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RESUMEN

El levamisol es un compuesto con gran actividad antihelmintica e
inmunomoduladora, sin embargo posee ademds otras actividades fannacolégicas
como son la estimulacién de los ganglios simpaticos y parasimpéticos jefecto que
v acompafiado de una inhibicidn de la reabsorcion de Ja norepinefrina. Por su lado
el fetramisol, of dexamisol y en menor medida el levamisol poseen actividad
psicotonica y antidepresiva pero una dosis fuerte de levamisof es convulsionante.

Grupos de 4 ratones macho CD-1 fueron tratados por via intraperitoneal
{ip) con 0,14.5 mg/kg,29.0mgkg y 58.0 mg/kg de peso de levamisol y BrdU 24
horas después los animales fueron sacrificados v partir de médufa Gsea se
realizaron las preparaciones. El andlisis de los resultados se realizé de la siguiente
manera: en 1000 células se determino el indice mitfico (im), mientras que para
establecer a tasa de genetacion promedio se evalu® el nimero de céiulas en
primera, segunda y tercera division. La frecuencia de intercambios de cromatidas
hermanas (JCH) se establecid en un minimo de 40 segundas metafases de rafon,

Et anélisis del indice mitdtico encontrado en la médula dsea de los ratones
traiados con el fevamisol, observando que en lodos los fratamientos hubo un
incremento estadisticamente significativo de este parametro (3.62 % para la dosis
de 14.5, 5.08 % para la dosis de 29.0 ug/g v de 3.49 % para la dosis mas alta en
comparacién con ¢l festigo negativo y ef grupo tratado con el vehiculo; p<0.05 con
prueba de diferencia de proporciones).

Cuando se analizé la tasa de generacion promedio, i0s resultados
obienidos mostraron que en ninguna de las dosis aplicadas este compuesto
modificé estadisticamente dicho pardmetro aunque en los fres tratamientos hubo
una disminucion en el fiempo de generacién celular, esto es, las célylas se
estaban dividiendo mas rapido.



A pesar de que en la dosis de 14.5 ng/g de peso hay un leve incremento en
la frecuencia de ICH's, esta no es estadisticamente significativa (3.09 vs 1.91 del
testigo), mientras que en las dosis mas altas no se observa este comportamiento.

Los resullados obtenidos al evaluar el indice mitético muestran que el
levamisol induce proliferacion celilar, aunque en concentraciones mas elevadas
tiende a presentar un efecto citostatico, retrasa la velocidad de division celular y
que en nuestro caso no existe relacion entre el indice mitdtico y la cinética de
proliferaciéii celular.

£l andlisis de fas frecuencias de infercambio de c¢romalidas hermanas
muestra que el levamisc! en las dosis probadas no es genottxico.

A pesar de que a nivel poblacional el levamisol no mostré efectos evidentes,
se pudo establecer que existen individuos mas suscepfibles a la accion del
levamisol.



INTRODUCCION
PARASITISMO EN MEXICO

Las parasiiosis son importantes por su repercusion en la salud de la
poblacién en general, ya sea como causa de enfermedades o muerte. Estas
forman parte de las enfarmedades transmisibles y no siempre sintomaticas, lo que
facifita este proceso (Tay, 1891).

Generaimenie estas enfermedades son susceptibles de controi v
erradicacion y no solo afecta 1a salud sino también la economia. En los paises en
vias de desamolo, incluyendo México, ias parasifosis qué con mayor frecuencia
se presentan son {as siguientes:

 AMIBIASIS
GIARDIASIS
TRICOCEFALOSIS
ASCARIASIS
UNCINARIASIS

Las parasiosis ocurren con mayor frecuencia en ios niucleos de poblacién
mas pobres, carentes de recursos materiales, higiénicos, educativos, elc., los
cusles son ademas influenciados por malos habifos alimenticios, fecalismo al aire
fibre y proliferacion de plagas. Debido a esto en la mayoria de l0s casos la diarrea
agwda es la mas frecuente y representa la segunda causa de la morbilidad en
foda la poblacibn y 'a segunda causa de consulta medica en el Instituio
Mexicano del Seguro Sccial (IMSS) (Rodriguez M, ef a.,1989).
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TIPOS DE PARASITOS MAS FRECUENTES EN MEXICO
AMIBIASIS:

Es la infeccion producida por el parisito Enfamoeba histolvtica, su
distribucion es mundial con prevalencia estimada del 12%. Se le considera la
tercera causa de muene entre las enfermedades parasitarias después del
paludismo y la esquisotomiasis. (Rodriguez, M., ef al.,1989).

La E. histolytica es una de las 7 cepas del género enfamoeba qué habitan
en le humano, encontrando que de todas solamente esta es patégena en el
humano (Rodriguez M., et a/,,1989). Este pardsiio puede eslar presenie en el
cuerpo humano sin signos 6 sintomas, presenta 3 fases de desarrolio importantes
que son: ef praquisie, quiste y trofozoito.

En México ia mortalidad por amibiasis disminuy6é de 4.7/100,000 habitantes
en 1972 a 2.3/100,000 habitantes en 1981 y se atribuye esta disminucion no a las
mejores medidas de prevencion, sino a la mayor disponibilidad actual de mejores
métodos diagnésticos y terapéuticos (Rodriguez, M..ef al. 1989).

Para el tratamiento de la Enfamoeba, generalmente se uiilizan los
siguientes medicamentos: Metrghidazol, dehidroemetina y fa emetina (Tay,1991).

GIARDIASIS:

Fue observada por primera vez en 1681 por Lewenhoeck de sus propias
heces fecales. Este parasito en su forma aduita tiene dos nucleos en forma oval y
el quiste es ovalado con 2 ¢ 3 nucleos pequefios y redondos focalizados en los
potos los cuales se encuentran redeados por flagelos pudiendo tefiirse los quistes

de amarillo 6 azul con lugol.
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Los quistes ingeridos por el hombre pasan sin lesidn por el estomago y al
fegar al duodeno ocurre {a lberacidn de los flagelados qué inician su
multiplicacién.

Se ha observado cierta relacion entre giardiasis y sujetos del grupo
sangdineo A 0 qué sugiere la presencia de fenémenos inmunoldgicos por los
cuales los antigenos de los parasitos y los det huésped impiden reconacer al
protozoario por ef sistema inmunoldgico de defensa del huésped.

Para tratar este fipo de enfermedades, los medicamentos recomendados
son: Metranidazol, olros compuestos imidazélicos (secnidazol) y la furazolidona
(Tay 1991),

ASCARIASIS:

Es una geohelmintiasis cosmopoiita qué se observa con mayor frecuencia
en zonas templadas y en lgares donde las condiciones de higiene y
socioeconGmicas son precarias. En México el 33% de la poblacion esta
parasitada y de eslos ef 6% en forma masiva, a tal grado que en 1981 el IMSS
reportd qué de 3,571,189 casos diaréicos 370,850 fueron causados por
ascariasis. Este pardsito es capaz de presendarse en todas las edades,
principalmente en la infancia y su forma de transmision es fecal-oral con lo que
se adquiere al ingerir huevecilios (Rodriguez M., f af.,1989).

Para tratar esla parasilosis se utiizan de manera regular los siguientes
medicamentos: Piperazina, mebendazol y e albendazo! (Rodriguez M., et
af., 1989).




OXIURIASIS:

Es una helmintiasis cuyo agente causal es el oxiure Enferobius vermiculanis
lamade cominmente ‘“alffilerilfo” en México. E! verme adulto tiene forma
fusiforme, es de color blanco amarillenMo v su habilat es el ciego. La cabeza se
fiia a la mucosa de la pared intestinal siendo el hombre el Gnico huésped de este
parasito.

En 1981 el IMSS reportd qué de 3,571,189 casos diarréicos el 4%
corresponde a oxiuriasis, l0s cuales causan gran mosbilidad en México a nivel de
lactantes y preescolares y esto debido principalmente a la contaminacion de los
alimentos suelos y aguas por heces fecales. Su transmision es por via ano-thano-
boca. El tratamiente recomendado para esta enfermedad es: Pamoato de piruinio.

AGENTES ANTIPARASITARIOS

E! problema principat de las parasitosis es casi siempre la dificultad que
existe para poder controlarias y eliminanas. Este hecho a provocado que al igual
que existen un gran nimero de ofganismos responsables de enfermedades,
existan igual nimero de medicamentos.

A pesar de que la ksta de agentes ferapéuticos es muy grande, los
principales agentes antiparasitarios, usados de manera especifica se encuentran
listados en la tabla 1.

ANTECEDENTES DEL LEVAMISOL

Fue desarrollado en 1960 por los laboratorios Janssen al investigar un

nuevoe medicamento luego de ia sintesis de la substancia 2721 ineficiente para
4
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TABLA 1.- Principales drogas utilizadas contra parasitos infestinales.

DROGA NEMATODOS CESTODOS TREMATOQDOS
LEVAMISOL Uso Clinico X Uso Clinico
PIRANTEL Uso Clinico X X
THIABENDAZOL. |Uso Clinico X Alguna actividad
reportada
MEBENDAZOL Uso Clinico Uso Clinice Alguna actividad
reporiada
NICLOSAMIDA X Use Clinico Alguna actividad
repofada
PRAZIQUANTEL X Uso Clinico Uso Clinico
OXAMNIQUINA X X Uso Clinico

(Nanah y Gilles, 1985)

ellos, obtuvieron un derivado del Amino-thiazol el R6438 doiado de cierta
eficiencia. Al estudiar metabolitos de esta substancia se obtuvo un compuesto
activo el R8141 qué después de una serie de investigaciones encaminadas a
disminuir Jos costos y aumentar la estabilidad en el agua origind el R8299 qué fue
bautizado como Clerhidrato de tetramisol.{Godman y Gilman 1991).

El tetramisol es un derivado imidazdlico y thiazdtico de férmula condenzada
ChH NS con peso molecular 204.75 qué es TETRAHIDRO 2,356 FENIL-6
IMIDAZOL(2-1-6) THIAZOL {figura 1). Es un compuesto racémico qué posee un
carhono alfa asimétrico. Los dos isdmeros son separables en una forma levagira
6 LEVAMIZOL y en la forma dexirégira 6 DEXAMIZOL. De estos compuestos el
levamizol es mds activo qué el dexamizol sin ser mas 16xico.
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Figura 1.- Estructura guimica det Levamisol,

En su estado base a8 un polvo fino blanco, inodoro muy estable en agua y
muy estable en medio #cido y acuoso, en solucién alcakina la hidrotisis genera
productos insolubles fales como el OXO 2 (MERCAPTO-2 ETIL) 3 FENIL-5
IMIDAZOL & OMPI qué s uno de los principales metabolitos obtenidos por
rompimiento dal ciclothiazol.

FARMACOCINETICA
ABSORCION:

Es de accion rapida y se absorbe a partir del tracto gastrointestinal & del
pundo de inyeccidn (ya sea intramuscular o parenteral}, los valores sanguineocs
maximos son obtenidcs entre 1 y 6 horas. La droga generalmenie es
répidamente distribuida y puede detectarse en todos los tejidos v liquidos
incluyendo lagrimas y mucosa bronquial.

En bovinos el clorhidrato de tetramisol racémico en una dosis oral de 20
ugfKg de peso de mestra los siguientes resultados en su fetencion:



Después de 24 lus el teiramisol se fija principalmente en ei higado y
rifiones y disminuye en corazén, misculos, cerebro y sangre. Al pase de 72 hys.
se nota una eliminacién muy clara del tetramisol en iodos los 6rganos, el higado y
el rifibn  retienen ciertas cantidades {alrededor de 0.33 ng y 0.18 ugigr.
respactivamente), teniendo que después de 7 dias ta eliminacién es total.

En ratas ks resultados son simitares, Bemard y Col. notaron qué este
compuesto se fijaba sobre los tejidos qué contenian melanina, en el traclo
urinario, en la piel, y en los foliculos pilosos. Esta fijacién es importante y declina
al pasar 4 dias.

En seres humanos adultos al administrar una dosis oral de 150 myg. el

levamisol es rapidamente absorbido alcanzando una concentracion pico en el
plasma de unas 0.7 ug / ml en el curso de 1 6 2 horas.(Goodman y Gilman 1991).

La droga es complelamenie metabolizada en el higade y eliminada
totalmente en la cfina y en las heces en un curso de 48 horas.

La vida media del lavamisol ¢s de alrededor de 4 horas, mientras qué
Ia de sus metabolitos es una media de 16 horas ( Symoens y Rosenthal, 1977).

ELIMINACION Y TOXICIDAD

El levamisol y sus metabolitos son eliminados por via urinaria {5%) y fecat.
La toxicidad aguda del tetramizo) racémico y sus isomeros izqulerdo y derecho
s0n comparables con una intoxicacion aguda por et levamizol y se observan los
fenémenos de lagrimacion, salivacién, defecacion con contracciones musculares y

problemas nerviosos.
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La toxicidad crénica del levamisol tiene una apariencia reducida, at
adminisirar diariamente durante 120 dias {35mg/Kg peso), ocurid los mismo qué
con {a aplicacion de 100 mg/Kg peso no provocando en la rata ningtin cambio. Al
administrar 25 mg/Kg en ratdn durante un mes no altera los pardmefros
hematokigicos pero disminuye ka respuesta a mitbgenos y antigenos.

En borregos al aplicarles una dosis de 20 mg/kg una vez cada 4 semanas
durante un pericdo de 6 meses no se cbservaron efectos carcinogénicos ni
hematoldgicos. De manera similar despues de 12 at8 meses de tratamientos en
ratas y perfos tampoco se observaron efectos (JEFCA,1992),

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Ademas de {a actividad antihéimitica y de fas actividades
inmunomoduladoras se  han encontrado oiras actividades farmacolégicas
presentes para el levamisol, como son que estimula los ganglios parasimpaticos
y simpaticos, observando que el efecto scbre de estos va acompariado de una
inhibicidn de la reabsorcién de la norepinefrina.(Holcombe et al., 1994).

El fetramizol, et dexamizol y en menor medida el levamizol poseen actividad
psicotdnica y antidepresiva perc una dosis fuerte de levamizol es convulsionante.
A bajas dosis (1X10® M) inhibe a la fosfatasa alcalina de la mayor parte de los
tejidos de mamiferos y las iso-enzimas del perro y de! hombre, asi como en las
isoanzimas placentarias de los humanos, el levamisol aumenta la produccién de
interferones.
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EL SISTEMA INMUNE Y LOS IMIDAZOLES

En 1972 Renoux y Renoux descubrieron qué el levamisol aumentaba la
proteccién de la vacuna contra la Brucella. Ademas observaron que animales
tratados con esta droga, debido a infecciones provocadas por nematodos, eran
menos sﬁsoeptibles a adquirir ctras enfermedades de tipo infeccioso. A partir de
aqui, se estudié con mas detalle sus posibles propiedades inmuno-regulatorias.
Se observo qué aumentaba la respuesta de los linfocites humanos a mitdgenos 6
anfigenos in vitro (Sunshine ef a/.,1977), la sintesis de ADN en timocitos (Meruzzi
ot al.,1975) vy la produccion de linfocinas (Whitcomb et al., 1976). Estos efectos en
{a profiferacion de linfocitos también son provocados por el imidazol u otros
agentes que incrementen los niveles de Guanosinmonofosfato ciclico (GMPc¢)
como o hace el levamisol (Hadden y Coffey, 1975). Se ha propuesto qué e!
levamisol actiia sobre el nuclediido ciclico fosfodiesterasa, incrementando el
rompimiento de AMP¢ y disminuyendo el rbmpimiento del GMPc. Este efecto al
menos no es mediade por la inhibicidn de la liberacion de la hisfamina en
preparaciones de linfocitos medianie el incremenio en la produccion del AMPc
(Lichtestein y Margolis, 196B), el isoproterol a través de receptores B-adrenérgicos
v la teofilina al inhibir a la AMPc josfodiesierasa.

TOXICOLOGIA AMBIENTAL:

Para la OMS y la EPA en 1990, las sustancias quimicas de uso cotidiano
en ¢i mundo son aproximadamente 73,000 con un incremento anuat entre 1000 y
2000 sustancias, de fas cuales bien estudiadas Gnicamente son 5000 (Rochelie,
1993).

En la actualidad debido al gran aumento en la cantidad de sustancias qué

entran en el ambiente en muchos casos se ha rebasado la capacidad de los
: 9
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sistemas para transformar las sustancias naturales, 6 bien los sistemas carecen
de ia capacidad para asimilar, transformar 6 eliminar las sustancias sintéticas;
por lo tante se ha alterado el equilibrio ambiental y debido a la acumulacién de
materia y energia se da la contaminacién (Ortiz ef ai,1987). A las formas de
materia qué exceden las concentraciongs naturales en un momento y en un
sistema dado, causando efectos adversos en el se les considera “contaminantes
téxicos".

TIPOS DE CONTAMINACION

Los fipos de contaminacidn existentes en el ambiente pedemos clasificarios
en fres grandes grupos:

BIOLOGICA: Como los Virus, las Bacterias, los Protozoarios, los Hongos y
algunos Vegetales.

FISICA: Como el Calor, el Ruido y las Radiaciones.
QUIMICA: Los Hidrocarburos, los Metales, los Plaguicidas, los Medicamentos, etc.
CONTAMINACION BIOLOGICA:

La coniaminacion biolégica propiamente dicha requiere qué un
microorganismo se encuentre en un sustrato al qué no pertenece 6 en uno al qué
si partenece pero en concentraciones qué exceden a las naturales (Albert, 1588).

En los paises en desarrollo son muy amplios los ejemplos de este tipo de

contaminacion debido a las caracterisficas de condiciones de higiene qué son

muy deficientes. La contaminacién bioldgica se puede evitar O controlar con
10



sistemas para transformar las sustancias naturales, 6 bien los sistemas carecen
de la capacidad para asimilar, transformar 6 eliminar las sustancias sintélicas;
por lo tante se ha afterado el equilibrio ambienta! y debido a la acumulacién de
materia y energia se da la contaminacion (Ortiz et af.,1987). A tas formas de
materia qué exceden las concentraciones naturales en un momento y eh un
sistema dado, causando efectos adversos en el se les considera “contaminantes
toxicos".

TIPOS DE CONTAMINACION

Los tipos de confaminacién existentes en el ambiente podemos clasificarios
en tras grandes grupos:

BIOLOGICA: Como los Virus, las  Bacterias, fos Protozoarios, los Hongos y
algunos Vegetales.

FISICA: Como el Calor, el Ruido y las Radiaciones.
QUIMICA: Los Hidrocarburos, 1os Metales, los Plaguicidas, los Medicamentos, etc.
CONTAMINACION BIOLOGICA:

La contaminacibn bioldgica propiamente dicha requiere qué un
microorganismo se encuentre en un susirato al qué no pertenece ¢ en uno al qué
Si pertenece perd en conténtraciones gqué exceden alas naturales (Albert, 1988),

En los paises en desamollo son muy amplios fos ejemplos de este tipo de

contaminacion debido a las caracleristicas de condigiones de hipiene qué son

muy deficienies. La contaminacion bioldgica se puede evitar 0 controlar con
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relativa facilidad si se analiza la contaminacion de suelos, agua, aire y sus
efectos adversos en el tiempo y en el espacio lo qué permite su identificacién y el
remedio en un tiempo razonable (Albert, 1968).

La contaminacidn bioléglca causa una alta tasa de montandad que puede
ser controlable por medio de higiene, ingenieria sanitaria, etc.

SUSTANCIAS AMBIENTALES ANTROPOGENICAS

Se Hama asi a todas las sustancias qué se pueden encontrar en el
ambiente como resullade de las actividades de! hombre, dentro de las que
auedan las contaminaciones fisicas v quimicas. Por su origen se clasifican en
naturales y en sintéticas ¢ xenobidticas.

SUSTANCIAS XENOBIOTICAS

Las sustancias sintetizadas por el hombre han aumentado de una manera
casi exponencial, asi en 1960 se habian descritq 1,000,000 de sustancias
quimicas 6 un poco mas, mientras qué en 1980 ya se conocian 5,000,000 de
sustancias quimicas (Albert, 1988). La gran mayoria de estas sustancias no tienen
un uso posterior a su descripcitn, o bien, su uso esta fimitado a laboratorios de
investigacion.

Para la EPA y la OMS se aceptaban en 1980 que las sustancias de uso
cotidiano, 1,500 son principios activos de plaguicidas, 4,000 son farmacos,
10,000 se emplean en cosméticos y otras 10,000 se utilizan en productos para
uso doméstico ademas de 5,000 en textiles y 9,000 en otros usos (Albert, 1988),

Debido a la gran cantidad de compuestos a los que el hombre se encuentra

expuesto, ya sea de manera natural 0 de manera ocupacional, ha sido en los
11



relativa facilidad si se analiza la contaminacion de suelos, agua, aire y sus
efectos adversos en el tiempo y en el espacio fo qué permite su identificacion y el
remeadio en un tiempo razonable (Albert, 1988).

La contaminacidn biolbgica causa una alta tasa de mortandad que puede
sar controlable por medio de higiene, ingenieria sanitaria, etc.

SUSTANCIAS AMBIENTALES ANTROPOGENICAS

Se Hama asi a todas las sustancias qué se pueden encontrar en el
ambiente como resultado de las aclividades del hombre, dentro de las que
quedan las contaminaciones fisicas y quimicas. Por su origen se clasifican en
naturales y en sintélicas 6 xencbidticas.

SUSTANCIAS XENOBIOTICAS

Las sustancias sintetizadas por el hombre han aumentado de una manera
casi exponencial, asi en 1960 se habian descriio 1,000,000 de susfancias
quimicas 6 un poco mas, mientras qué en 1980 ya se conocian 5,000,000 de
sustancias quimicas (Albert,1988). La gran mayoria de estas sustancias no tienen
un uso posterior a su descripcién, o bien, su uso esta limitado a faboratorios de
investigacion.

Para la EPA y la OMS se aceptaban en 1280 que las sustancias de uso
cotidiano, 1,500 son principios activos de plaguicidas, 4,000 son farmacos,
10,000 se emplean en cosméticos y otras 10,000 se utilizan en productos para
uso domésiico ademas de 5,000 en textiles y 9,000 en ofros usos (Albert,1988).

Debido a la gran cantidad de compuestcs a los que el hombre se encuentra

expuesto, ya sea de manera natural o de manera ocupacional, ha sido en los
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ditimos afios una gran preocupacion, debido a tos efectos gque puedan causar
estas sustancias a los organismos. Durante muchos afios, se han desarrollado
metodologias encaminadas al estudio de este tipo de interacciones, para ko cual
se requiere tomar en cuenta fos siguientes aspectos:

1.-Informacion general de la sustancia.

2.-Informacion guimica,

3.-Informacién analitica.

4.-Rutas por las qué llega 2l ambiente.

5 -Transporfe y distribucion en el ambiente.

6.-Modificaciones en ei ambiente.

7 .-Biotransformacitn e interacciones con los seres vivos.

8.-Efectos bicldgicos,

9.-Si se demostré que causa un problema ambiental se investigara la acumulacion
en el medio.

CARCINOGENESIS AMBIENTAL

En la actualidad ef cdancer es una de las causas mds importanies de
mortandad en &l mundo, a pesar de que ta locatizacion especifica de los tumores
varia de una regién a olra y es diferente para cada sexo. Por esta causa se
incrementa ta preccupacidn por la presencia en ef ambiente de sustancias de
accibn carcinbgena que inciuyen ifanto productos naturales como productos
sintéticas que, independientemente de su naturaleza y origen, son finalmente la
mayoria creadas por ef hombre.,

A través deé numerosos estudios epidemiolégicos se ha comparado la
incidencia de distintos tipos de cdncer en grupos humanos y en diferentes

paises. Alencontrar lugares con incidencia muy baja de algunos tipos de cancer
12
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Btimes afios una gran preocupacion, debido a los efeclos que puedan causar
estas sustancias a los organismos. Durante muchos anos, se han desarrollado
metodologias encaminadas al estudio de este tipo de interacciones, para o cual
se requiere tomar en cuenta los Siguientes aspectos:

1.-fnformacién general de la sustancia.

2 -Informacidn quimica.

3.-informacién analitica.

4.-Rutas por las qué llega al ambiente.

5.-Transporte y disirbucién en el ambiente.

6.-Mcdificaciones en el ambiente.

7.-Biotransfonmacitn e interacciones con los seres vivos.

8.-Efectos biologicos.

9.-Si se demosiré que causa un problema ambiental e investigara fa acumulacion
en el medio,

CARCINOGENES|S AMBIENTAL

En la actualidad el cincer es una de las causas mas importantes de
mortandad en el mundo, a pesar de gue ia localizacion especifica de ks tumores
varia de upa regidn a otra y es diferente para cada sexo. Por esla causa se
incrementa la preccupacién por la presencia en el ambiente de sustancias de
accibn carcinégena que incluyen tanto productos naturales como productos
sintélicos que, independientemente de su naturaleza y origen, son finaimente la
mayoria creados por ei hombre.

A través de numerosos estudios epidemiologicos se ha comparado fa
incidencia de distintos tipos de cancer en grupos humanos vy en diferentes

paises. Al encontrar lugares con incidencia muy baja de algunos tipos de cancer
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y al haber demostrado, ademas que los emigrantes fienden a presentar la
incidencia probable de cancer de un lugar imaginaric en el cudl las incidencias
fueron las minimas posibles (Albent, 1988), se ha sehalado qué de un 70 a 80%
de los canceres que se gbservan en esta poblacién se ven favorecidos por
factores ambientales qué afectan a ios individuos independientemente de que
estos tengan predisposiciin genética o no la tengan. Se calcula que aquellos
canceres exciusivamente de ofigen genético constituyen sélo el 2% mientras qué
los que ocurren en ausencia de influencias ambientales 6 genéticas evidentes
parecen representar alrededor del 20% . "Las sustancias qué son capaces de
inducir el desarrollo de tumores malignos se les considera cargindgenos quimicos”
{Albert, 1988).

Existen anlecedentes histéricos sobre los carcindgenos ambientales qué
datan de hace 200 ahos y parien de las observaciones de Percivall Pott en
Inglaterra con relacion a las elevadas frecuencias de cancer escrotal en los
deshollinadores, es decir los jévenes dedicados a limpiar chimineas. A partir de
esta &poca , se han identificado muchas ofras ocupacicnes asociadas a un alto
riesgo de desarrollar cancer (Tabla 2).

Las observaciones clinicas son el mejor vehiculo para comprender y poder
atacar el problema por ser un medio insustituible. A partir de 1910 se introducen
modelos experimentales logrando un importante avance en la identificacion de
numeyosns carcinbgenos entre elios las radiaciones ionizantes, los rayos X y
diversos agentes quimicos ademds de identificar algunos factores qué favorecen
al desarrollo del cancer (Doll,1980).

Es necesario sehalar en esta resefia historica los estudios realizados en
1924 qué mostraban la accién carcindgena de los procesos de cicatrizacion en

animales expuestas a alquittanes. Ofros estudios permitieron identificar hormonas
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y asteres de forbol como carcindgenos y pusieron [as bases para qué en 1942 se

propusiera que el cancer se desarmolla en dos etapas como iniciacion

(Rochelle, 1993) y qué es de caracter irrversible y la segunda etapa lamada de

promogion la cudl es susceplible de revertir antes de la aparicion del tumor.,

Tabla 2.- Grupos ocupacicnales en fos cuales se han encontrado incidencias

elevadas de cancer.
GRUPO OCUPACIONAL | LOCALIZACION DEL %
CANCER EN EXCESO
Mineros de la hulla Estémago 40
Quimicos. Pancreas 64 al 79.
Fundidores Pulmbn 50 al 150
Trabajadores textiles Boca y faringe 77
imprescres de peribdicns Boca y faringe 125
Mineros metalirgicos. Pulmdn 200
Trabajadores produccion Intestino grueso y 181y 312
de hulla pancreas
Trabajadores produccion Pulmén y préstata 135y 248
de cadmio
Industria hulera Estémago y leucemia 80y 140
Industria Hantera. Vejiga y cerebro 88y80
Reparacion de Nantas Puimén 61
Carpinte Cavidad y senos nasales 300 y 400
ros
Zapateros Cavidad, senos nasales y 700y 100
leucemia
Peleteros Vejiga 150
Albert, 1988

En 1933 se realizd una etapa de estudio de {a carcinogénesis quimica con
la extraccién del benzopireno a partir del alquitran de hulla y los estudios
realizados sobre su carcinogenicidad vy biotransformacidn, destacando los
realizados sobre induccibn de transformacion de células de cultivo, qué también
son ulilizados en estudios para evaluar ta carcinogenicidad de tos virus.
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Mediante ensayos con animales de experimentacién se han evaluado como

carcinégenos avededor de 1 500 agentes quimicos (Albert, 1988). Al utilizar
animales y para poder clasificar como agente carcindgeno un requisito necesaric
es qué las pruebas se realicen con dos especies diferentes, se usen ambos
sexos y qué los tratamientos se Heven acabe a lo largo de la vida de los animales,
de 7 000 compuestos evaluados se tiene yn wepotte de qué solo 750 dieron
resultades posilivos (Afbert, 1988),

SISTEMAS DE EVALUACION

Para poder establecer la relacion entre el nivel de exposicién a agentes
quimicos, fisicas 6 biolgicos v el riesgo qué estos representan para 1a salud del
hombre se utilizan animales y plantas como modelos bioldgicos de prueba. La
naturaleza de los efectes puede ser determinada como ja proporcién de dafo
causado por una dosis determinada en un periodo de tiempo dado. La rufa de
exposicion, el vehiculo del thxico, la edad, el sexo y las condiciones del modelo,
€l tiempo de exposicion y el método empleado para determinar las alieraciones
son muy imporlantas (Wiliam, 1982).

Los sistemas de pruebas (animales 9 vegetales) utilizados para deteciar los
efectos mutagénicos de los agentes de tipo fisico, quimico 6 biolégico son
numerasos y se han agrupado en cuatro categorias (Moutschen , 1985 ).

GRUPO |:Pruebas disefiadas para detectar lesiones a nivel molecutar (Reaccion
de los compuestos con las moléculas del ADN ).

GRUPOQ il:Sistemas disehadoes para detectar mutaciones a nivel celular, utitizando
organismos inferiores y algunos superiores como {a Tradescantia, hdmster y raton.
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Madiante ensayos con animales de experimeniacion se han evaluado como
carcindgencs akededor de 1 500 agentes quimicos (Albert, 1988). Al utilizar
animales y para poder clasificar cémo agente carcindgeno un requisito necesario
es qué las pruebas se realicen con dos especies diferenies, se usen ambos
sexos y qué los tratamientos se Heven acabo a lo largo de la vida de los animales,
de 7 000 compuestos evaluados se tiene un reparte  de qué solo 750 dieron
resultados positives (Albert, 1988).

SISTEMAS DE EVALUACION

Para poder establecer fa refacion enire el nivel de exposicién a agentes
quimicos, fisicas 4 biolGgicos y el riesgo qué estos representan para fa salud del
hombre se utilizan animales y plantas como modelos bioldgicos de prueba. La
raturaleza de los efectos pusde ser determinada como la proporcién de dario
causado por una dosis determinada en un periodo de tiempo dado. La ruta de
exposiciin, el vahiculo del thxico, la edad, el sexo y las condiciones dei modelo,
€l tiempo de exposicién y el método empleado para determinar las alleraciones
son muy importantes (Witliam, 1982),

Los sistemas de pruebas {animales 6 vegetales) utilizados para detectar los
efectos mutagénicos de los agentes de tipo fisico, quimico & biologico son
numerosos y se han agrupado én cuatro categorias (Moutschen , 1985 ).

GRUPO I'Pruebas disenfadas para detectar lesiones a nivel molecular (Reaccidn
de 10s compuestos con las moléculas del ADN ).

GRUPO II:Sistemas disefiados para detectar mutaciones a nivel celudar, utiizando
organismos inferiores vy algunos superiores como la Tradescantia, hamster y raton.
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GRUPOM:Pruebas disefadas para detectar el dafio causado a nivel cromesémico
{efecto clastogénico y mutagénico ), ya sea in vivo 0 in vilro, utilizando piantas ¢

animales.

GRUPO 1V :Sistemas disefiados para observar los efectos en la progenie de los
organismos completos, en piantas como ta cebada y el maiz & animales como la
Drosophila y el raton,

Dentro de las ptuebas del grupo Wl se encueniran todos los andlisis qué
involucran el estudio de fas aberraciones cromosdmicas qué son visibles
microscopicamente (Moutschen, 1985). Los efectos en la division celular y la
induccién de anomalidades cromosonticas forman un critefic importante para la
identificacion del dafio en los sistemas genéticos inducidos por agenfes
mutagénicos (Sharma y Talukder, 1987), pudiéndose analizar dentro de eslas
alteraciones cromosomicas ya sea de tipo numérico, estructural & ambas (Brinkley
y Walter , 1975).

Las aberraciones estructurales de los cromosomas  resultan del
rompimiemto y rearreglo de Isocromosémas completos en forma anormal (Carrano
y Natarajan, 1988), lo cudl provee de evidencias inequivocas del dafio genético
(Tice, 1986).

Por su lado, las alleraciones numéricas son debidas principalmente a una

disfuncién del huso, aunque la fusién y la fision centromérica también puede
alterar el nimero cromosémice en clertos casos.
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SISTEMAS DE PRUEBAS IN VIVO

Los sistemas de prueba in vivo ofrece la ventala de qué al exponer al
animal completo a un mutdgeno conocido o potencial, muchos de los factores
fisiologicos del metabolismo de los mamiferos son automaticamente incorporados
en ia prueba, y el dafio cromosémica puede ser estudiado en mas de un tejido en
el mismo animal (Baitsch et al,1982) Pero es mas convenienfe utilizar
mamiferos en las pruebas para lograr la extrapolacion de los resuitados a los
sistemas humanos (Ehling,1976). Entre las evaluaciones qué se pueden realizar
en los ensayos de mamiferos in vivo empleando células somdticas se

encuentran:

1.- Aberraciones cromosbémicas e intercambio de cromatidas hermanas en
médula 6sea.

2.- Ensayos via hospedero.

3.- Mutagenicidad microbiana por orina.

4.- Ensayo de mancha en ratén

5.- Abermraciones cromosdmicas e ICH's en linfocitos de raton.

6.- Ensayos en células de la granuloma de raton.

7.- Ensayos en céiulas resistentes a la toxina de ia difteria

Mieniras que en las células germinales se pueden estudiar:

a) Ensayos de mutacidn genética en células germinales primarias.

b) Sisternas de ensayc de mutacion cromosdmica |, incluyendo letales dominantes,
traslocaciones heredables y ensayos cilogenéticos.

¢) La prueba de sintesis no programadas de ADN en espermatocitos y el ensayo
de ICH's

{Oleson , 1980).
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MEDULA OSEA COMO SISTEMA DE PRUEBA

Uno de los ensayos mutagénicos in vive més versatil empleando células
somaticas es el daho en médula Osea de raton. La médula ésea es un
imporiante componente del sistema inmunitaric en organismos supetiores
{Krishna of al, 1986) y esta formada por los precursores de fas células
sanguineas, macrofagos, céiulas adiposas, células y fibras reficulares
(Fawcett, 1987). Las células madre, precursoras sanguineas, estan en constante
division y diferenciacién y van a dar origen a eritrocitos, basofilos, neutrdfilos,
eosindfilas y plaquetas (Fawcett, 1987).

Debido a qué la médula dsea es un tejido en proliferacién, es ampliamente
utilizado para identificar compuesios qué son capaces de inducir cambios
estructurales en los cromosomas (WHO, 1985, Moutschen, 1985; Krishna ef
al. 1986). Dentro de las evaluaciones cominmente realizados en este tipo de
células se encueniran: las abemaciones cromosdmicas, el indice mitdtico, ia
cinética de division celular y los intercambios enfre cromdtidas hermanas entre

otros.

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS, (ICH's) IN VIVO

Los intercambios de cromatidas hermanas son transposiciones simétricas
equivalentes entre las cromaiidas de un mismo cromesoma y representan un
infercambio de doble banda enfre fas moléculas de ADN (Morales, 1984,
Cruz, 1981},

En 1838 McClinteck observd en cromosomas gor primera la formacién de
cromosomas dicénlricos, que significaban el doble del tamafio inicial. Esfo se sabe
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MEDULA OSEA COMO SISTEMA DE PRUEBA

Uno de los ensayos mutagénicos in vivo mas versatil empleando cétulas
somdticas es el dafio en médula 4sea de ratdn. La médula ésea es un
importante componente del sistema inmunitaric en organismos superiores
(Krishna eof al, 1988) y esla formada por los precursores de ias células
sanguineas, macréfagos, células adiposas, células y fibras reficulares
{Fawcett, 1987). Las células madre, precursoras sanguineas, estan en constante
divisién y diferenciacién y van a dar origen a eritrocitos, bastfilos, neutrofilos,
eosinbhilos y plaquetas {Fawcett, 1987).

Debido a qué la médula dsea es un tejido en proliferacion, es ampliamente
uiilizado para identificar compuestos gqué son capaces de inducir cambics
estructurales en los cromosomas (WHQO, 1985, Moutschen, 1985; Krishna et
al.1985), Deniro de las evaluaciones cominmente realizados en este tipo de
células se encueniran: las abemaciones cromosémicas, el indice mildtico, la
cinélica de division celufar y los intercambios entre crométidas hermanas enltre
olros.

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS, (ICH's) IN VIVO

Los intercambios de cromdtidas hermanas son transposiciones simétricas
equivalentes entre las cromatidas de un mismo cromosoma y representan un
intercambio de doble banda entre las moléculas de ADN {(Morales,1984,
Cruz, 1991}

En 1938 McClintock observd en cromosomas por primera la formacion de
cromosomas dicéntricos, que significaban el doble del tamafio inicial. Esto se sabe
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en la actualidad corresponde a un intercambio de cromatidas hermanas, En 1957
se obliene la primera evidencia directa de los Intercambios de cromdatidas
hermanas (ICH) en células de Beflevaria romana, uJtilizando métodos
autorradiograficos, que consistieron an (a incorporacion de la timidina tritiada (HY),
en la primera de dos divisiones obteniendo ai final un cromédtida marcada y la otra
no, siendo eslo evidencia de la duplicacion semiconservaliva y ta presencia de
una sola banda de ADN por cromatikla. En estos cromosomas se observé la
presencia frecuente de intercambios de fragmentos de una cromatida a la ofra del
mismo cromosoma, a bo cual se le lamd intercambio de Cromafidas Hermanas
(iCH) (Taylor, 1958).

E} méfodo autoradiografico fenia poca resolucion por bo cual se desarrolio
ofro método basado en la incorporacidn de un analogo de base de la timidina, (a
5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU), durante al menos el primero de dos ciclos
replicativos det ADN y &l use de la fincion fluorescente con hishenzimida,
Hoechst-33258. La tincién diferencial de Jas cromatidas hermanas por
fluorescencia se basa en que la BrdU reduce la fucrescencia del colorante, por lo
que al analizaras en el microscopio de flucrescencia, una cromatida se encuentra
bifilarmente sustituida por 1a BrdU la cudl se observa opaca y la otra uniflarmente
sustituida se observa brillanie. Auntue este méfodo presentaba mayor resolucion
qué el autorradicgrafico, ya que los intercambios se detectaban mas facilmente,
tenia la desventaja de que (a fluorescencia se perdia facilmente con el tiempo
(Latt,1974). Asi surge el método Hamado Filucrescencia mas Giemsa (FPG), el
cuat se desarrollo haciendo algunas modificaciones, que consistieron en dejar a
las célufas durante dos ciclos de replicacion en presencia de BrdU, exponerlas a
uz para producir un reaccion de fotdlisis del ADN bifiiarmente sustitufdo y tedislas
con Giemsa. con este método se obtiene una tincién palida en la cromatida
bifilarmente sustituida y la crométida  unifilarmente sustituida se tifie mas oscura.
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En estas preparaciones ademés de mayor resolucién son permanentes (Perry y
Woiff, 1974) (figura 2)

™
CROMOSOMA BrA
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Figura 2.~ Incorporacién de la bromodesoxiurkiina al ADN por
dos ciclos de replicacion

A partir de estas fechas se han desarroliado una serie de modelos in vivo
basados en la incomporacitn de la BrdU,; a fravés de inyeccioneés intraperitoneales
muktiples (Allen v Laft, 1976), por infusioneé. subcutdneas (Per y Mattias, 1976} 6
intravencsas (Schneider ef al,1978), por la implantacidn de tabletas con BrdU
pura (Aden et af .,1977) , cubierta de parafina (McFee et al.,1983) o con agar (King
ef al,,1982) y por una inyeccién intraperitoneal de la BrdU absorbida a carbén
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activado qué fue el méiodo ufilizado en este trabajo y qué fue propuesto por
Morates en 1984(Garcia, 1992).

Actuaimente existe gran cantidad de informacién e investigacion acerca de
los intercambios de cromatidas hermanas, aunque el significado biolégico no ha
sido claramente determinado. La induccion de los intercambios de cromélidas
hermanas requiere del paso de las células por Ia etapa de sintesis del ADN ("S")
(Wolff et al., 1974), ya qué los intercambios se producen durante o inmediatamente
después de que se ha dado la bifurcacién en {a duplicacion de ADN (Kaio, 1983},
observarddo que la frecuencia de ICH's es mayor en "S" y decrece cuando la
télula pasa a "G," (Schavartzman y Gutierrez,1980).

Los mecanismos de formacién aun no han sido determinados, se cree que
pueden ser inducidos por diversas causas como son: el dafio directo al ADN
(Pgrry y Evans,1975; Abe y Sasaki, 1977, Nakanishi y Schneider,1979), por
inhibicién del proceso de sintesis del ADN (ishii y Bender, 1980), por inhibicion de
enzimas involucradas en la reparacién (Oikawa ef al., 1980, Morgan y Cleaver,
198b) & por un agente promolor de cancer ne involucrado en fa produccion de
lesiones sobre ) ADN (Kinsella y Radman, 1978 y Schwarts et al., 1982).

El proceso de infuccion parece producirse de manefa espontanea en
células que no han sido tratadas 6 cuando menos no de formna intenciona) por
algun agente inductor de intercambios (McClintock,1938), esto ha sido
demostrade in vilro (Kato,1974) e in vive (Tice ef al.,1976), al observar qué por
debajo de determinadas dosis, la frecuencia permanece constante, lo cual
significa qué los valores sonh espontanacs.
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Por otra parte, a dosis mas altas estos valores se incremenian en forma
dependiente de ia concentracion de fa dosis de Brdl) administrada. Esto se debe
a que la BrdU que no se incorpora al ADN, induce {os intercambios alterando
probablemente {as pozas metabilicas de los nucledtidos (Davidson et af,, 1980).

Se ha determinado medianie la técnica de tincion diferencial de cromatidas
én tres tonos, qué Ia frecuencia basal de ICHs se incrementa en tres divisiones
sucesivas en la céluls, lo que implica qué ia inyeccidn de BrdU si influye de
manera importants en el valor basal de fos intercambios, y que esta tincién implica
ta mcorporacion de cantidades crecientes de BrdU (Morates-Ramirez of g!, 1987).

El valor basal de los inlercambios varia de pendiendo de: a) el fipo celufar,
b} la forma de administracion del BrdU, ¢) las condiciones del medio (femperatura.
oxigeno, ete,) y dj ia realizacibn del experimento in vive & in vitro (Kato y
Sandberg,1977; Morgan y Crossen,1981; Kato, 1980 y Verly ef a1.,1973) .

MECANISMOS DE INDUCCION DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS
HERMANAS

Existen varios modelos propuestos para  explicar la induccién de
intercambios; como el basado en la recombinacién bacferiana propuesio por
Holiiday en 1964, qué explica los intercambios con una allernativa de
recombinacion de doble banda (Morales-Ramirez et al,1980). Otrc modelo
propuesto por Painter en 1980, exphica la induccién de intercambios a través de
daios que retardan la duplicacion, que producen sintesis a diferentes iempos y
rpimientos a nivel de "cluster”, para finaimente obtener asociaciones aleatorias
entre bandas parentales e hiias, qué corespanden a un intercambio entre doble
banda. Finalmente Jshii y Bender en 1980 propusieron qué 3 induccion de YCHs
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consisle en [a desviacién replicativa, donde los intercambios espontaneos son el
resuttado de una ruptura ocasional de las bandas parentales durante ia sintesis y
Su reasociacion con jas bandas hijas de igual polaridad, pos lp tanto los ICH
causados son debidos a qué el dafio provoacado 3 una de fas bandas, causa su
fupfura a nivel de la  bifurcacidn durante la sintesis, o cual trae como
consecuencia un cambio de via durante fa duplicacion que permite Nenar el
espacio opuesto al dafo (Morales,1984).

Por medio del bandeo cromosdmice se ha podido deferminar qué la
induccion de inlercambios no es homogeénea a ko largo del cromosoma y qué
existen zonas proferenciales, siendo ias unionres entre bandas positivas y
negativas, las que presentan una mayor frecuencia de intercambios (Latt,1474).

LOS INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS COMO INDICADORES
DE DARO

ta induccidn de ICH por agentes mutigenos-carcindgenos, ha sido
ampliamente demostrada tanto en sistemas in vivo (Sfetka y Wollf, 1976; Schreck
of al.,1979; Schneider ef a/.,1978; Morales-Ramirez, 1980}, como in vitro (Perry y
Evans, 1975; Nakanishi y Scheider,1979) como indirecta (Stetka y Wolff, 1976 y
Schereck of al,, 1979 y Morales-Ramirez, 1980) y por agenies fisicos como el calor
{Kato,1980), luz Uitraviolela (Wolff of al. 1974, McRae ot a/.,1979), ultrasonido
{Liebeskind ef al,1979) y Radiacién ionizante (Abramousky et al,1978;
Fomace,et.al.,1980; Morates-Ramirez ef al,, 1983).

El grupo de iCH del programa GENE-TOX de los Estados Unidos de
América (Latt ef al,1961) consideran e} andlisis de ICH como un método
altemnativo para detectar mutdgenos quimicos y fisicos, ademas de presentar las

siguientes ventajas:
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1.- Es excelente para detectar agentes qué producen aductos en el ADN

2.~ Es mucho mas sensibie para detectar mutagenos quimicos qué el método
basado en andlisis de aberraciones cromosomicas.

3.- Hay ensaycs fanto in vive como in vifro para detectar mutagenos directos 6
indirectos, es decir qué requieran © no activacion metabdlica.

4.- Es un métado relativamente rapido.

5.- Los sistemas in vivo pemiten el analisis de lejidos diversos incluyendo células
germinales.

6.- Existen sistemas en organismos diversos incluyendo plantas y animales no
mamiferos, los cuales pueden ser usados como monitores ambientales de
agentes genotdxicos.

Este ensayo puede ser usado en poblaciones humanas, y comao principales
desveniajas se consideran Gnicamente

A) Poco sensible para mutdgenos que inducen rupturas dobles.

B) £l desconocimiento del significado biologico

C} Ei desconocimiento de la correlacién de ICH con el niimero de lesiones.
D) El efecto sinérgico & aditive que puede tener a BrdU respecto al

mutdgeno

El mismo grupo propane que e analisis de ICH, tiene reproducibilidad de
tal modo qué basta el andlisis de 25 células por dosis en los sistemas in vitro y
para los sistemnas in vivo se recomiendan tres dosis diferentes, con un minimo de
4 animales por dosis y un andalisis de 25 células por animal.
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INDUCCION DE INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS POR
AGENTES QUIMICOS Y FISICOS.

Se ha demostrado qué algunos agentes quimicos alquilantes producen
enlaces cruzados en el ADN, qué inducen intercambios de& cromalidas hermanas,
tal como a mitomicina C vy ia mostaza nitrogenada. Exisfen también los agentes
monofuncionales qué producen aductos, como la mostaza de quinacrina, la
adriamicina, ¢! fluorocromo Hoechst-33258, el metil metanosulfonato, e 4-
nitroquinoline 1-oxide. También existen agentes como ta ciclofosfamida (agente
anfineopldsico}, gue requiere activacién metabdlica para converirse en un agente
alquilante bifuncional activo y causar induccién de intercambios de cromatidas
hermanas (Latt,1974; Perry y Evans,1975).

La produccidn de monoaductos 1ambién puede inducir intercambios de
crométidas hermanas y son producidos por agentes como a porfiromocina y la
decarbamoil-mitomicina-C {derivado monofuncional de la mitomicina-C ) {Carrano
ot al., 1977). ‘

Los inhibidores de la siniésis de ADN como la  hidroxiurea, (a 1-
Dacabinofuronasil citosina y la afdilcolina incrementan fos intercambios de
croméitidas hermanas tante basales como inducidos por atros agentes quimices o
fisicos {Morgan y Cleaver 1982}

Se ha enconirado que agentes fisicos como la temperatura, fuz ultravioleta
v el ultrasonido, son capaces de inducir intercambios de cromatidas hermanas,
durante la fase de sintesis, o cudl se asocia con un retraso en el curso de la
replicacién del ADN  (Kato,1980; Wolff of al 1974; Mac Rae ef 2/, 1979 y
Liebeskind of al,1879).
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Existe confroversia acerca de cudl es el dano responsable de inducir los
intercambios de cromalidas hemanas. Ishi y Bender en 1980 proponen qué [os
enlaces ADN-proteina son 1os mas probables en la induccién de ICH. Kano y
Fujiwara (1981) proponen qué los enlaces cruzados son fa lesidn mas eficiente en
la produccitn de ICH, mientras que Lait y Cassel (1980), sugieren que tanto los
monoadiuctos como Jos enlaces cruzados son los responsables de fa produccion
de intercambios de eromatidas hemanas.

INDICE MITOTICO

El indice mitético (IM), indica la proporcion de céllas qué se encueniran
en divisitn, considerdndose Jnicamente las células en metafase y se calcula
mediante la siguiente formula:

iM = # de células en metafase x 100/ 1000

La division cehilar puede ser allerada por diferentes agentes quimicos 6
fisicos y esto se manifiesta como inhibicién, refraso © aceleracién en la division
cefutar.

€l refraso & inhibicién de la mitdsis se presenta por una alteracion al

principio de la division celular, la cudl se da en la interfase de (sintesis), sin
embargo las células en el estado posterior pueden continuar el ciclo mitético.

. La causa real del retraso mitético no ha sido encontrado  va qué hasta la
siguiente divisidh celular es cuando se pone en evidencia el dafio. La inhibicidon
mit6iica puede ser completa y permanente, El (IM) es uno de los indicadores del
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crecimiento celular ¥ nos proporciona informacién para deferminar la accion
citotéxica de una substancia (OSTROSKY, 1993).

TIEMPO DE GENERACION PROMEDIO

Este pardmetro nos indica la velocidad con la cud! se dividen ta células y es
un parametro genotoxico qué nos permite detectar alteraciones en la velocidad
de replicacion de ia célulia; Ja cinética del ciclo celular puede ser referida como
tiempo promedio generacional (TPG) ia cual depende del nimero de células que
se han dividido 1,2,3 0 mas veces y {a cinética del ciclo celular se puede ideniificar
por tincibn diferencial (Roldan, 1992)
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JUSTIFICACION

Tomando en consideracién qué exigen varios reportes en los culles se
describe qué algunos agentes antiparastarios como el albendazol y el
metronidazo! han mostrade ser agentes mutagénicos y carcinogénicos en
tinfocitos humanos en cultive y de pacientes tratados con estos agentes
(Ostrosky, 1986; Herrera of al., 1994; Elizondo et af., 1994; Elizondo, 1996), y dado
que el levamisol s un agente ampliamente utilizado en la terapia contra el cancer
de colen, fa artrilis reumatoide, en el control de pardsitos intestinales, ademas de
que se a descrito una accion inmunoestimutadora, y de que existe poca
informacién sobre sus posibles efectos genotéxicos y citotoxicos, en el presente
frabajo se estudio el efecto del levamisol sobre ia frecuencia de intercambio de
cromdatidas heimanas y sobre el indice mitdtico y la tasa de generacién promedio
de las células de médula 6sea de ratdn.

HIPOTESIS

El tlevamisol al ser sintelizado originalmente mostré ser un antiheiminfico
muy eficaz v actuakmente es muy utifizado como coadyuvante en terapias contra
el cancer o que posiblemente se deba a sus propiedades inmunoestimuladoras,
sin embargo sus efectos genotdxicos y toxicolégicos no han sido establecidos con
claridad. Por olro lado, conociendo que compuestos que pertenecen a esta misma
familia, como el metronidazol, es capaz de incrementar la frecuencia de
intercambio de crométidas hermanas vy alterar el indice mitético de pacientes bajo
fratamienio médico o en cultivos de linfocitos humanos, al tratar ratones macho
de ia cepa CD-1 por via intraperiioneal con diferentes dosis de levamisol, este
compuesto sera capaz de modificar 1a tasa de generacion promedio, el indice
mitdtico y !a frecuencia de intercambios de cromatidas hemmanas de las células
de ta médula dsea.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto genotdxico y citotéxico del levamisol en las células de la
médula ésea de ratén.

OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar la LD,, det levamisol en ratones CD-1

Determinar el efecto de diferentes dosis de levamisol sobre el indice
mitético de ta médula ésea de ratdn.

Analizar el efecto de diferentes dosis de levamisol sobre la tasa de
generacion promedic de la médula 6sea de ratén.

Determinar el efecto de diferentes dasis de levamisol sobre la frecuencia de

intercambios de cromdtidas henmanas en los cromosomas de la médula dsea de
raton,
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MATERIAL Y METODOS
ANIMALES:

Se trabajé con ratones macho de la cepa CD-1, de 3045 dias de edad y
de 25 a 30 gramos de peso, los cuales se mantuvieron bajo condiciones
estandar de bioterio y con libre acceso al agua y al alimento (Purina Chow).

COMPUESTO QUIMICO:

Se utiiizd Levamisol (figura 1, DL,2,3,5.6,tetrahydro-s-phenil-imidazol (2.1
b) tiazol), elaborado por los laboratorios Parfarm, el cual se disolvid en agua
destilada para su aplicacién.

TRATAMIENTOS:

Para establecer las dosis de trabajo, se determind la dosis LD,, trabajando
lotes de ratones CD-1 con caracleristicas de peso y edad similares a las
caracteristicas de los animales qué fueron fratados posteriormente con ef
levamisol.

DETERMINACGION DE LA LD,

En un experimento generalmente se usan dosis deferminadas entre las
cuales no siempre queda incluida 1a que mala al 50% de los animales. Por tal
mofivo se traza una curva que incluye el porcentaje de mortatidad contra dosis y
se busca por interpolacién, la dosis a la cual mueren el 50% de los animales.
También se puede wlilizar un método matematico como es el de Reed Muench
qué es mucho mas sencillo y exacto que el anterior debido a qué utiliza un
_humero menor de animales y de dosis. Este fue el método utiizado para
determinar ia dosis LD., en este trabajo.
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Establecida la LD,, se trabajt con cinco iotes conteniendo cada uno de
ellos cuatre ratones CD-1 a los cuales se trataron por via intraperitoneal (ip) por -
24 horas con las siguientes dosis:

Grupo-l  50% de la LD, (58 ng/g)
Grupo-ll  25% de la LD, (29 nglg)
Grupo-iit  12.5% de la LDy, (14.5 ugfg)

Contando ademas con dos grupos mas;

Grupo-lV  Vehiculo (maximo volumen aplicado junto con el tratamiento de
jevamisol}.
Grupo-V Tesligo negativo.

OBTENCION DE LA MUESTRA

El tratamiento con bromadesoxiuridina (BrdU) v la tincién diferencial se
realizé siguiendo la téenica propuesta por  Morales (1984}, con algunas
modificaciones.

Los animales fueron inyectados por via intraperitoneal (ip), una hora
después de administrado el levamisol, con una solucién qué contenia 1.5 mg de
BrdU (Sigma Chemical Co. St. Louis MO., USA), 0.1 ml de agua destilada por
cada gramo de peso de raton y 150 mg de carbon activado.

Transcurridas 21 haras y media después de la administracién de la BrdU, a
los ratones se les administtd 0.1 m! /10 gr. de peso de una solucién de colchicina
al 0.1 % (Fisher Scientific Co. USA ). Dos horas y media después los ratones
fueron sacrificados por dislocacion cervical y se procedid a extraer la médula
osea del fémur del ratdn.

Para realizar la extraccion de la médula 6sea, con unas tijeras se disecto y
se limpib el témur adecuadamente, se cortaron las epifisis del hueso y ufilizando
una jennga se lavd el interior con 5ml de solucidn salina hipoténica (cloruro de
potasio al 0.075 M, precalentada a 37° C) para posteriormente recoger la médula
6sea en un {ubo de cenfrifuga. Finalmente, ta médula se resuspendid
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vigoresamente utilizando para ello un agitador vortex y se dejo reposar por un
lapse de 40 minutos a 37° C.

Transcurtido el tiempo, las células se centrifugaron a 1500 rp.m. durante §
minutos, se elimind el sobrenadante y el boton se resuspendid, y en agifacidn,
se le agregd 5.0 ml det fijador (metanol-acido acético 3:1) dejandose reposar por
10 minutos. Este paso se repitid dos veces mas agregando 5 y 3 mi de fijador
respectivamente. Finalmente, ias células fueron centrifugadas a 1500 r.p.m.
durante 5 minutos y el boton fue resuspendido en 0.5 mi de fijador. A partir de
esta suspencibn las preparaciones se realizaron por goteo y se dejaron secar al
aire.

Para realizar la ftincién diferencial de cromatidas hemmanas fas
preparaciones fueron teflidas con una solucidn de Hoechst 33258 (Sigma
Chemical Co. St Louis MO, USA) (0.05 pg/ml} durarde 20 minutos en la
obscuridad. Una ver transcumido este tiempo, las preparaciones fueron
sumergidas en una sclucién de citrato-salina 2XSSC (NaCl, 0.30M + Citrato de
sodio 0.03M) vy se imadiaron por 20 minutos con luz ulravicleta y negra.
Finaimente, las laminillas se colocaron en una solucidn de citrato-salina 2XSSC
por 20 minutos a 55° C en baro Maria y se tifieron con una solucion de Giemsa
(1:10 en agua cofriente) durante 5 minutos.

PARAMETROS A EVALUAR :
iNDICE MITOTICO :

Para calecular el indice mitdtico (IM) se revisaron 4000 células al azar por
ratén y se utiliz6 1a siguiente formuta para determinarlo:

IM = (No. de células en metafase /No de células totales) x 100

Una vez obtenidos ios datos del indice mitdtico, estos fueron analizados
mediante la prueba de diferencia de proporciones Z (Marquez , 1988).
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TASA DE GENERACION PROMEDIO :

Se cbservaron 100 células en metafase, por ratén, al azar y se
cuantificaron las células en primera (Figura 3), segunda (figura 4}, tercera {figura
5) o sucesivas divisiones, y a partir de estos datos se obfuvo la tasa de
generacidn promedio (TGP) siguiendo la mefodologia propuesta por  tvett y
Tice en 1982.

Tiempo de presencia de fa BrdU
TGP = X 100
1(1) +2(N)+3 (M)

donde |, i yHl representan las proporciones de células en primera, segunda y
tercera o subsecuentes divisiones respectivamente.

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS:

Se observaron un minimo de 40 metafases en segundo ciclo por raton y se
cuantificaron el nimero y fipo de ICH' s (terminales como un infercambio e
intersticiales como 2 intercambios) . A los datos de ICH's se les aplico la prueba
de ‘" de Student , para ko cudl se calculd la media aritmética de ICH's por célula
¥ su desviacion estandar.

En todos los casos las observaciones se realizafon en un microscopio
Optico y a doble ciego.
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Figura 3. Metafase en primer ciclo.

Figura 4. Metafase en segundo ciclo.

Figura 5. Metafase en tercer ciclo.
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RESULTADOS

OBTENCION DE LA LD

Cuando se realizd la metodologia de Reed Muench para estableceer la
LOS0 del levamisol aplicado por via intraperitoneal, se enconir6 gue fue de 116
mg/kg de peso. Los datos encontrados en la literatura mostraron que la LDSO
reportada para ratén es de 112 ma/kg de peso (Tabla 3) (Merck Index, 1980).

Tabla 3. Dosis letal media (LDsg) para el levamisol (mgfkg) en rata y ratén (Merck
Ingex, 1889),

Via de tratamiento Rata Ratén
Intravenass 24 22
Subcutinea 130 34

Oral 480 210
Intraparitoncal 112
INDICE MITOTICO

En fa tabla 4 y en la figura 8 se muestra el andlisis del indice mitdtico
encontrado en la médula Osea de Ios ratones tratados con el levamisol,
obiservando que en todos los tratamientos hubo un incremento estadisticamente
significativo de este pardmetro (3.62 % para la dosis de 14.5, 5.08 % para la
dosis de 20.0 ngfg y de 3.49 % para la dosis mas alta en comparacién con el
tesligo negativo y el grupo tratado con el vehiculo; p<0.05 con prueba de
diferencia de proporciones). Aunque en los tres casos el IM fué mas alto, en la
dosis de 58.0 pgfg se cbservé una disminucidn con respecto a las dosis
anteriores.
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Tabia 4.- evaluacién del indice mitotico (IM). células de la médula
dsea de ratones macho festigos y tratados con diferemes dosis de

levamisol.
TRATA- | TESTIGO AGUA 14.5 2940 58.0
MIENTO (3 |DESTILA-| pugig ne/e ne/g
DA
M M M ™M M
%) (%) (%) (%) %0
RATON ! 27 2.13 2.64 707 3.00
RATON2 2.16 243 4.29 6.40 5.02
RATON 3 3.54 2.70 3.00 5.1 3.01
RATON 4 2.34 4.56 1.72 2.87
PROME- | 2.8040.69 | 2.4040.24 | 3.6230.94 | 5.0842.37* | 3.4941.02
DO

P<0.05 vs el testigo negativo y vs €l vehitulo con prueba de "Z" de
diferencia de proparciones

TASA DE GENERACION PROMEDIO

Cuando se analiz6 la tasa de generacidn promedio, fos resultados
oblenidos mostraron que en ninguna de las dosis aplicadas este compuesto
modifico estadisticamente dicho parametro (Tabla 5, Figura 7 y Figura 8),
aunque en los tres tratamientos hubo una disminucidn en el tiempo de
generacion celular, esto es, las téiulas se estaban dividiendo més rapido (17.3
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Figura 6.- Indico mitético en la médula dsea da ratones
tratados con diferentes dosis de levamisol
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* P.05 vs ol testigo (-) y va ol vehicule; prusba de *Z" de diferencia de proporciones.,

haras de divisién en et grupo testigo vs. 14.7 h para la dosis de 14.5 ugfg; 174 h
para la dosis de 29.0 pg/g vy 15.4 h para la dosis de 58 ug/g).

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS

En la Tabla 6 y en la figura 9 se muestran o5 resultados de las
frecuencias de inlercambios de cromdtidas hermanas obfenidos en los
cromosomas de la medula dsea de los ratones tratados con el levamisol. En este
€aso $e observa que a pesar de que en la dosis de 14.5 pg/g de peso hay un
leve incremento en la frecuencia de ICH's, esta no es esiadisticamente
significativa (3.09 vs 1.91 del {esiigo), mientras que en las dosis mas allas no se
observa este comporiamiento,
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Figura 7.- Tasa de proliferacion celularenla |
médula ésea de ratones tratados con levamisol
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* P<0.05 vs el vehiculo; prueba de t de Student pareada.
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Figura 9.- Intercambio de cromatidas hermanas en los
cromosomas de la médula dsea de ratones tratados

con levamisol
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Tabla 6.- Frecuencia de intercambio de crométidas hermanas en los cromosomas de las células
de la medula Gsea de mtones macho testigos v tratados con diferentes dosis de levamisol.

TRATA- | TESTIGO(-) | AGUA 143 29.0 58.0 !
MIENTO DESTILADA nge /s ngfe i
ICH iCH IcH ICH IcH
(XD.E.) {(XDE) (XtDE.) (XtDE) OEDE)
RATON 1 1.96 2.42 3.14 217 1.96
RATON 2 250 132 3.55 160 1.84
RATON 3 1.28 2.42 1.89 170 1.44
RATON 4 2.50 3.79 3.35 2.83
PROMEDIO | 1.9110.6! 2.16:0.56 | 1004084 | 2202080 | 2.0120.58
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DISCUSION

£l estudio de la exposicion a farmacos, sus efectos, mecanismos de accién
y las respuesias que estos provocan en el organismo es una area de ampha
investigacién cuya informacin es necesaria para [a evaluacion del riesgo a dichas
exposiciones. La farmacogenética es el area que se dedica al estudio de los
eféctos de la vanabilidad genética en la respuesta del organismo a farmacos, ya
que la variabifidad genética puede influir en ta bivtransformacion de un famaco.

Al igual que diversos factores ambientales, tanto fisicos como quimicos,
los medicamentos son susceptibles de inducir alteraciociones genélicas, cuyos
efectos pueden hacerse manifiestos a corto plazo 6 tener una expresion diferida,
de tal manera que las consecuencias de dichas alteraciones genéticas dependen
de qué esias se produzcan en las celulas germinales 6 en las células somaticas,
ya que mientras en ei primer caso puede afectar la salud de las generaciones
futuras, en el segundo caso solo repercuten en la salud del individuo expuesto
(Cortinas de Nava y Ostrosky, 1993).

Hasta ahora no se tiene evidencias directas, de que la frecuencia de
enfermedades de origen genético se hayan elevado como consecuecia de la
exposicién a firmacos u otros agentes ambientales, pero dado gue en muchos de
los paises en vias de desarrollo 0 en franco subdesarrolio, como el nuestro, se
han incrementado este tipo de males es necesario la evaluacion del posible dafio
qué pusden generar estos agentes, analizando 1as frecuencias e incidencias de
alginos fipos de cancer, asi como dafio a células gemminales cuyas
cOnsecuencias son anomaiias congenitas viables, mutaciones o infertilidad. Esta
litima alteracién es muy comuin en nuestro pais.

El levamisol es un antihelmintico qué en la actualidad ha tomado gran
interés por su accidn inmunomoduladora entre otras, ya qué se ha encontrado qué
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éste ayuda a la vacuna contra la brucella. En otros estudios se ha observado qué

cuando se tratan animales con levamisol, estos son menos susceptibles a adquint -

otras enfermedades de tipo infeccioso (incluyendo nematodos) (Elizondo 1996).

INDICE MITOTICO

Los resuitados de este trabajo mostraron qué el levamisol incrementa de
manefa estadisticamenie significativa el Indice Mitotico (IM), cudando se aplican
dosis de 14.5 mg/kg v 29.0 mgikg en comparacion con los téstigos, mientras que
la dosis de 58.5 mg/kg, a pesar de que el IM es mas alto que los testigos, muestra
una tendencia a disminuir conforme se incrementa la dosis (figura 6).

El indice mitético es un parametro que se uliiza para evaluar la
proliferacién de linfocitos en nifios, adultos y ancianos, tanto en esfudios normales
y tumorales ya que se considera este parametro como un biomarcador temprano
de cilotoxicidad a la exposicibn de xenobioticos {Ostrosky,1893), mientras que
Sharma y Talukder (1987), mencichan que lfos cambios provocados por un
compuesio sobre &l proceso de division celular son criterios importantes para
identificar daftos en sistemas genéticos, sin embargo en nuestro caso en todas las
dosis utilizadas el indice mitdtico fue mas afto que ef observade en los animales
de los grupos testigo (labla 4).

£l levamisol es un compuesto quimico que al ser administrado junto con el
S5-fluoracile ha resultado ser un efectivo adyuvante en terapias contra el cancer y
en particular contra el cancer de colon, con lo cudl se mejora el efecto
anticancerigeno de este oltimo compuesto, y ademas permite una recuperacion
mas rapida de los pacientes sometidos a quimioterapia (Hayostek ef al, 1992,
Goodrich,1993; Holcombe ef al.,1994)
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El principal efecto del levamisol es su alta toxXicidad para un amplio espectro
de nematodos gastrointestinales y sistémicos qué infectan al ser humano y a los
animales. De paricular interés clinico en el hombre es la accion de la droga contra
los ascaris, este compuesto también ejerce una actividad contra la uncinariasis,
las larvas de Strongyloides y las microfiliarias;, muestran una escasa accion en las
infecciones por Trichuris y Enterobius.

La accibn directa del levamisol es provocando la contraccion de los
nemaditodos seguida por una pardlisis tonica (Van Neuten, 1972, Coles y col.,1974).
El Levamisol inhibe la fumatorreductasa a nivel del musculo del ascaris. Esta
inhibicién es compatible con la mayor potencia antihelmintica del levamisol y
puede contiibuir a sus efectos antiparasitarios. El levamisol también causa una
inhibicién esterecespecifica de fas fosfatasas alcalinas humanas excepto ias qué
se encuentrana nivel intestino y de la placenta (Van Beile, 1976).

Como se ha mencionade uno de los efectos del levamisol es como
inmunoestimutante tanto en los animales de experimentacidn como en el hombre.
Se ha empleado como coadyuvante en ciertas infecciones crénicas y recurrentes,
en artritis reumateide y de los estados de inmunosupresion, incluyendo aquellos
estados asociados con procesos malignos (Yaron y Yaron, 1976; Brugmans,
1978, Chingos,1978). Igualmente este compuestc actia en la restauracién de los
mecanismos de inmunidad celular de los leucocitos perifericos, los finfocitos T
precursores también son estimulados para diferenciarse en células T maduras
{Symoens y Rosenthal 1977, Renoux,1972). El levamisol sinergiza con mitégenos
y antigenos en [a proliferacion de linfocitos e incrementa  la quimiotdxis de
monogcitos y fagocitos.

Se ha descrito que el levamisol presenta tanio actividad citolitica, citostatica
y proliferativa, tanto en sistemas in vitro como en sistemas in vivo (Johnkoski et

al..1992). Al realizar estudios en células nonparenquimales (NPC), del higado de
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murinos, Cohen {19B5) y otros autores (Janik ef al, 1997) han mostrado que
debido a ias propiedades inmunomoduladoras del levamisol la actividad ciolitica,
citéstatica y de proliferacidn se incrementa, lo que podria explicar el
comportamiento que siguié el compuesto en las diferentes dosis probadas en este
trabajo.

En el estudio realizade por este grupo de investigadores se demostré que
el levamisol tiene la habilidad de incrementar la actividad citofitica de las células
no parengtimales junto a las NK sensibles a YAC-1 lo que sugiere que las células
son estimuladas por el levamigol, (Jonhkoski of al, 1992), mientras que en
experimentos realizados desde 1976 Lods confimb qué en los tratamientos en los
que se utiliza &l levamisol en terapias contra el cancer al aplicarlo durante el curso
de Ia quimioterapia la restauracion de la medula osea se favorecia debido a este

compuesto.

La variacién del indice mitélico nos indica qué existe una relacion entre 1a
concentraciin y e numero de células qué enfran en metalase. Los resultados
muestran un incremento an las primeras dos dosis aplicadas, mientras que en la
dbsis mas aifa (58.0 mgikg de peso) desciende el indice mitotico lo que nos
podria indicar que se este presentando muerte cefular sin embargo los valores
son inclusive superiores a los valores del testigo. Uno de las acciones del
levamisol que se hah descrito es la capacidad de detener la divisién sin matar a la
celula (efecto citostatico), propiedad comprobada por diferentes investigadores
{Cohen et al.,1892), en los cuales se adiciond levamisol a células MCA-38 dando
como resultado un 80 % de reduccidn en la proliferacion de estas lineas de
células tumorales (Jonhkoski ef al,1992) lo cual confima la actividad citostatica
det levamisol, efecto que podriamos estar observando en los animales fratados.




CINETICA DE CICLO CELULAR

La tincion diferencial de cromatidas hermanas permite la identificacion de
celulas que han pasado por una, dos, tres o sucesivas divisiones, facilitando el
examen de la cinetica de poblaciones celulares en divisién (Craig-Holmes y Shaw,
1976},

Agunos estudios indican que la cinética de la proliferacion celular, puede
ser modificada por la exposicion in vivo a farmacos administrados
experimentalmente o terapéuticamente. Du Frain y Col.,(1979), reportan un ligero
atargamiento del cick celular en celulas de conejos tratados con ciclofosfamida y
Gebhart y Col..(1980) encuentran que en cultivos de linfocitos de paciettes antes
de que reciban terapia con agentes citoslaticos, hay un 25% de metafases en
primera division, y et 75% restante, commesponde a segundas o subsecuentes
divisiones, mientras que después de la terapia, se encontré un 60% de metafases
en primera divisién,

Al evaluar la cindtica de proliferacion celular fos resutados mostraron qué
¢l tratamiento con levamisol no modificd de manera significativa el tiempo de
divisidn celufar, aunque en todos los casos se observé un incremento promedio de
dos horas aproximadamente en la duracién del ciclo, sin embargo cuande se
analizan de_ manera individual los resuftados de fas primeras, segundas o terceras
metafases se puede observar que en la dosis mas baja hay una notable
disminucion de las celulas en primera fase (64% a 41%) y un incremento de
segundas divisiones (de 30% a 51%), lo que muestra un reiraso en el tiempo de
divisién, aungue en las dosis mas aitas no hay variaciones importantes (figura 8).
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INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS

Los intercambios de cromatidas hermanas han sido desde hace muchos
afios una prueba de evaluacioh muy importante en la Genética Toxicolégica,
aunque su sighificado biologico alin no se conoce.

El analisis de la induccisn de infercambios de Cromatidas Hermanas (ICH)
en los animales fratados con levamisol mostré que, aunque para fa dosis de 14.5
mykg se incrementdé dicha frecuencia, no se observd variaciones
esladisticamenie significativas para ninguno de ios tratamientos al compararias
con los téstigos. Estos resultades concuerdan con lo reportado por Elizondo
{1996}, va qué el encontrd que el levamisol no causa dafio genético en linfocitos
humanos (figura 9).

Se ha observado también que la alteracion de ia duracién de! ciclo celular,
altera la frecuencia de intercambios de cromatidas hemmanas (Schneider ef
al.,1979) por lo gue los cambios en la frecuencia no san necesariamente producto
de una actividad mutagénica. Por tanto, cuando se usan a los ICH como un
pardmetro para evaluar Ja actividad genotoxica debe tomarse en cuenta la
duracién del ciclo celular en la interpretacion de los resultados. Esto puede
explicar el porque en el grupo de animales tratados con la dosis mas baja hay un
incremento en ks intlercambio(tabla 6).

Como lo muestran los resultados obtenidos en el presente trabajo, el
levamisol a diferencia de otros antiparasitarios qué pertenecen al mismo grupo
como lo es el metronidazol, no tiene efectos genotoxicos al ser administrado a

ratones por via intraperitoneal.
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MARCADORES BIOLOGICOS:

Ef términc marcador es comunmente usado por los toxicologos para
denominar a todas aquellas sustancias o parametros medibles qué nos permiten
establecer de manera acertada que un organismo ha estado expuesto a un
xenobiotico. Actuaimente este término ha sido muy difundido por ef uso que se ha
dado en invastigacion en medicina, biogquimica, epidemiologia y su relacién en
campos afines. El creciente interés por los marcadores biolégicos se debe sobre
fodo a la evaluacion del posible dafo causado por la exposicibn a téxicos
ambientales.

El comité de marcadores biclogicos define a los marcadores como
indicadores de evenfos ¢ condiciones en sistemas bioldgicos simples &
simplemente como indicadores de exposicién, efecto o susceptibilidad.

MARCADORES DE EXPOSICION:

Es un quimico xenobibtico, sus metabolitos ¢ los productos de una
interaccién entre algin quimico y algunas celulas blanco ¢ biomoléculas y los
cuales pueden ser medidos. Mas comunmente el indicador de la exposicidn son la
concentracion del material en orina, sangre y otros tejidos del cuerpo incluyendo
pelo 6 ufias.

MARCADORES DE EFECTO:
Es la medicion de alguna modificacion celular ¢ todas aquellas alteraciones
quimicas qué tiene un organismo, las cuales dependiendo de su magnitud pueden

ser reconocidas y establecer una perdida potencial de la saiud. Los marcadores
de efecto definen los criterios para establecer cuando y cudles efectos ocurren.
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MARCADORES DE SUSCEPTIBILIDAD:

Tambien Wamados modificadores de efecios, pueden actuar en cuakguier
punto a lo largo del desarrollo de la exposicién y en algunos casos estos factares
causan exposicion uniforme en poblaciones gue exiben diferentes efectos. La
susceplibilidad puede ser el resuliado de la contaminacidn, de la constitucion
genética de los individuos, del estilo de vida 6 de una influencia bioquimica, pero
cualquiera de estos fres factores puede influir en la magnitud del dafio en una
exposicion a un agente quimico.

Una de las necesidades actuales es la posible identificacidn de todos
aquelios individuos que por alguna razdn son sucepiibles a dafio genético en
exposiciones terapéuficas, ocupacionales o ambientales a xenobidticos.

A pesar de que los resultadcs obtenidos en e presente trabaje muestran
que el levamisol no es un agente genotdxico, que presemta un ligero efecto
citostatico y que no es citoidxico, el analisis de los datos de manera individual,
ratén por ralén, podrian indicar otra cosa,

Dentro de los organismos utilizados en los experimentos se encontrd que
en todos los grupos tratados al menos uno de los animales respondid de manera
diferente. Los resultados dan clara evidencia de las diferencias de respuesta
individual a un mismo compuesto (suceplibilidad individual), la cual puede estar
influenciada por la edad, balance hormonal, respuesta inmune, y la constitucion
genética (NCR, 1992). En nuestro caso esta ultima condicién es la que queda de
manifiesto en los tratamientos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenides al evaluar el indice milblico muestran que el
fevamisol induce proliferacién celular, aunque en concentraciones mas elevadas

tiende a presentar un efecto citostafico.

Cuando se analizb la cinélica de proliferacion celular se enconiré que el
lavamisol retrasa la velocidad de division celular.

Los dalos antes mencionados muestran que en nuestfo caso ho existe
relacion enire el indice mitdlico y la cinética de proliferacién celular,

El andlisis de las frecuencias de intercambio de cromdtidas hemmanas
muestra que el levamisol en las dosis probadas no es genotéxico.

A pesar de que a nivel poblacional el ievamisol no mostrd efectos
evidentes, se pudo establecer que existen individuos mas suceptibles a la accion
del lavamisol.
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