dosis mayores (Flisser 1982). Estas moléculas producidas y
provocadas por el pardsito para evadir la inmunidad de su
huésped y su interaccién con 1las células inmunolégicas,
podrian también ser causantes de mutaciones no s8lo en los
linfocitos, sino en otros tejidos en los que se haya alojado
el parasito. De esta posibilidad surge otro campo de interés
de los estudios en 1linfocitos de personas expuestas: el
linfocito como unidad funcional del sistema inmunolégico del
organismo, es un blanco primario para los agentes externos,
sean agentes quimicos o bioldgicos, y en la interaccién con
ellos pueden suceder tres cosas: que los linfocitos cumplan
su funcién y sobrevivan, que sean destruidos, o que sean
dafiados permanentemente, disminuyendo su eficiencia. En los
dos primeros casos no habria consecuencias para la salud, a
menos que la destruccién de células fuera tan extensa gue el



organismo no pudiera reponerlas; sin embargo en el tercer
caso, no se sabe qué nlimero de células dafiadas debe haber
para que la capacidad de defensa del organismo disminuya,
tampoco se conoce qué clase de retos externos pondran de
manifiesto esa 1ncapac1dad pero las consecuencias para el
organismo necesariamente llevan a una pérdida de salud, ya
sea porgque esté mas expuesto a infecciones, o porque sea
menos eficiente en eliminarlas, lo que le llevaria a un
estado crénico de infeccién-reinfeccidén-inmunodepresidén-baja
vigilancia inmunolégica-enfermedades autoinmunes?-
neoplasias? en el que el organismo estaria cada vez en mayor
desventaja (Fig. 10). La relacidén entre mutacidn y pérdida
de capacidad inmunolégica es, por lo tanto, otra A&rea dque
requisre investigacién.

EFECTO DEL PRAZIQUANTEL

Después del tratamiento con el pzg encontramos que
en las muestras de sangre de los pacientes habia una elevada
viabilidad celular, lo cual permitié hacer las pruebas, y
una proliferacidén normal, medida por el LIc.

Con respecto a la produccién de mutaciones
génicas, ésta no es aparente. En cuatro pacientes las
frecuencias de variacién disminuyeron después del
tratamiento (individuos TRR, JGG, HFP y JSQ, Tabla 6). Sin
embargo, no es posible establecer un comportamiento general
de la Vf debido al pzq, ya que dos valores aumentaron (JSC y
DFG) y otros mds no tuvieron cambio (AQA y HPG). Desde el
punto de vista estadistico, sélo el individuo (HFP) presenté
un cambio significativo y éste fue una disminucién en la V£
(Fig. 3). Por 1lo anterior puede decirse que el pzg no
produce mutaciones génicas en el sistema del locus hprt,
tomado como modelo del genoma humano in vivo. Estos
resultados son congruentes con 1lo reportado en otros
estudios sobre mutagenicidad en los que no se demostrd que
el pzq interactGie directamente con el DNA, pues no indujo
reparacién en bacterias ni en células de mamiferos, ni
produjo mutaciones génicas en hprt en células V79, ni se ha
presentado dafio cromosémico significativo (Kramers y cols.,
1991).

Existen reportes de que el pzgq es comutagénico:
gque aumenté la mutagenicidad del benceno in vivo (Anwar y
cols. 1989), asi como la transformacién de lineas en cultivo
por el 3-metilcolantreno, sélo cuando se administrd al mismo
tiempo o después del carcindégeno (Billings y Heidelberger,
1982), sin embargo en el presente estudio, en relacién con
los otros agentes a los gque estuvieron expuestos 1los
pacientes con neurocisticercosis, no se detectd dicho efecto
comutagénico.
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INDICE DE MARCAJE

El indice de marcaje, el cual indica que las
células sintetizaron DNA, es una medida de 1la funcién
inmunolégica celular, ya que constituye una respuesta a un
estimulo por un mitdgeno (en este caso PHA) o un antigeno al
que los linfocitos T responden normalmente con la
proliferacidén (NRC 1992). Se ha determinado gque ciertas
condiciones de inmunodepresién (sea por causas de enfermedad
o inducidas por agentes quimicos) presentan una disminucién
en la capacidad de esa respuesta (Roitt y Brostoff 1989, NRC
1992). Por esta razén, el LIc determinado por la
incorporacién de BrdU en cultivos donde no se hizo seleccién
con 6-TG, puede ser tomado como una prueba de la capacidad
de respuesta celular del individuo.

La exposicién a agentes quimicos, en forma crénica
Yy a dosis bajas, es la manera de exposiciédn ma&s comiGn de los
seres humanos. La inmunodeficiencia que esto produce adn no
ha podido asociarse categdricamente a una enfermedad
particular, pues no se sabe cudal es el grado de
inmunodeficiencia necesario para enfermarse. El estudiar 1la
capacidad de respuesta celular en individuos ya enfermos
puede ser un buen punto de comparacidn para el
establecimiento de riesgo en individuos expuestos a
mutédgenos, pero aun sin sintomas clinicos. De acuerdo con lo
anterior, en las personas analizadas encontramos una
disminucién significativa en la respuesta celular de los
pacientes con cualquier tipo de dafio neuroldgico y expuestos
a medicamentos y tratamientos médicos; esta disminucidn fue
mayor en los pacientes con dafio neuroldgico no parasitario
(Tabla 7, Fig. 7).

El tratamiento con pzg tuvo un efecto positivo en
este parametro, pues después del tratamiento, los indices de
marcaje aumentaron hasta alcanzar los valores encontrados en
el grupo de individuos sanos. Podria pensarse que el pzq
estd actuando como un agente restaurador de las funciones
inmunolégicas, pero este efecto bien podria ser una
consecuencia de la lesidén al par&sito, con lo que nuevos
antigenos pueden quedar expuestos lo cual induce una
respuesta inmunoldégica (Flisser y cols. 1990) . Esta
respuesta, como se ha mencionado antes, podria estar
deprimida o inhibida por algln factor producido por el
pardsito como el detectado por Letonja y cols. (1987) en
suero de ratones infectados por Taenia taeniaeformis. Al
desaparecer el parasito, y como consecuencia el factor
depresor por efecto del pzgq, el sistema inmunolégico
aparentemente se recupera (Groll 1988), siendo las células
capaces de volver a proliferar normalmente. Este fendmeno ha
podido medirse con 1la cinética de proliferacién celular,
evaluada en cultivos de sangre entera de los mismos
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pacientes, que consiste en contar el nimero de veces gue se
dividen los linfocitos en un cultivo de 72 horas y sacar una
proporcidén de aguellos gue lo hicieron una, dos y tres veces
o mds, lo cual da una medida del ritmo de proliferacidén
celular. En estos cultivos, antes de tratamiento, el tiempo
de proliferacién fue m&s lento gue el observado después de
la exposicidén, cuando se encontrd una cinética normal
(Montero y cols. 1989).

De los resultados sobre el indice de marcaje se
desprende la conveniencia de disefiar estudios encaminados a
establecer la relacidn entre mutacidédn- dafio en la funcidn
celular- resultado en la salud, pues es fundamental para la
comprensién de los procesos de carcinogénesis y enfermedades
inmunolégicas adquiridas.

La interaccién de numerosos factores, entre ellos
mezclas de agentes guimicos, algunos mutagénicos, otros no,
los parédsitos gque no se alojan en forma pasiva en su
huésped, los tratamientos con medicamentos y la capacidad
individual de metabolizacién, reparacién Yy defensa
inmunolégica hacen que los estudios de monitoreo de dafio
genotéxico sean complicados, dificiles tanto de controlar
como de interpretar, pero los seres humanos nos exponemos de
esta manera, nunca en un ambiente de laboratorio, y aungue
los modelos animales proveen informacién acerca de lo que
podria pasar en ciertas condiciones, la mejor comprensién de
los procesos qgue nos interesan se puede encontrar a través
de los estudios en seres humanos, con disefios adecuados a
corto y a largo plazo.
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CONCLUSIONES

De los diferentes aspectos que surgieron del presente
trabajo, es posible concluir lo siguiente.

- El pzqg no incrementd la frecuencia de mutaciones
génicas en el locus hprt de linfocitos en humanos, in
vivo. Tampoco se comportd como un comutégeno,
administrado después de la exposicién a otros muté&genos.

- El contacto con agentes mutagénicos provoca un
incremento en la Vf en el locus hprt en un grupo tratado,
lo cual demuestra la capacidad del sistema para hacer
evidente la exposicién.

- Las frecuencias observadas implican gque existe
variacién en la respuesta individual a la exposicién y
¢gque pueden reconocerse individuos mas susceptibles y
otros con mas sensibilidad a sufrir dafio genético.

- En algunos individuos parasitados, la frecuencia de
variacién se elevd significativamente, y se observé una
capacidad de proliferacién disminuida en los linfocitos
T, medida por el indice de marcaje por incorporacién de
Brdu.

- La capacidad de proliferacién de los linfocitos T, por
estimulacién con PHA mejord después del tratamiento con
el pzqg, esto sugiere una relacidén entre dafio gené&tico en
linfocitos T y la inmunodepresién de la respuesta celular
causada por el parasito. Por ello se recomienda que en
estudios futuros se evalie esa relacién para determinar
si se trata de un fendmeno asociado a la infestacidn
parasitaria y caracterizarla.
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TABLA 1. FRECUENCIAS DE VARIACION EN INDIVIDUOS CON EXPOSICION A DIVERSOS AGENTES

EXPOSICION NUMERO DE Vf MEDIA INTERVALO REFERENCIA
MUESTRAS X10-S£D.E. x10-% :

Pacientes con céancer:

Pretratamiento 10 " 3. Amménheuser

0t 1.7 0.0 a 6.1
Radioterapia 9 12.6 # 8.7 2.5 a 23.8 y ¢cols. 1991
Quimioterapia mas .
radioterapia 35 24.0 * ® 0.0 a 135.0 Albertini 1985

Esclerosis multiple(MS): :
Ammenheuser

Pretratamiento 6 4.1 % 3.1 0.8 a 9.9
MS + ciclofosfamida 4 32.5 + 13.9 11.6 a 40.3 y cols. 1988
Bajo hidroarsenicismo 7 2.5 £ 2.2 0.7 a 6.4 Ostrosky y
Alto hidroarsenicismo 7 5.0+ 2.9 1.7 a 9.7 cols. 1991
Accidente por Cobalto-60 2 122.0 * 5.9 18.6 a 126.2 Ostrosky y
ccls. 1990
Accidente por Cesio-137 4 194.0 * 147.0 36.0 a 130.0 Natarajan y

cols. 1991

* La desviacién no se pudo calcular a partir del articulo original.



TABLA 2. FRECUENCIAS DE VARIACION DEL LOCUS HPRT EN INDIVIDUOQS. SANOS

EN DIVERSOS ESTUDIOS

NUMERO DE VEf MEDIA INTERVALO REFERENCIA

MUESTRAS X10-% £ D.E. x10~¢
2 4.30 = 1.69 3.1 a 5.5 o Ostrosky y cols. 1987
. .
8 1.92 + 0.85 0.7 a 3.2 Ammenheuser y
cols. 1988
18 7.12 £ 7.16 0.5 a 22.3 Ostrosky y cols. 1990
82 8.70 * 6.10 1.0 a 28.9 Albertini y coi$;k}990v

5 6.35 * 1.53 4.2 a 8.4 Natarajan:y cols.:1991




TABLA 3. FRECUENCIAS DE VARIACION EN

INDIVIDUOS SANOS

DOMNADOR EDAD SEXO Vi (x10-=)
Ci 34 F 0.52
c2 27 ™M 0.59
c3 30 ™ 0.65
C4 26 M 0.66
C5 29 F 0.72
c6 29 F 0.81
c7 36 F 0.85
cs8 27 ™ 0.88
co < 42 F 1.00
Ci0 40 F 1.27
ci1 35 M 1.47
ci2 29 F 1.79
Ci3 24 F 4.60
Cia 26 ™ 7.42
Ci5 30 ™ 10.49
Cie 26 F 14.13
ci17 32 M 25.00



TABLA 4. DATOS ESTADISTICOS DE LAS FRELUENCIAJ DE VARIACION

DE LOS GRUFPOS

ESTUDIADOS

SANOS NEUROLOGICCS CISTILICER cosI s
ANTES DE ‘PZ ‘
x10-< x107e :
MEDIA + D.E. 4.3 t 6. 15.3 ¢ 11.7 14.10%
(10.1
MEDIANA 1.0 10.45 4.
(3.8
INTERVALO 0.5 a 25. 2.2 a 25.3 1.8 &7 90i.1 % 3.0 a4 102.5
1.5 a 68.1 3.0a  16.8
N 17 15

IS
W
T
N

Los valores entre paréntesis fueron obtenidos excluyendo el valor més alto, considerado “outlier”.



TABLA 5. FRECUENCIAS DE VARIACION EN PACIENTES CON DARQ NEUROLOGICO. NO
PARASITARIO, Y LOS AGENTES A LOS QUE ESTUV1ERON EXPUESTOS

DONADOR SEXO EDAD TAC CIRUGIA ANTICONVULS. OTROS ";;Vf(XlQT°)'
GMV F 28 ND ND ND ND .7
MLPA F 41 + - -

JLAM M 22 ND ND ND ND k .
ALA M 41 + + + DIAZEPAM
JG M 22 + + - .
AMH M 36 ND ND ND ND :
MMM F 61 + + + DIAZEPAM
MAE F 60 + + +

MMG M 22 - - -

JHHG M 49 + - - DIAZEPAM
XGM F 20 + - +

APS F ND ND ND ND ND

PRA F ND ND ND ND ND

DGG M 42 - - -

MLVM F ND ND ND ND ND

* £l anélisis cualitativo de estos datos no revela asociacién entre algin agepte o mezcla de agentes y la VE. No obstante, los
valores de Vf, individuales y en conjunto, son ads elevados que en los individuos no expuestos.

ND no se tienen los datos de estos individuos.



TABLA 6. CARACTERISTICAS Y EXPOSICION A POSIBLES AGENTES MUTAGENICOS DE LOS. PACIENTES
CON NEUROCISTICERCOSIS

DONADOR SEXO EDAD TAC CIRUGIA ANTICONVULS. Vf ANTES PZQ Vf DESPUES: PZQ

(X10-6)* (X10-6)
Jsc M 27 + - - 1.46 3.02
JGM M 44 + + 1.51
AEB ND 1.52
CRE F + + - 1.81
MZ F 36 + + + 1.94
SCM F 37 + + + 2.06
IM M 35 + + + 2.08
MME F 45 + + + 2.17
JMC M 29 + + + 3.51
NGA M 61 + + - 3.54
AGG M 62 + + - 3.63
ALS F 71 + + + 4.17
JRQ M 54 + - - 5.31
AQA M 36 + - + 5.95 5.63
MOA ND 6.66
DFG F 16 + - - 7.54 11.16
JsQ M 35 + + + 8.19 4.38
MRP M 20 + - + 9.05
TRR M 65 + + + 22.53 12.62
JGG M 18 + + + 24.53 8.60
HFP M 28 + - + 36.21 14.65
MTH F 38 + + + 68.14
HPG M 32 + - - 101.01 102.52
PTD F 56 + + + NC 6.28
CLC ™M 33 + + + NC 10.88
CNC M 35 + + + NC 14.24
GGM M 27 + + - NC 16.58

* Como en el caso de los pacientes con otro daiio neuroldgico, aqui tampoco resalta unma asociacién entre algin agente o eezcla de agentes y la Vi
encontrada. La dispersitn de los valores es mayor que en esos individuos y en comparacién con los testigos.

ND No se cuenta con los datos de estos individuos.

NC No fue posible obtener resultados de estas muestras.



TABLA 7. INDICES DE MARCAJE (LIc) DE CADA INDIVIDUO, POR GRUPOS*

SANOS PACIENTES NEUROCISTICERCOSIS
NEUROLOGICOS ANTES DE PZQ DESPUES DE PZ@Q
0.211 0.113 a 0.197 a 0.311
0.253 0.137 0.251 d 0.285
0.265 0.085 0.250 b 0.230
0.319 0.310 0.376 0.362
0.316 0.06S 0.218 f 0.240
0.232 0.185 0.210 0.270
0.254 0.116 0.253 c 0.280
0.225 0.316 0.218 e  0.320
0.200 . 0.077 0.130 0.215
0.470 0.400 0.148 g 0.350-
0.239 0.304 0.164 0.156
0.128 0.088 0.311 h 0.410
0.469 0.103 0.266
0.366 0.054 b 0.210
0.281 0.272 0.130
0.193 c 0.250
0.352 d 0.126
0.117
e 0.300
f 0.240
g 0.280
0.170
h 0.360

t 'Es interesante observar los valores de pacientes con neurocisticercosis de los que se tiene dato antes y después del tratamiento:
después del tratamiento cada valor es mayor.



TABLA 8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS INDICES DE MARCAJE
EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS.

SANOS NEUROLOGICOS NEUROCISTICERCOSIS
ANTES PZQ DESPUES PZQ

MEDIA:D.E. 0.286£0.093  0.197#0.117  0.225:0.072 . - 0.285£0.070

MEDIANA 0.254 0.116 0.218 o o.gég :

INTERVALO 0.128 a 0.470 0.054 a 0.4  0.117 a 0.37‘6‘ ' 015630410

N 17 15 23 12 :




CUADRO 1. ANALISIS ESTADISTICO DE Vf ENTRE
GRUPOS, POR LA PRUEBA DE KRUSKAL-WALLIS

NEUROLOGICOS

ANTES PZQ

DESPUES PZQ

SANO_S NEUROLOGICOS | ANTES PZQ
diferentes
diferentes diferentes : .
diferentes iguales

diferentes (iguales)

L.as diferencias son significativas a un nivel del 5%

El resultado entre paréntesis se refiere a las pruebas
ostadisticas aplicadas exciuyendo al "outlier”



CUADRO 2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS INDICES
DE MARCAJE POR GRUPOS, POR LA PRUEBA DE t

NEUROLOGICOS

ANTES PZQ

DESPUES PZQ

 SANOS

NEUROLOGICOS ~ ANTES PZQ

diferentes

diferentes

iguales

iguales

diferentes

diferentes

Las diferencias son significativas a un nivel del 5%




CUADRO 3
"RELACIONES ENTRE LAS Vf EN INDIVIDUOS EXPUESTOS Y
EN INDIVIDUOS SANOS

TESTIGOS EXPUESTOS TESTIGOS EXPUESTOS
52 140 8.62 62 (]
.59 1.61 8.60 59
.86 1.62 9.05 .85
.68 1.81 9.63 .88
72 1.94 1045 72
81 2.08 10.88 81
.86 2.08 11.18 .86
.88 217 12.62 - .88

1.00 2.20 12.90 .00
1.27 3.03 84% 14.24 1.27
147 3.33 14,85 147
178 350 18.58 179 4;;////§
4.60 3.61 18.30 4.80
7.42 3.64 20,79 7.42
1049 3.83 22,63 10.4
14.13 417 24,63 14.13
(2550 422 [ 2730 26.00
4.38 31,60
6.31 33.60
5.83 36.30
6.96 36.21
6.28 101.01
6.66 102.62
7.64
8.18
8.30
a b




CUADRO 4.
RELACIONES ENTRE Vf DE INDIVIDUOS SANOS E
INDIVIDUOS EXPUESTOS

TESTIGOS EXPUESTOS TESTIG0S EXPUESTOS
B 148 8562 52 148
161 8.60 1.61 8,60
162 8.06 1.62 9.05
1.81 9.83 47% 1.81 9.63
104 10.45 194 10.45
59% 2.08 10.88 2.08 10.88
2,08 1118 2.08 11,18
217 12.82 2.17 12.62
2.20 12.90 2.20 12.90
3,03 14.24 3.03 14.24
333 96% 186 333 14,86
360 16.68 350 16.68
3.61 1830 | - 3.61 18,30
364 20.79 3.64 2079
3.63 2253 10.49 3.83 22563
447 24.63 1413 a7 2463
422 27.30 26.00 4.22 27.30
4,38 31.60 4.38 31.60
631 3360 5.31 33.60
5.63 36.30 6.63 36,30
5.96 36,21 | 5.95 36.21
6.28 101.01 8.28 101.01
.66 102.62 8.66 102.62
7.64 7.64
8.18 819 )
8.30 8.30
a b
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