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RESUMEN

La exposicion a i toxicos se halla a menudo relacionada con
efectos adversos en el desarrollo, la l‘eproducmén y/o la supervivencia de los organismos.
La Organizacion Mundial de la Salud considera relevante el estudxo yla va.lorlclén de los

efectos que sobre la salud h prod la exposi 1 La

6n de los bi iados a la expos:cxén o marcndores biolégicos, permite
conocer la dosis recibida y/o los eventos tempranos o iniciales asocmdos a esta exposxclén.
La actividad carcinogénica del arsénico (As) en poblaci se

ampliamente documentada, aunque el mecanismo por el cual ejerce su(s) efecto(s) se
desconoce. Este trabajo investiga los cambios en marcadores biolégicos de citotoxicidad
como los indices de marcaje, mitético y de replicaciéon y las aberraciones cromosdmicas
como indicadores de genotoxu:ldad todos ellos evaluados en cultivos de linfocitos de
individuos P a As en el agua de bebida. Estudios previos
demostraron en estos individuos, que viven en la Comarca Lagunera (entré los estados de
Durango y Coahuila), una elevada preval ia de lesi de piel tipicas de
hidroarsenicismo y una proliferacion de lmfocllos retrasada en comparacién con la
observada en individuos no exp Losr 1 )8 idos en este dio, confirman
que la respuesta proliferante de los linfocitos, inducida por el mitogeno PHA, se encuentra
abatida, especialmente en aquellos individuos que presentan lesiones de piel caracteristicas
de la intoxicacién por As. Los an#lisis de correlacion entre los parametros de proliferacion
sugieren diferencias en la pmgrulén de la fase S a la fase M del ciclo celular entre los

lndlvndnos i y ! > la exposncuﬁn se a un incr > en las

fr de pimi de tipo cr idico e isocre idico. Se encontraron también
difer i do el alisis de los parametros tomo en comnsideracion el sexo y la
exposicién ponderada de los individuos. La exposicion a el d i de As en
el agua de bebida se halla iada a tasas de mortalidad elevadas por céncer de piel,
vejiga, higado y rifién, por lo que el tejido linfocitario resulta, desde el punto de vista
epldemlologlco un tejido sustituto para la identificaciéon de biomarcadores. La exposicién

ica a este loide altera la proliferacion y la |ntegndnd del material genético de estas
oélulas lo que los conv:ene en dores Fi si la fi i0 ial de
los linfocitos es Ia d 16gi los hall de este di gi que este

2 P

tejido do por la exposicion al As.
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"Mas vale pr ir quel

PROLOGO
La prevencion es, desde el punto de vista social y émico h
que la reparacién o la restitucién del dafio producido, debido a que no siempre es posibl

volver a la condicién inicial.

El propésito altimo de 1a Toxicologia Genética, va en el sentido del refran popular
en la medida que al identificar agentes toxicos en nuestro medio ambiente, puede evitarse
la exposicion a los mismos.

Los dios epidemiolégico: han demostrado que una gran cantidad de
enfermedades o padecnmlemos en ¢l ser humano y has de las al i que sufren
los ecosistemas naturales son prodi de la pr ia en el bi de i
productos o conductas nuevas, generados por los cambios tecnologicos y sociales. No nos
resulta extrafic el hecho de que los pueblos y i ameri fueran exp a

pecies biologi ya bios sociales radicales a raiz del "encuentro de ios dos
dos", i do enfer dades nunca antes conocidas entre los americanos y

expoméndose a su vez los curopeos a elementos para ellos también desconocidos (Moreno
Toscano, 1976).

Se idera que el incr > en el tiempo p dio de vida de los habitantes de
los paises occidentales, de 40 afios en 1850 a 70 afios en 1950 se debe fundamentalmente, a
Ia medicina preventiva (Ackernecht, 1982). Ello hace que el monitoreo y la valoracién de
los efectm que, sobre la salud h prodh la icion a bi les, sean
derados les para el Programa de Snlud Ambi 1 de la Or izaci6
Mundial de la Salud (WHO, 1985).

T is (1990) que ¢! 90% de los diferentes tipos de cancer conocidos se
origi por exposicio bi 1u paci 1; es posible afirmar bién, que otro tipo
de padecimi s como las 1fc i éni la diab 1 enfermedad

autoinmunes y la enfermedad de Alzheimmer entre otras, que dlsmmuyen la calidad de



vida de los individuos afectados, podrian originarse por exposiciones crénicas a agentes

extrafios presentes en el medio(NRC, 1989; 1992).

El conocimiento de la presencia e identidad de agentes peligrosos en el ambiente y
el alcance o nivel de la exposicion a estos, es extremadamente importante en la

interpre ion de los r itados obtenidos al estudiar poblaci h p y
tratar de i ificar Ios efe que prod sobre la salud (WHO, 1985).
Desafor d la identificacién del o de los agentes causales no es facil, ya

>S a un solo agente a lo largo de nuestras vidas,

que los or i S no p
ademas del hecho de que cada uno de nosotros tiene un particular arreglo genético distinto
al de los demas. Ello hace que la descripcion de la interaccion de nuestros genotipos con el
ambiente no sea una tarea ficil desde el punto de vista toxicolégico y ituya el desafio

que nos ocupa.



CAPITULO
INTRODUCCION

Mucho antes de conocer la naturaleza quimica de! material genético, Muller en
1927 demostraba que los rayos X inducian mutaciones a nivel de las células germinales de

Drosophile I , el autor ba que las i énicas" provocadas de
esta manera eran similares a las obtenidas esponta pero que con los tratamientos
de radiacion, se pr ban con ho mas fr ia. C se prendié la manera
en que la cadena de ADN codificaba la mformncnén genética, se hizo evidente que son

ial énicas aguellas p de alterar la estructura y la

secucncia de bases del ADN.

Losp >s de dupli ion y reparacion del ADN, las condiciones endégenas de
las células, y los factores ambi les como la radiacién ultravioleta, ionizante o sustancias
Oxi pr en el bi , afe

la integridad de la macromolécula,
produmendo una cierta cantidad de dafio al que podriamos llainar espontaneo, con el que
1as especies vivientes han lidiado en el tr: o de su evolucion (Lindahl, 1993).

Estudi pidemiologicos y modelos experi les han d rado que

ias y de incr el nivel de dafio espontaneo, con efectos
generalmente deletéreos para los organismos (Brusick, 1987; Ehling, 1991).

La investigacion en los pos de la toxicologi bi 1 ética y lecular,
ha permitido & ar la vi lacion que existe entre la exposicién a xenobiéticoso a la
radiacion ioni y las i a nivel de¢ células germinales y hti yla
aparicion de 1fc i éni

esterilidad, o de enfermedades degenerativas y
cancer (NRC, 1989, 1992; Tomatis, 1990; Yamasaky y cols., 1992).

De acuerdo a la publi i6n "Chemical Ab

P ", 10 millones de productos

imi registrados hasta ¢l afio de 1984. Ap i d 65,725 p
disti esthn ladas e inventariadas por las agenci ok id "Food and Dtug
Admini " y “"Envi i P Agency”. "La yoria de estas no
han sido diadas en asu icidad y una fr i6n d ida dc estos

P es e indisp ble" (Ehling, 1991).




Ello ha impulsado al desarrolio de una serie de sistemas de prueba y de modelos

experimentales, que han sido la fuente primaria de informacién acerca de los efectos en Ja
H iones de st téxicas. Sin esta

salud y que se toman en cuenta para las e
informacion muchos xenobidticos potencialmente peligrosos se hubiesen identificado solo
a través del uso humano o de los desastres ecoldogicos (Brusick, 1987; Purchase y Kimber,

1990).

La identifi ion de los os de accidn de un xenobidtico requiere de una

observacién logica a nivel de los organismos afectados, de que la exposicién modifique la
probabilidad de la ocurrencia de un evento o suceso, los cuales incrementen a su vez el

riesgo de un padecimiento (IARC, 1992).

Las alteraciones en las tasas de natalidad, de malformaciones congénitas o de
mortalidad asociada a diferentes tipos de enfermedades que se verifican en poblaciones
humanas expuestas, nos permiten correlacionar la presencia del (de los) xenobidtico(s) con
estos efectos. Sin embargo por razones éticas, los estudios mecanisticos se realizan en
modelos experimentales (Brusick, 1987); lo cual impone otra limitante a la posibilidad, no
solamente de conocer la manera en que los agentes deletéreos ejercen su accion sobre los
ion. Esta li es el grado

les ob idos en

organismos, sino al analisis del riesgo asociado a la exy
de incertidumbre que supone la extrapolacion de los datos experi
animales al hombre (Purchase y Kimber, 1990).

Si la exposicion a sustancias téxicas produce cambios o alteraciones tempranas o
iniciales en los individuos, antes del desarrollo del impedimento o la enfermedad, estos
cambios podrian convertirse en sefiales o "marcadores", los que pueden ser evaluados
mediante estrategias adecuadas, y correlacionarse con los efectos observados a largo plazo
en modelos experimentales 0 en grupos humanos expuestos (NRC, 1989).



INDICADORES O MARCADORES BIOLOGICOS

La magnitud de la alteracion que produce la exposicion a sustancias tdxicas
dependera de la naturaleza del compuesto, de la dosis de exposicion y de la funcidon que

P en el or ismo el (los) tejido (s) afectado (s) (NRC,1989; 1992; Klaasen y
Eaton, 1991).

Se llaman indicadores o marcadores biolégicos a aquellos elementos relacionados
con la actividad de los seres vivos, que permiten determinar eventos relacionados con su
fisiologia de manera cuali o cuantitativa.

La deteccién de un xenobidtico en fluidos o tejidos es una sefial de que el
organismo tuvo contacto con éste, es decir, ha estado expuesto a él, por lo que constituira

un marcador de exposicién. Cuando ésta ha di bios en los or i es posibl,
caracterizarlos cuali o cuantitativamente a través de diferentes estrategias. Los marcadores
o indicadores biologicos de efecto son las alteraci bioquimi fisiologi éti

o de otro tipo que, dependiendo de su magnitud, pueden ser reconocidas como un dafio
potencial o efectivo sobre la salud. Finalmente, un marcador biolégico de susceptibilidad es
aquel indicador de una limitacién heredada o adquirida de la capacidad de un or

para responder al reto de la exposicion a un agente xenobiodtico especifico (NRC, 1989).

MARCADORES DE EXPOSICION

La exposicién externa es la cantidad o concentracion de material xenobi6tico en el
de un or i >, mi as que la dosis interna se refiere a la cantidad de

xenobibtico que es transferida al o absorbida por el organismo. La dos:s biolégicamente

efectiva, en términos gencrales es la dosis interna que esta i relaci d

con un efecto biolégico; sin embargo es mucho mas preciso consideraria como 1a cantidad

P

de material xenobiético que ha interactuado con un receptor celular critico o con un blanco
celular o tisular en donde el efecto biolégico se inicia. Dado que estos sitios de recepcion
son a do desco idos, o no son ibles al €0, €5 io fr

usar un sitio o comparti > susti , para el cual la concentracién ha sido
correlacionada con la dosis biolégicamente efectiva o con el efecto biolégicamente

identificable en el tejido blanco (Elinder y cols., 1987; NRC, 1989)




‘Existe una continua necesidad de desarrollar, a través de la investigacion, los
marcadores adecuados de dosis interna que reflejen Ia dosis biolégicamente efectiva, puesto
que la cantidad de xenobidtico que es realmente absorbida por el organismo es
generalmente desconocida, y a veces puede estar dentro de los limites de deteccién (Wild,
1990; Gonsebatt y cols., 1994). La dosis biologicamente efectiva puede depender de las

caracteristicas individuales, las les son resp bles a su vez, de una gran parte de las
diferencias que se observan al momento de cuantificar los efectos. Los marcadores de
exposiciéon se pueden basar en diciones farmacocinéti como las concentraciones

circulantes, la dosis acumulada o la vida dia del compuesto en el pli Las
variaciones individuales en caracteristicas fisiologicas como el sexo, la edad, el flujo
sanguineo, la permeabilidad de membranas y la tasa respiratoria, afectan significativamente
Ia absorcién y distribucién de una sustancia quimica y sus metabolitos (Doull, 1980). Las
alteraciones fisioldgicas en el flujo sanguineo durante el embarazo alteran la distribucién
de las drogas en el tejido blanco (NRC, 1989). También la edad y el estado de salud, por
ejemplo en casos de enfermedad, pueden afectar la tasa respiratoria y por lo tanto la dosis
pulmonar de un agente toxico.

Las diferencias metabélicas entre especies y entre individuos de una misma especie,
pueden alterar drasticamente también, las dosis internas de los metabolitos reactivos. La
dosis interna de un xenobibtico puede variar con la ruta de exposicién, la especie quimica y
1a forma fisica. Para hacer estimaciones cuali o cuantitativas de la exposicién mediante
marcadores biolégicos, la concentracion, la duracion y el patrén de exposicién y la

naturaleza fisi imica de una ia toxica deben ser consideradas en la seleccion de
un marcador apropiado de exposicion (Gibaldi y Perrier, 1982). Otros factores ambientales
como la temperatura, pueden afectar la exp i biando la cantidad de cc > de
agua y por lo tanto de la i de los i contenidos en la misma. La dieta

altera la motllldad intestinal y el tiempo de vaciado estomacal, asi como el transporte de
3 lo, dietas bajas en hierro parecen facilitar la absorcién
intestinal de plomo (Silbergeld y cols., 1988),

ficas, por

La pi ia de i activos de transporte en un &6rgano y tejido y la
densidad de los sitios receptores pueden, todos ellos, influenciar las dosis intemma y la
biolégicamente efectiva. La dependencia de la activacién metabodlica es critica, en que la
distribucién en el tejido de las enzimas metabolizadoras es importante para determinar la
dosis biolégicamente efectiva. La interpretacién de los datos dosimétricos también
involucra la comprensién del papel del receptor en los distintos niveles de organizacion




(célula-6rgano-organismo) en que se expresa la funcion, de exposiciones coexistentes o
preexi en el or i > y de la pr y posibilidad de compensaciéon durante y
después de la exposicion (Doull, 1980). La determinacion del significado de una dosis
biolégicamente efectiva depende de la comprensién de cémo un efecto predecible es
inducido. Por ejemplo, hombres y mujeres prepiberes parecen ser menos sensibles que las
personas maduras al efecto de los agentes alquilantes en la funciéon gonadal. En la mujer
o de ovocitos en el ovario antes de la ovulacién y en el

parece ser debido al gran
hombre a Ia baja proliferacién celular y flujo sanguineo y menor permeabilidad capilar

caracteristicas de los testiculos inmaduros (NRC, 1989).

Ouo importante marcador biolégico de exposicion es la carga corporal. Ella se
refiere al total de la dosis interna lada en el organi a lo largo del tiempo.
Dependiendo de la toxicocinética el agente en cuestion, la carga corporal puede ser un
marcador de las exposiciones reci o en el pasado di La carga corporal incluye la
dosis en los sitios blanco del receptor, pero también puede incluir la cantidad de material
xenobiético acumulado en otros compartimentos no blanco. A pesar que la carga corporal
en lugares remotos puede o no ser relativamente inerte bioldégicamente hablando, tiene el
potencial de ser liberado en condiciones de estrés metabélico. Esta liberacién puede ser una -
dosis efectiva altamente dafiina aun mucho después de la exposicién externa original.

MARCADORES BIOLOGICOS DE EFECTO

Para la investi ion en salud bi 1, los marcadores biolégicos de efecto a un

agente toxico son considerados en el contexto de su relacion con la salud del individuo
(NRC, 1989; 1992), por lo que un efecto se define como:

-Una alteracién en un tejido u 6rgano
-Un evento temprano en un proceso bioldgico predictivo del desarrollo de un

padecimiento.
-Un padecimiento o una enfer
-Una respuesta periférica o paralela al desarrollo de una enfermedad, pero

dad clini identificable

correlacionado con €l y por lo tanto util
para predecir la evolucién de un padecimi >




Por ello, un marcador biolégico de un efecto puede ser cualquier cambio cuali o
cuantitativo predictivo de un dafio a la salud y que resulta de la exposicién a un agente
exogeno. El mismo marcador biclogico puede también utilizarse como un indicador de la
fisiologia normal, por €j. la concentracion de glucosa o de colinesterasa en sangre.

Los marcadores de efectos biologicos tempranos incluyen alteraciones en las
funciones de los tejidos blanco después de la exposicion. Como sefiales de alarma, estos
marcadores pueden ser dosimetros para guiar la intervencion para reducir o prevenir la
exposicion. Estas sefiales tempranas pueden también observarse en Organos o tejidos
diferentes de los sitios que son criticos para la accién de la sustancia toxica (NRC, 1989).

Un tejido afectado por una sustancia téxica puede exhibir una funcién alterada adin
si la persona afe da no pr ife i

de ello. Estas funciones alteradas pueden
en algunos casos determinarse en pruebas, particularmente con métodos bioquimicos o
biolégicos. Los marcadores biologicos de estas fi

alteradas son muy utiles si ellas
estan relacionadas a drganos especificos o funciones, por ej. la beta microglobulina para la

funcion renal y la hormona luteinizante para la ovarica, la respuesta proliferante de

linfocitos T para la funcion inmune celular (NRC, 1989; Ostrosky y cols,, 1991; Gonsebatt
vy cols., 1992; Burns y Munson, 1993).

Sila icién a una

téxica y la dosis interna es lo suficientemente alta,
se desarroliara una enfermedad porque la dosis biolégicamente efectiva sera suficiente para

e 1 fi o por un periodo sustancial (IARC, 1992). Ln
enfermedad que ocurre después de la exposicion puede hgarse dir
toxica. El padeclmlemo que se manifiesta mucho tiempo d

Aifteil =

. %Y "
irrever

ala
de la exposicién, sera
con la exposicion (por ej. disfuncién testicular u ovérica y
cancer; cancer de vejiga e ingestion de solucion de Fowler), a menos que los hallazgos sean

pawognémicos, es decir que sean relativamente especificos de un tipo particular de

1

exposiciéon (como un 1i ©o un de piel) o sean raros en personas no
P (como i coma o ad 1 ginal) (ATSDR, 1989; NRC, 1989).
La tr icion a la ife ibn de la enfermedad puede depender de las
piedades de la

toxica, la naturaleza de la exposicién, el proceso de la
enfermedad en si mismo, o de susceptibilidades individuales (Elinder y cols., 1987; NRC,
1989). Las personas responden de manera diferente a los agentes tdxicos, y no resulta




similar expuesta a un

sorprendente que solo algunos miembros de una pc
determinado agente ambiental, desarrolien un padecimiento dado (Harden, 1990).

A pesar de que los cientificos tienden a dividir a los marcadores biologicos en

£grupos, se hace evidente que hay un proceso continuo entre la salud y la enfermedad, y las
bién existe un proceso continuo entre la exposicion y el efecto

evidenci di que
(IARC, 1992) . De acuerdo con esto, lo que una vez parecié ser un grupo mis o menos

discreto de marcadores bioldgicos, son ahora mas dificiles de discriminar. Los marcadores
1 te, dependiendo de cémo son identificados y

bioldgicos se dividen mejor oper:
cOmo seran utilizados, pero las divisiones no deberian ser interpretadas en el sentido de

distinciones a nivel de los mecanismos (NRC, 1989).

Si una dosis biolégicamente efectiva se correlaciona con un efecto o concentracién
en un sitio periférico, esto puede funcionar utilmente en reemplazo de la dosis o efecto que
estén ocurriendo en el tejido blanco. Esta substitucion puede ser utilizada como un
marcador de exposicion y efecto en el sitio de accion. Ellos incluyen indicadores de la
dosis de sustancias toxicas de accion directa como un metabolismo hepético alterado de
hormonas sexuales, que pueden afectar la fertilidad (NRC, 1989) y sefiales de los
compartimientos sustitutos, como la medicion de la enzima deshidrogenasa del acido deita
amino levulinico (ALAD), que es un marcador biolégico de efecto del plomo. (Singhal y
Thomas, 1980; NRC, 1989) Ejemplos de marcadores que estin relacionados muy de cerca
con las dosis externa, la bioldgicamente efectiva y el estado clinico, es ¢l uso de
cromosomas dicéntricos para estimar la dosis de radiaciéon recibida (Brandidn y cois,
1990)y de los aductos de ADN en linfocitos o en proteinas plasmaticas como marcadores
de la cantidad absorbida, la dosis en el sitio de i6n y la posibilidad de ca (Perera y
Weinstein, 1982; Wild y cols., 1993). La acién de carboxih lobina (COHDb),
después de la exposicién a monéxido de carbono ha sido bié ilizada para indi
dosis interna y predecir efectos. El objetivo principal de la investigacién en marcadores
biolégicos es el desarrollo de sustitutos que relacionen la exposicién con el efecto (NRC,

1989).

ion entre marcadoru bioldgicos de 1a
ser méas

Puede r 1 arduo bl la asc

exposicion y del efecto. Por ejemplo, la acion de pi en P
un indicador directo de dosis interna que el incremento de protoporf'nna eritrocitica libre

inducido por plomo, el cual es claramente un efecto. En algunas situaciones clinicas, sin
embargo, la protoporfirina libre es un marcador mas valido de la carga corporal total de

e e
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plomo que el contenido de plomo en sangre, y puede también dar mejor informacioén con
respecto a la dosis biologicamente efectiva de plomo en los érganos blanco, como el
cerebro (Lauwerys, 1983). A pesar de que la presencia de aductos de compuestos
mutagénicos xenobidticos alquilantes en hemoglobina, en proteinas plasmaticas y en el
ADN de linfocitos, refleja un efecto bioquimico, ellos también pueden ser considerados
marcadores de dosis biolégicamente efectiva de carcinogenos, que estan uniformemente
distribuidos (Perera y Wei in, 1982; Sh ddin y cols., 1985; Wogan y Gorelick,
1985; Wild y cols., 1993). A menos que el linfocito en si mismo sea el precursor de un
tumor, los aductos en el ADN de los glébulos blancos (y su sustituto los aductos en
hemoglobina) son considerados como marcadores indirectos de dosis biologicamente
efectiva en el tejido blanco (NIEHS, 1985; Wild y cols., 1990)

MARCADORES BIOLOGICOS DE SUSCEPTIBILIDAD

Algunos marcadores biolégicos indican acerca de la existencia de factores
individuales o poblacionales que pueden afe la resp a ag bi ! Estos
factores son independientes de la ocurrencia de la exposicién, a pesar de que la exposlcnén
a veces incr la ptibilidad al efecto de posteriores exposici (por ej la
sensibilizacién al formaldehido). Una caracteristica intrinseca © una enfermedad
preexi que la dosis interna o la dosis biologicamente cfectiva, o que
amplifique el efecto en el tejido blanco, puede ser un marcador biolégico de susceptibilidad

mcrementnda (NIEHS, 1985; Omenn, 1986; Harden, 1990). Estos marcadores pueden

luir difer ias cc éni en el boli variaci en las concentraciones de
inmunoglobulinas producidas y en su afinidad por el i >, baja capacidad de reserva
orgénica, u otros factores bi 1 o genéti inducidos que modifiquen la

ol a.

absorcion, el la

1990).

icacion y el efecto de agentes ambientales (Harden,

PRINCIPIOS PARA LA SELECCION DE MARCADORES

La seleccién de marcadores biologicos de exposicion o de efecto se basa en un
amplio conjunto de datos historicos de estudios in vitro, in vivo, epidemiolégicos, y en
mediciones de exposicion y de propiedades fisicoquimi detl tdxico en cuestion.
Los marcadores biologi de exposicié d b se midiendo la acién de

una sustancia toxica o sus metabolitos solos o unidos a ADN, ARN, proteinas o receptores
en tejidos o fluidos corporales y en productos de excrecion. El uso de marcadores puede
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acompafiarse del empleo de cuestionarios con la intencién de estimar la duracién y
magnitud de la exposiciéon, como ocurre en encuestas acerca de la historia laboral o la

historia clinica (NRC, 1989).

Consid. " hinloes

Un enfoque mecanicista en los eventos basicos responsables de un efecto adverso
sobre la salud, debe tomarse en la seleccion de un marcador biolégico. Este debe de
dan identificar los dos iniciales de la

escoger o generar marcadores bioldgicos que p
enfermedad; y que se conviertan en herramientas valiosas para desarroilar estrategias que

prevengan la progresion de la enfermedad, y que permitan realizar un andlisis de riesgo
(WHO, 1985; NRC, 1989).

Limitaci £
pr

Idealmente, el uso de marcadores biolégicos para monitorear poblaciones humanas

alisis patologico de 6r; la irradiacié

involucra técnicas minimamente invasivas. E!
con dosis elevadas de rayos X, la autorradiografia, o los ensayos de uniones covalentes,

pueden ser utilizados para identificar sitios de actividad téxica en animales de laboratorio,

pero no p { licarse dir a poblaci h Método invasivos
como eI amillsns de imagenes a través de resc i gnética lear, pued
eventualmente hacer posible la esti ion de las cc iones de ias quimicas

especificas y de tipos especiales de efectos (por ej. los cambios en la energia celular y la

fosforilacion (Cohen y cols., 1983) en tejidos de dificil acceso. Pero por ahora, estos
étodos r 1| inapropiados para el itoreo de poblaci P por r de
costo y de operabilidad; por lo que la deteccion debe ser hecha en compartimentos

sustitutos (WHO, 1985; NRC, 1989).

leccion de marcadores biolégicos es que también debe

Otro r isito en la
involucrar pruebas que sean rapid. ptables para los individuos. A menos que un
ensayo sea rapido, poco plicado y ptable para el publico en gencral, la participacién

sera pobre (WHO, 1985).

Para otorgarle un valor predictivo a los marcadores biolégicos, es 10 tener en

cuenta la heterogeneidad de las poblaci h las les esthn p de
personas que dlﬁeren en edad, constitucién genética, estado nutricional y de salud.
También es ir p ble identificar personas con la posibilidad de exhibir los efectos mas

tempranos y mas severos de la exposicion a agentes toxicos ambientales. Los modelos
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animales pueden ser a veces utilizados para estudiar los mecanismos biolégicos de
fe de los ag toxicos ambi les en

hi| ibilidad y ex: en detalle los

grupos hipersusceptibles (NRC, 1989, 1992).

La relacién entre las diferentes areas de la Toxicologia Ambiental y el papel que
juegan los marcadores o indicadores biologicos se han esauematizado en la figura 1.
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CAPITULO 11

EL TEJIDO LINFOCITARIO COMO SUSTITUTO EN LA EVALUACION DE
MARCADORES BIOLOGICOS DE EFECTO EN POBLACIONES HUMANAS.

El sistema inmune

de aproximad te 2x1012 linfocitos, los cuales
circulan libremente en la sangre o se hallan en los

pacios estructural pecificos de
ciertos 6rganos como los nédulos linfiticos, el timo, el bazo y la médula 6sea. En un
sentido mas amplio también incluye-a.los macréfagos, los cuales tienen una importante
funcion como la de presentar i 0s y son adema 1ul

efectoras; y a los granulocitos
los cuales son mediadores y también células efectoras. En términos de masa cclular, los
linfocitos son equival al higado o al

tanto lugar como estos sistemas de drganos.

nervioso central, y por lo tanto ocupan

Una gran proporcion de los linfocitos se hallan en circulacién constante de los
organos linfaticos a los linfaticos eferentes, de alli al ducto toracico y a la circulacidon

sanguinea. Se logra, de esta manera una mezcla y una interaccion ubicua de todas las
células del sistema inmune.

Estas caracteristicas generales, aunadas al hecho de que estas células se pueden
obtener con técnicas poco invasivas para el ser humano, han hecho que sea considerado

como un u:_udo sustituto mas o menos ideal para investigar los eft de la exposicion a
xenobi Ideat Ia deter ion del bidtico se puede hacer en el plasma o
en la sangre de los individuos, 1o que permite tener una estimacion de la dosis intema
mientras que en los linfocitos se reali eval i de cito y genotoxicidad o efecto.
C do las funci del si i son perturbadas, se pueden originar las
enfermedad i mnes y defici i i géni que incr la
susceptibilidad del or i > a una plia variedad de infecci por microor
Medidas iatrogénicas como el uso de radiaciéon ioni o la quimi apia con agy
Iquil o i bolitos pued bién impedir las funci del si i
temponl o permanentemente (Rmtt, 1989). Exi fi Y de inhibir la
fular a § itogéni (Moller, y cols, 1989 Orson, y cols.,
1989 McCarthy, y cols.,, 1990; Rodl y cols, 1990), de tal que la r
proliferante de los linfocitos Ita un indi or de esta funcid

, lo que permite
evaluar los efectos citotéxicos e inmunotdxicos de la exposicidn.



LA CINETICA DE PROLIFERACION Y EL INDICE MITOTICO COMO
MARCADORES BIOLOGICOS DE CITOTOXICIDAD

Numerosos son los trabajos que, utilizando la tincién de FPG (fluorescencia plus
Giemsa; ver figura 2) descrita por Perry y Wolff (1974) o midiendo la mcorporacnon de
timidina tritiada al ADN, han investigado los cambios en la proli; ié Tul, ducid
por diversos agentes y factores tanto in vivo como in vitro (Hildebrand y cols., 1991).
Aunque algunos de los autores han mencionado la importancia de relacionar los cambios en
la prolife i6 fular con Ia exp pocos son los trabajos en donde se postula al
indi itdtico y a la cinética de prohf fular (CPC) como indicadores biolégico
de ci icidad y citc icidad resp (Rojas y cols., 1993), o como indicadores
de inmunotoxicidad (NRC, 1992).

Cultive celuiar
en presencia
de Brd)

Cesecha y
&n FPG divisién Segunde divisién Tercers (o pesterion
[L71]] celuier fM2) dMisifn celular M3
Fl.-. 2. Esg > de 1o dii hn de &
que se con la én dife FPG da Perty

Weltt "!7‘.




ALTERACIONES EN LA PROLIFERACION POR AGENTES AGREGADOS "IN
VITRO"

En muchos casos la capacidad para interferir con la proliferacion celular se ha
estudiado de manera paralela a la buasqueda de actividad genotdxica. Las drogas
antineoplasicas que afectan [a estructura del ADN, también son capaces de retrasar la CPC.

Mldle (1981) reporta inhibici que con la dosis en cultivos de linfocitos
tr; con ciclofosfamida en la §9. El mismo autor ha investigado los efectos de
variaciones en las cc iones de la fa S9 y los cofactores (NADP y glucosa-6-

fosfato), y encuentra un retraso en el ciclo celular que relacionado con el incremento de las
concentraciones de S9, debido probablemente a las altas cantidades de los metabolitos de la
iclofosfamida. De la mi manera la CPC se inhibe al las iones de

los cofactores.

Un poderoso Pquil como la mi icina C (MMC), que inhibe la sintesis
de ADN ha sido estudiado por Rojas y cols., (1992) con resp a su capacidad para
retrasar la CPC en cultivos de linfocitos de 5 donadores sanos. Los resultados indican una
dismi i6n de la fr ia de M3 y del indi mitdtico dependi de la dosis, sin
diferencias importantes entre las respuestas de los donadores. Un retraso similar se observa
en cultivos de 72 horas tratados con cis-platino y melfaldn, pero no en aquellos expuestos a

S-fluorouracilo, metrotrexate o 6-mercaptopurina. Las correlaciones entre el porcentaje de
inhibicién del lndlce mitético y el fndice de replicacién son negativas para el melfalan,
bl ici y cis-p que el comportamiento de estos dos parametros no
correlaciona en el caso de la 6-mercaptopurina, el 5 fluorouracilo y el metrotexate (Rojas y
cols., 1993). Lialiaris y cols., (1989) describen un retraso en la CPC de linfocitos-humanos
tratados con diferentes complejos de diplatinum. Estudios realizados con derivados

estercideos modificados del acido p-bis(2-cl il inofenil, ico) han d > que
el compuesto ASE, Ia m#&s prometedora de todas las lécul dind debido a su
excelente actividad anti al en varias neoplasias de rata y raton, es también un inductor

efectivo de retraso en 1a divisién celular en cultivos de linfoci h (Mourel, y
cols 1987) Exlsten otros trabajos en donde se ha investigado 1a capacidad de las

para inhibir la proliferaciéon de los linfocitos en cultivos, El NSC
294859 un agente alquilante nuevo, modificado, es un efectivo inhibidor de 1la
ia de M1 en los cultivos (Tselepi y

tinf Y

proliferacion de i incr la fr
cols., 1989).




La capacidad de los rayos X de provocar retraso en la progresion del ciclo celular
estd bien establecida(Purrot y cols., 1980; Dutrillaux y cols., 1985; Al-Ackar y cols.,
1988). Estos trabajos han permitido ademis, establecer una relacion entre el dafio inducido
por los rayos X y la progresién de la division celular en el sentido de que la probabilidad de
encontrar células con rearreglos cromosdmicos y que hayan llevado a cabo mas de tres
divisiones es altamente improbable.

La cafeina inhibe la reparacion en células de mamiferos que han sido tratadas con
agentes que dafian el ADN (Cleaver, 1969). También se ha observado que inhibi6é la
proliferacion de los linfocitos humanos pero solo con tratamientos in vitro crénicos, por
encima de 0.5 mM, ya que cuando los linfocitos se exponen durante la fase GO no se
evidencia ningun efecto sobre 1a CPC (Guglielmi y cols., 1982). La interferencia de la
cafeina con la reparacién del daiio do por citostaticos podria, segiin Petrou y cols.
(1990), incrementar el nimero de lesiones no reparadas en el momento en que las células
llegan a la fase S de la divisi6n celular in vivo o in vitro, retr: do la prolife i6 jul
e induciendo ICH.

Los radicales oxigeno, generados por la hipoxantina y la xantina oxidasa o por la
fotorreduccion de las flavinas en los cultivos de linfocitos, reducen el indice mitético y
retrasaron la CPC (Emerit, 1984).

El ldehido, primer bolito de la oxidacion del etanol, provoca un retraso en
la division de linfocitos humanos, dependiente de la dosis en sujetos sensibles y normales
{Bohlke y cols., 1983).

Las resinas acrilicas utilizadas frecuentemente en la cirugia, odontologia y
oftalmologia son de reducir la tasa del indice de proliferaciéon en linfocitos

uumulndos con PHA sin efectos claros sobre la estructura del ADN (Bigatti y cols., 1989).

La exposicion al b sc ha relaci o con una alta fr ia de 1 ias; el
benceno en si mismo no ha demostrado inducir dafio ico (JARC, 1987). Sin
emblrgo, sus bolitos, particular los derivados del 1, son p bles de los

icos inducidos in vivo e in vitro. Asimismo, todos los metabolitos del

benccno tienen la habilidad de reducir la proliferacién de los linfocitos, siendo los
derivados del catecol los mas efectivos (Morimoto y WolfY, 1980).
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Antiparasitarios como la  dihidroemetina (antiamibiano), niclosamida

(antihelmintico) y el ketoconazol (antimicético) inhiben la proliferacién de linfocitos
humanos estimulados con PHA cuando se les agrega in vitro (Ostrosky y cols., 1984).

Una ventaja de usar el método de la FPG en los estudios de genotoxicidad es que es
posible analizar en paralelo el dafio en la estructura del ADN y sus efectos en la progresién
de la division celular. Esto ha llevado a algunas cortrelaciones entre ambos fenémenos

que ind dafio crc Gmico severo pr
idad de proliferacién celular (Morimoto, 1984).

como es el hecho que aquellos
bién una reduccién en la velc

ESTUDIOS DE CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR EN SINDROMES Y
ENFERMEDADES

Los linfocitos de los individuos afectados por sindromes como la anemia de
Fanconi (AF) proliferan mas lentamente que los de individuos sanos (Morimoto y cols.,
1984; Nazareno y Burmakina, 1984). Se ha descrito ademas, que los linfocitos de los
individuos con AF son mis ibles al i > con MMC que los de individuos sanos

(Monmo'o y cols., 1984; Frias y cols., 1991). Sin embargo en el caso de otro sindrome
de reparacion, como el sindrome de Bloom, sus linfocitos

ik Aefe

con
responden de manera similar a los linfocitos de individuos sanos de acuerdo a los reportes

de Ray y German (1984).

Las ploidias iadas a sind, como el de Klinefelter no parecen producir
diferencias en la CPC en distintas horas de cultivo y después del i con MMC
(Yamagata y cols., 1989). Dutrillaux y Fose (1976) an un ciclo celular més rapido
que en personas normales, en los linfocitos de paci con sind de Down.
Sub C y Morgp.n (1980) confirman estos hallazgos con un anélisis de
la CPC 72 horas después de larlfos con PHA.

Se ha i igad bién la cinéti en los linfoci de i con
enfermedades 1i antes y después de la terapia. No se observan dlfetenc-n en los
linfoci de paci con ch de 6fago (Adhvaryu y cols., 1988a) y mama

lasi décrina ftiple tipo II (Butler y cols., 1987).

(Adhvaryu y cols., 1988b) o con
Por otro lado, Adhvaryu y cols. (1988c) y Slavutsky y cols. (1988) reportan diferencias

entre la CPC de linfocitos de testigos y pacientes con céncer de ovario o adenoma y cancer



de colon respectivamente. Los linfocitos estimulados con PHA de pacientes con melanoma -

maligno no familiar, muestran una CPC menor que los de sus parientes no afectados o que
donadores no afectados (Ghidoni y cols., 1984).

El efecto de la quimioterapia sobre la CPC también ha sido estudiada. Gebhart y
cols.(1980) detectan un retraso en el ciclo celular relacionado a la duracion del tratamiento
antineoplasico que utiliza varios agentes como la metilnitrosourea, el S-fluorouracilo y la
vincristina. Por el contrario, nifios con mas de tres afios en remision de leucemia
linfoblastica aguda y por lo 9 sin quimi apia exhiben una CPC mas ripida
que la observada para nifios normales (Schuler y cols., 1981). Singh y D'Ambrosio (1984),
trabajando con linfocitos aislados de pacientes bajo terapia de citostéticos encuentran que la
mayoria de los protocolos de tratamiento, retardan la proliferacién celular aunque la droga
de el i6n no inter; di con el ADN.

Las enfermedades infecciosas como las parasitosis alteran la capacidad de respuesta

de los linfocitos a la estimulacion a mit6 Kier b. y cols., 1990; Sztein y cols.,
1990). Montero y cols.(1994) reportan en cultivos de paci con isticercosis una
mayor proporcion de M1 en relacién al porcentaje que se observa en los testigos sanos.
Este retraso en la CPC se normaliza en después del tr i con

praziquantel, lo que sugiere que la infeccién y/o la terapia producen efectos

inmunomoduladores. Otras drogas antiparasitarias como la colistina, un péptido antibiético

li ilizado para el tr i de la di ia y la colitis gastroentérica aguda y

6ni y para infecci provocadas por Pseudomonas, inducen un retraso en la

proliferacion celular cuando se agregaron in vitro a dosis de 142 y 214 unidades/ml (JaJu y
cols., 1983).

La CPC también ha sido se investigada en individuos vacunados contra la rubeola
(Alicata y cols., 1988) Estas personas muestran una proporciéon aumentada de células en su

cuarta divisié después de 14 dias de la i6n, la cual disminuye para el dia
28. Estudios realizados con otros factores inmunolégicos como el interferén alfa de
1 i h (IFN), d que éste prod una inhibicién dependi de la dosis

(10-1000 UV/ml) en la division celular, aumentando los valores del tiempo promedio de
proliferacion (TPP) en linfocitos humanos pero no en células tumorales (Georgian y cols.,
1986). Sin embargo, Lazutka y cols., (1989) describe un acortamiento en el TPP producido
por la incubacién por 24 horas con IFN a una concentracién de 50 Ul/ml. Moore y cols.
(1984), 1i do los bios en la cinética de marcaje de las diferentes clases de ADN
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sintetizado, encuentran una inhibicién inducida por IFN, de la proliferacién en lineas
linfoblastoideas.
La desnutricion calorica severa también influye en la capacidad de proliferacion de

los linfocitos estimulados por PHA, provocando una CPC ligeramente aumentada en
comparacién con la observada en los testigos sanos (Mutchinick y cols., 1979).

ESTUDIOS DE LA CPC EN CASOS DE EXPOSICION AMBIENTAL

A 2 (s Tacid
> en a

La capacidad proliferante de los linfocitos se ha
exposicion bi I u ocupaci l. Ostrosky y cols. (1991) reportan que los linfocitos de
individuos exp cro a As en el agua de bebida proliferan més lentamente
que los de no expuestos y relacionan esta observacion a un probable efecto inmunosupresor

de la exposicién crénica.

El efecto sobre la CPC de los linfocitos humanos, de las particulas suspendidas en
el aire de zonas industriales en Alemania ha sido investigada por Hadnagy y cols.(1986).
Estos investigadores observan una reduccion en la proliferacion celular en los extractos
maés concentrados del smog citadino. Por el contrario, cuando se analiza el efecto del SO>
en células de una fabrica de acido sulfarico, Meng y Zhang (1990) no encuentran una
diferencia entre la tasa de proliferacién de los linfocitos de los individuos expuestos y los

testigos.

El héabito de fumar afecta el sistema inmune("Smoking and Health®, 1979).

Husgafvel-Pursiainen (1987) observa un incr en la fr ia de M3 tanto en
fumadores pasivos como en activos. Midiendo Ia incorporacion de timidina tritiada al ADN
como parametro de proliferacion, se d a que los linfoci T de lavados pulmonares

de fumadores manifiestan una respuesta menor que los testigos al estimulo de la PHA,
efecto que no se observa en los linfocitos obtenidos de gre periférica (Daniele y cols.,
1977). Obe y cols.(1982) observan que los no dores p una yor proporcion
de M2 en cultivos a 48 horas que los fumadores. Rupa y cols.(1989) por su parte

mencionan que individuos fumadores que habian aplicado pesticidas de dife tipos,
an un incr significativo de M1, su itud esta relaci da con la du i6
dores no exg es mas ripida que el de los no

de la exposicion. La CPC de los fi
P

f €S No exp

P ety Pt
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Ramirez, (1994) describe que el indice mitético y el indice de replicacidn se inhiben
en cultivos mixtos de linfocitos en donde la respuesta inmune celular se halla disminuida.

FACTORES QUE PUEDEN INFLUIR EN LA INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS:

Uno de los puntos mas controvertidos para el anilisis de los cambios que sufre la
CPC es la variabilidad inter- e intra-individual en [a respuesta mitogénica de los linfocitos.

Hay dios que resal las difer ias en la estimulaci por PHA, en los
linfocitos humanos entre donadores (Lamberti y cols., 1983; Dewdney y cols. 1986). Speit
y cols.(1986) observan variaciones individuales y temporales en la cinética de replicaciéon

en muestreos repetidos de dos donadores sanos a lo largo de un afio. La variabilidad
a mi o a toxicos puede ser al da por una

individual en la resp
variedad de factores. Tice y cols.(1979) y Wen y Liew (1983) reportan que la velocidad de
replicacién disminuye con la edad de los donadores. Los sujetos de edad avanzada y los
pacientes con un sindrome con caracteristicas progeroides tienen un decremento en la tasa
de proliferacién celular en relacion a la de individuos sanos y a la obtenida en cultivos de

S >

recién nacidos (Melaragno y Smith, 1990).

Las variaciones en la proporcién de células T y B entre individuos podrian ser
fuente de variabilidad interindividual. Lindblad y Lambert (1981) han reportado que la
cinética de proliferacién de los linfocitos T y B cultivados y estimulados con PHA bajo
condiciones similares, es ligeramente més rapida para los linfocitos T. En 1987 Miller

confirm® estas observaciones utilizando linfocitos T y B purificad en en

donde las células son de varios dores y imuladas con ito di

Modificaci en las dici de cultivo d bién infl iar la cinética de
iendo variaci intra-individual Por ejemplo,

replicacién de los linfocitos p
células estimuladas en medio TC 199 muestran un ciclo celular mé&s largo que Ias

cultivadas en medio Ham F- 10 y McCoy's Sa (Obe y cols., 1975; Mutchinick y cols.,
1980). Wolff y cols.(1984) describen que Ias células cultivadss en medio RPNII 1640 en
ausencia de suero fetal de ternera (FCS) y de ibioti tife mas J que.

medio con FCS y anubném:os Estos hallazgos coinciden

las célul 1 das en el mi
con reportes previos en los que se usaron otros pardmetros para medir la CPC (Auf der

en donde se que la

Maur y Berlincourt-Bohni, 1979). Sin embargo exi trabaj
presencia o ausencia de FCS no altera la cinética de proliferacién (Mutchinick y cols., 1980
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y Sinha y cols,, 1984). Ademas, no se observan diferencias marcadas en cuanto a la
cinética cuando se compara la proliferacién de linfocitos humanos cultivados en solucién

salina de Hank suplementado con plasma autélogo o en medio RPMI 1640 (Gonsebatt y
Mutchinick, 1990).

Speit y cols. (1986) comparan las caracteristicas de la proliferacién en cultivos
paralelos de linfocitos en sangre entera o aislad Los resultad an similitud en
promedio, aunque la CPC fue ligeramente menor en los cultivos de linfocitos aislados. De
la misma forma, Larramendy y cols. (1990) encuentran una CPC retardada cuando 1la
comparan en cultivos de linfocitos humanos o de cerdos aislados, con cultivos de sangre
entera. Cuando se les agrega glébulos rojos humanos o de cerdos a la hora 0 de la
estimulacién con PHA, la frecuencia de M1, M2 y M3 no son diferentes de los valores
observados en los cultivos de sangre entera. Estudios en los que las células no se separan y
se identifican con las técnicas de FPG y MAC (morfologia, anticuerpos, cromosomas),
demuestran que las porciones relativas de linfocitos T y B son las mi antes y despué
de la estimulacion con PHA o con el mitégeno pokeweed (PWM), proliferando -mas
rapidamente aquellas células estimuladas con PWM (Larramendy y Knuutila, 1990).

La respuesta mitogénica que ocurre en la estimulacién in vitro parece depender del
mitégeno utilizado, La PHA y los extractos de Wisraria floribunda son mas activos que los
extractos de Lens culinaris, la mayor mi icidad podria relaci se al mayor nimero
de sitios de unién a carbohidratos de las primeras dos moléculas (Deknudt, 1982; Deknud
y Kamra, 1983).

Los anticoagulantes como el acido citrico o el EDTA (acido acético-

tetractilendiamino), que quelan el ién Ca2*, retrasan el ciclo celular de los linfocitos de
sangre periférica con respecto a aquellos cultivos provenientes de sangre hep-nmzadn
(Tucker y Christensen, 1987). Este hecho coincide con la red i6n en el indi o

observado por Littlefield y cols.(1984), cuando los cultivos son tratados con quelantes de
calcio o zinc.

St bien existen numerosos factores que pued po ial modificar las
condiciones de proliferacién de las células y particul de los linfocitos en cultivo,
do las dici experi les son homogéneas y exi testigos ad d las

evidencias son claras en el sentido de que la proliferacion de los linfocitos en cultivo refleja
la condicién de los sujetos estudiados. En sindromes en donde la respuesta inmune se
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encuentra comprometida, en individuos con enfer >SAS O CONn EXPC

cronicas; en pacientes bajo radio o quimioterapia; en cultivos en donde no se espera

respuesta inmune, el indice mitético se encuentra disminuido y la cinética de proliferacion
celular es mas lenta o se encuentra inhibida.

LAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN CULTIVOS DE LINFOCITOS COMO
INDICADOR BIOLOGICO DE GENOTOXICIDAD

El dafio al ADN puede ser visualizado a nivel cromosémico. Las aberraciones

cromosomi d ser diadas en lquier poblacid lular en ciclo, o que no esté

' P

en ciclo pero que da ser esti lada por un H i En ani les hay varios
tipos celulares que cumplen estos criterios, pero para estudios en humanos con cualquier
propdsito, se dispone de sélo dos tipos de células a las que se puede tener acceso de una
manera prictica. Estas son las células de médula ésea, las cuales son una poblacién en
constante proliferacion y los linfocitos de sangre periférica, los que normalmente no se

estan dividiendo, pero p ser estimulados in vitro cultivindolos con un mitégeno como
1a fitohemaglutinina (PHA) (WHO, 1985)

Debido a la facil obtencién de sangrs, en contraste con las muestras de células de
médula éseca, ¢l ensayo con linfocitos ba sido utilizado en la mayoria de los esmdios

concerni a la ind ion de aberraci crc 6micos en | (WHO, 1985).

Desde que Moorhead y cols. (1960) reportaron que los linfocitos podian ser
estimulados con PHA y ser observados en metafase, se ha obtenido una enorme cantidad de

datos sobre la induccidn de alteraciones por radiacién y quimicos do este
sistema (Preston y cols., 1981). )
C 0 se que este ensayo es simple ¢ informativo para el monitoreo

en humanos, proveyendo de informacién sobre exposiciones po
(o mutagénicas). Sin embargo, se debe hacer énfasis en que tal observacién debe ser

da en con 1a en el caso de sup posici a i v se
debe apreciar la distincion obvia para su uso en exposici a radiacion (WHO, 1985).
Ya se han i do los asp rel de la cinética de proliferacién celular

en los cultivos de linfocitos. El estudio de estos marcadores biolégicos (indice mitdtico,
CPC y aberraciones cromosémicas) se puede hacer si 1 Debido a que algunos
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rearreglos cromosdmicos son inestables y se pierden al dividirse la célula, es necesario
estudiar este tipo de daifio en las metafases de las primeras divisiones. El agregado de BrdU
facilita esto(Mutchinick y cols., 1982).

El tipo de aberraciones observado en los cultivos de linfocitos de individuos

exp depende del con el que estuvieron en . La radiacién ioni v
un pequefi . o de ag quimicos como la estreptonigrina, la bl ici 1a
neocarzi i la ci i arabindsida y la 8 xicafef son P de produci

aberraciones en todos los estadios del ciclo celular, incluyendo aberraciones de tipo
cromosémico en G1 y cromatidicas en S y G2 (Natarajan y Obe, 1984; WHO, 1985).

Cuando los linfocitos se ponen a cultivar, estan esencialmente todos en la fase GO
de su ciclo celular, por lo que después de recibir radiacién i la aberraci de tipo

cromosémico seran inducidas en estos linfocitos en G1 y se podran observar en la primera

fe después del imul itogéni El hecho de que se puedan producir
aberraciones en células en Gj significa que su frecuencia pucde rel

se dir

con la dosis recibida. Ademas, para muchas especies, incluyendo al hombre (Brewen y
cols., 1972), se ha mostrado que la frecuencia de aberraciones inducidas in vitro es la
misma que la provocada por la misma dosis in vivo (Brewen y Gengozian, 1971; Preston y
cols.,, 1972; Clemenger y Scott, 1973). Esto sngmﬁc- que una curva estandar dosis-

resp para iquier tipo de radiacién, p con exp i in vitro y
puede usarse para i las dosis recibidas por individuos como r ttado de ik
durante exposici édi o bi les (Brandan y cols.,1990).

Con base en el éxito del sistema de linfocitos pm 1a i ion de icién a
radiacion, parecia -propudo analizar aberraciones i en as de sangre de
individuos exp p 1 a imi oa 1 plcjas de éstos
(Office of Technology A US Conyus, 1983), para determinar si habia

icion a un clasto y para 1 fi ias de ab i con Ia dosis de

1a subsuncx.. Sin embargo, la estimacion de dosis a partir de aberr:

& P
P a

el momento (WHO, 1985).

2 lack
en p

no es tan confiable como en el caso de la radiacién hasta

La baja sensibilidad de los ensayos actuales para poder correlacionar 1a frecuencia

de aberraci 6mi con la exposicién a agentes qulmncos se debe a los

i >s de ind i6n de aberraciones por esos Estos pueden dar
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laci d

I

como resultado la induccién de frecuencias de aberraciones indir
con la dosis, en contraste con las aberraciones inducidas por radiacion (Vogel y Natarajan,

1993).

Para que el dafio al ADN inducido por tr i > imicos, se trad en
aberraci cr omi las células deben pasar por la fase 8. Asi, la mnyoria de las
aberraciones serian de tipo cr idico, hay a esta h is general
(Evans y Vijayalaxmi, 1980; Preston y Gooch 1981). Por lo tanto, es mﬁs apropiado
ducir aberraci en células en G o en G después de

considerar que la probabilidad de i
un tr i > con quimicos es baja, pero es co
do las células tratadas estian en, o pasan por, la fase S.

:derabl
incr

El dafio al ADN inducido por agentes quimicos en linfocitos no ciclantes no se
convertird en aberraciones hasta que las células sean estimuladas a entrar en ciclo in vitro,
y empezar la duplicacién del ADN. Dado que el dafio al ADN puede ser reparado en las
células en Gg asi como durante el largo primer estadio de G, la fr de aberr:
no sera necesariamente proporcional a la cantidad de dafio inducido al ADN sino mas bien
a la cantidad de dafio que se mantiene en el de la du i6n. Queda claro que la
cantidad de dafic al ADN pr en el de la duplicacién, el cual tiene el
potencial de transformarse en aberraciones, dependers de diversos factores, incluyendo: (a)
la dosis recibida; (b) la idad inducida del tipo particular de dafio al ADN que puede
originar aberraciones (un valor que puede variar con el agente); (c) la cantidad de
reparacion en las células en Gg antes del muestreo (v.g. el tiempo entre la exposicién y el
muestreo); y (d) la cantidad de reparacion en células en G a partir de la estimulaciéon
mnogémcu hasta |la primera fase S in vitro. Muchos de estos puntos estarian sujetos al

iempo a wvariaci individuales. El resultado es que, para la mayoria de Ios
'lgenm quimicos, sélo una proporciéon del daflo inducido al ADN efectivamente se
convierte en aberraci enel > de 1a ch i6n. Estos fi de rep i6n del
ADN reducen Ia sensibilidad del linfoci pln la dici de ici a ag
quimicos, lo que originara una frecuencia de aberraciones que en el me_por de los casos es
s6lo indirectamente proporcional a la exposicion (WHO, 1985).

Si se observa un incremento en las aberraciones cromosémicas en grupos

p ial p compar-dos con grupos i se pued luir que ha habid
exposicién a un éni pero no se puede estimar el nivel de exposicion o de
los efectos en la salud adversos sut [¢ éti © sométicos), para ello se utiliza la
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correlacién de estos marcadores de efecto con marcadores biolégicos de exposicion. Por el
otro lado, si no hay diferencias en la fr ia de aberraci entre los grupos expuestos
¥y sus grupos testigos iados, no es posible d tar exposicién. Sin embargo en este
caso, puede ser posible, con base en la experiencia previa, deducir un nivel de exposicién
méxima que no esté asociada con una diferencia notable a nivel de la frecuencia de
aberraciones (WHO, 1985).
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CAPITULO III
EL ARSENICO COMO XENOTOXICO

El arsénico (As) es un elemento ubicuo en la naturaleza y es considerado un

carcinégeno bi ! por la Ag ia Internacional de Invesugacnén en Cincer (IARC).
‘que ademi ia la exposicién h a este metaloide con c&
es por inhalaciéon y con ca de piel, vejiga, higado y rifién do es por ingesti6

(IARC, 1987; Chen y Wang, 1990; Bates y cols., 1992).

Fue el primer metal identificado como un carcindégeno (IARC, 1980) (aunque
quimicamente es descrito como un loide, con propiedades p. idas al fésfc y con
toxicidad similar a la de metales pesados como el mercurio y el plomo). Se encuentra
arapliamente distribuido en la naturaleza en numerosos minerales como los arsenuros de
cobre, niquel y hierro o como sulfuro de arsénico u 6xido. Los compuestos metilados que
se encuentran en la naturaleza son el resultado de la actividad biologi El P
comercial m&s importante es el 6xido de arsénico (III), que es un ptoducto derivado de 1a
fundicién de cobre o hierro (Vahter, 1988). Los P tl son o
principalmente en la agricultura y la silvi a como pesticid. herbicidas y silvi
peqg idades son en las ind ias del vidrio y de la ceramica y como aditivo

en la alimentacion del ganado (WHO, 1981).

Fyry

Las propiedades de este el eran idas ya por los griegos. Hipbcrates
recomendaba el uso del AsqS4 para el mumlemo de dlceras. Much bl
utilizaban el arsénico en el ali del g > ya que incrementaba el peso. D:fcrcntel
luci icales se r daban como téni ya que b elpeaoyelv-got
de las p También se le plod yamform.de P i & (sohxcion de
Fowler, solucién de Donovan) 0 como Orgs 1 (Sal N 1y ) para
combatir enfermedades como la Ial i ielocitica cronica, psoriasis y asma
bronquial o la sifilis, 1a Ia trip vy la tri insis. En cstas
aplicaciones clinicas fue en donde se notaron sus efectos adversos, que descontinuaron su

uso terapéutico (IARC, 1980).
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Distribucié bi Iy tr te

En sitios sin i ion las cc aciones de énico en el aire son
despreciables (WHO, 1981). Aurep (1977) demostré la presencia de As organico e
inorganico en las particulas aéreas. En los afios cuarenta en Inglaterra se observd que la
concentracion de 6xidos inorgani de As au ba de 0.007ug/m3 a 0.04-0.14 pug/m3
en los meses de invierno, probabl por la incineracion de carbon vegetal para la
calefaccién (Bencko, 1987). .

Concentraciones entre 2.3 y 312 mg/kg se han reportado en plantas de energia
eléctrica generada por la combustion de carbon (EPA, 1984). El quemado de carbén
mineral, de madera tratada con defoliantes o conservadores que contienen arsénico y la
fundicién de metal ituyen la fuente principal de arsénico en el aire (Bencko, 1987;
Vahter, 1988; Diaz-Barriga y cols., 1993).

El agua la forma principal de transporte natural de este metaloide. En agua

i da cl énico se a 1 como ar iato (sal p 1| ) pero en
ndici o oras, por ejemplo, en pozos muy profundos, la forma trivalente
(ar ito) predomi La sedi ion del énico en iacién con el hierro y el
luminio es iderable. En el suelo se produce biometilacion y la liberacién de arsénico

metilado al aire (WHO, 1981).

El agua puede estar natural inada con énico al ponerse en contacto
con sedimentos ricos en sales. El d: iones de As se han encontrado en
fuentes geotérmicas o en pozos (Borgono y cols., 1977; Tseng y cols.,, 1977; Cebntn,
1983; Sastre y cols., 1992). E! depdsito de las i das por la comb 6n de

carbén mineral de una planta generadora de energia eléctnca, elevo las concentraciones de
arsénico en el agua de un rioc hasta 0.21 mg/l, destruyendo a la mayoria de los
microorganismos de ese sitio (Bencko, 1987).

23 1

de la agri

1, N "

Por se distribuyen grandes cantidades de arsénico en el
suelo. En los el arsénico se en su forma pentavalente. La
lixiviacion del arseniato es lenta por su unién con los hidruros de hierro y aluminio. A
pesar de ello, 1a bioacumulacién del arsénico en los productos agricolas no alta (Vahter,

1988).




Tabla 1. FORMULA DE LOS COMPUESTOS ARSENICALES MAS COMUNES

Trioxido de arsénico As203 0 AsqO0¢g
Arsenito AsO03-, AsO2~
Arseniato AsO43-, HAsO42-, HyAsO4"
Trisulfito de arsénico AsrS3
Arsenuro de Galio GaAs
Acido metilarsénico (MMA) CH3AsO(OH)2
Acido metilarsinico (DMA) '(CH3)2AsO(CH)
Arsenobetaina (CH3)3As*CH2CO0O"~
Arsenocolina (CH3)3As*CH>CH,0H X-
Arsina AsH3
Trimetilarsina - (CH3)3As
Oxido de trimetilarsina (CH3)3As=0
Vahter (1987)
Exposicién

La exposicion humana al arsénico inorganico ocurre por razones Ilaborales,
ambientales y desde luego a través de accidentes. En la Tabla 2 se resumen las formas mis
fr de exposicion a As.

Iy hal

Laexp por i se da por i les o por fumar. El rango
encontrado en e! aire de areas urbanas va de los 0.002 pg/m3 a 0.3 pg/m3. Alrededor de
fundid se han regisirado valores de 1 pug/m3 (Bencko, 1987),
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Tabla 2. FORMAS MAS FRECUENTES DE EXPOSICION A ARSENICO

O i 1 La icién ocupaci 1 ocurre pnnc:palmenle porel
arsénico i inorganico (éxido de arsénico) en el aire del ambiente de
trabajo, como en:

-Fundidoras de metales como el cobre, oro, plomo y
antimonio.
-Plantas productoras de arsénico (6xido de arsénico) y
de pesticidas que contienen arsénico.
-En plantas generadoras de energia eléctrica a través de la
combustion de carbén mineral.

Ambi La icién bi I ocurre de manera natural por:

-Consumo de agua con el d: idades de énico o,
-Consumo de alimentos (marinos)

O por la contaminacion de:
-Fuentes de agua potable (rios, lagos).

-El bi alrededor de las p!. fundidoras o
productoras de arsénico inorganico.

i s

Iatrogénica Por el uso de (princip ios)
que contienen arsénico: carbarsone, melarsoprol y triparsamida.

El agua potat i normal pocos g por litro, pero la actividad
industrial y/o agricola han producid i severas (por encima de 1 mg/l) en
pozos. Ademés el agua puede i \! con el idades de As
por el el d ido del loide en rocas del subsuelo, como ocurre en la region del
norte de Chile y Argentina y en -lgunu zonas de la Cc L en el de
México. El vino y el agua mi 1 a veces niveles altos: en un muestreo de vinos
de mesa en Estados Unidos, Ia mitad de las idades de éni d inadas excedian
0.05 mg/litro, el limite blecido por la Or izacién Mundial de 1a Satud (WHO, 1993)

hasta 1993,
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Las concentraciones de arsénico en la mayoria de los alimentos estin por debajo de
hu do, los crustaceos

Img/kg. Los peces marinos pueden contener hasta 5 mg/kg de peso
marinos y los peces que se alimentan del fondo marino pueden contener elevadas
concentraciones de As. En estos organismos la mayor proporcién de As se encuentra como
arsénico organico. En algas cc ibles se han do niveles de arsénico que van de los
19 a los 172 mg/kg de peso seco. La acumulacidn en tejidos de aves y cerdo se da por la
existencia de As en el ali En la poblacion g 1, la ing: diaria prc dio es de
menos de 0.2 mg por dia, lo que varia si se consumen alimentos marinos (WHO, 1981).

La exposicién terapéutica al As se ha producido por el antiguo uso en la medicina
de Fowler (arsenito de sodio) ha sido utilizada para el

de productos arsenicales. La sol
tr i de | y psoriasis y también como ténico en dosis de varios mg por dia
(Bencko, 1987; ATSDR, 1989).

La exposicion pacional ocurre ial a través de la inhalacién de
particulas que contienen arsénico. Ello se ocurre principalmente en o alrededor de
fundidoras, o en la fabricacién y el pleo de pesticidas que cc > (ATSDR,
1989).

Metabotismo
por i ion o por inhalacién, ya que 1a

El arsénico se incorpora al org;
absorcion a través de la piel resuita minima (Vahter,
solucién es mis rapidamente incorporado que en estado sélido. Las formas inorganicas son

metabolizadas a través de r de oxido-reduccié ilacion (Scott y cols., 1999).

1988). Cuandc se encuentra en

y

Arsémico inorgénico
Estudios en hi y en dife i imal han d ado que

posteriormente a la administracion de As Il y/o As V se boli metilados

en la orina, entre los que predominan el DMA (écido dimetil arsinico) y el MMA (icxdo

monometil arsénico) y una porciéon menor se elimina como As inor Se

que el ptocelo de bmmeul.cnén es un p desi i en la dida que los

or afinidad por los tejidos y son mis ficilmente
eliminados por el rifién que el As inorgénico. R fta i d que Y ka y
cols. (1989 y 1990) han descrito que un metabolito del DMA, al reaccionar con oxigeno
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molecular, genera un radical perdxido el cual se sefiala como inductor de rupturas en la
cadena de ADN.

Crecelius (1977) determiné la presencia de compuestos organicos de As en orina
humana, posterior a la ingestion de vino contaminado con As III, agua de bebida
contaminada con As V y de alimentos de origen marino que cc i As organi La
presencia de DMA y MMA en orina demostré que el As inorganico es biometilado in vivo,
mientras que el As organico ingerido es eliminado en orina sin cambio alguno (Tam y
cols., 1978, 1979a, b, c; Buchet y cols., 198la, 1981b, 1982). La capacidad de
bi ilaciéon en esp como rata, ratdén, criceto, conejo y gato demostré diferir en
cuanto a la excrecion y distri ion de bolitos (Od: ka y cols., 1979; Vahter y Norin,
1980; Vahter, 1981 y Rowland y Davis, 1982). Ello hace que resulte dificil estudiar la
toxicologia del arsénico en animales de laboratorio.

Bertolero y cols. (1981) investigaron las relnciénes entre la biotranmsformacién del
As y su unién a los tejidos. Encontraron que dicha unién depende en gran parte de la
interaccion del As inorganico con celulares, concluyendo que el proceso de

s

biometilacién disminuye la fijacién del As a los tejidos, favoreciendo su eli

Estudios de Mahieu y cols. (1981) en individuos intoxicados agudamente con As
inorgénico, mostraron que ain cuando inicialmente la excrecién de As inorganico
predomina, al noveno dia después de la icién el DMA y el MMA representaron el

95% del As excretado en la orina.

El 6rgano mas importante en donde se llevan a cabo lasr i de ilacién es
<l higado (Klassen, 1974, Tam y cols., 1978 Buchet y Lauwerys, 1985). La reduccién de
As V a As III in vivo, como ién p i para su ilacion se ha d do en
rata, ratén y conejo (Lerman y Clarkson, 1983; Vahter y Envall, 1983; Vamer y Mar-fate
1983) La actividad metilante e-u localizads en el citosol y el p q lap
de i6 ducido, un pH 6 entre 7.5 y 8 y la S-ad il ionina como d d
de ilos in vivo (M f1 y Vahter, 1984; Buchet y Lauweryn, 1985) Scott y cols.
(1994) hm demostrado que el As V es capaz de idar al ducido con la
cC red ion del ar iato a H en dici de pH similares a las

citosélicas.
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El arsénico ingerido es principalmente excretado a través del rifién, aunque existen

otras vias de r ion en peq idad Como tiene gran afinidad por la piel
(Vahter, 1988) la descamacién diaria de 1a misma, ofrece una ruta de eliminacién calculada
entre 0.1-0.2 pg/dia. Las p no exp limi por el pelo cantidades de arsénico

alrededor de los 0.3 mg/kg.

La cinética del arsénico inor ico una vez incorporado al organismo se describe en
la figura 3, mientras que en la 4 se presenta el proceso tular de desi icacio
(metilacion del As).

Indicadores biolégicos de exposicién a As

La dicion de los niveles de As en orina resulta un indicador biolégi | d.
de cxposicién ya que los dios de toxicologia han demostrado que se excreta
principalmente por esta via. Es importante poder diferenciar entre el arsénico ingerido a
través de alimentos de origen marino y los metabolitos del As inorg&nico, por 1a toxicidad
diferencial de los mismos, como vimos antes. Los niveles basales en personas no expuestas
se estiman entre los 10-50 pg/l (Vahter, 1988).

El As inorgani pid fepurado del pl por lo que su deteccion en
plasma podra reflejar exposicion por un breve periodo. Los niveles luados para p
no expuestas son 1.5-2.5 ug/l (Vahter, 1988; ATSDR, 1989).

En el pelo, que como ya se menciond anteriormente es un sitio de depésito, se
observan niveles por debajo de 1 mg/kg, para personas no P El probl al
utilizar el contenido de As en el pelo como marcador de exposicion, es que no es posible
saber con certeza si el As cuantificado sc debe al As ingerido o =l depositado por
contaminacion externa (Vahter, 1988).




Flgura 3. Cinética del &nice ) o wviss de ab
acumutacién [(Vahter. 1908)
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EFECTOS BIOLOGICOS DEL As
Arsénico organico

Existen aun medicamentos que utilizan arsénico orgéanico para el tratamiento de
parasitosis. L.os efectos iatrogénicos se han descrito principalmente a nivel del sistema
nervioso central. Encefalopatias con un tasa de mortalidad del 62.5% fue observada en el
1.5% de 1066 pacientes tratados con triparsamida para la tri iasis; otro cc id
efecto del tratamiento era la atrofia del nervio dptico (Bencko, 1987; ATSDR, 1989).

Facid, 1

Efectos toxicos a nivel del sistema nervioso han sido p en
experi I fi dos con dosis altas de acido arsenilico, el cual es usado como un
ditivo en la ali ion de aves y cerdos. Los datos d ibles indi que la toxicidad
del énico organico p! en los alimentos de orlgen marino es baja, y los datos acerca
de la carci icidad de los p or les son [ & 1987,

‘Vahter, 1988; ATSDR, 1989).
Arsénico inorganico

Los efectos toxicos de la exposicién a arsénico inorginico en animales

experi les y en el hombre, se en las figuras 5 y 6 (ATSDR, 1989).

Enlai icacid da y subaguda con As inorgénico se ifi a
nivel de [os sistemas respiratorio, gastroi inal, cardi § nervioso y
h poyético. El1 As trival es més toxico que el pentavalente. El As en solucion es
més toxico que el As no disuelto, probabl porque en solucién se absorbe mejor
(WHO, 1981).

Ll lesion principal de una i icaci aguda con As inorgéinico es ¢l dafio

inal con vomito y diarrea. Otros sintomas incluyen calambres musculares,

edeml facial y anormalidades cardiacas. Los individuos que sobreviven a intoxicaciones
agud: desarrollan probl a nivel ial del Si Nervioso
Periférico (WHO, 1981).

Efectos sub dos a comp irri como el o6xido de As (III) en el aire,

incluyen dafio severo en las branas del r i io y de la piel
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expuesta. Son frecuentes las perforaciones del septo nasal, irritacién intensa de la mucosa
nasal, laringe, bronquios y canal auditivo. Estos sintomas pued demadas acomp se de

conjuntivitis y dermatitis. El sistema hematopoyético sufre también efectos caracterizados
por anemia y leucopenia (granulopenia) (WHO, 1981; Bencko, 1987).

Exposiciones cronicas a niveles elevados de As inorganico en trabajadores de
fundiciones, producen lesiones en el tracto respiratorio superior y hasta perforaciones en el
septo nasal. Alteraciones en la piel como hiperqueratosis palmoplantar, se desarrollan en
individuos expuestos a niveles elevados de As en el agua de bebida, o en personas que
estan bajo di 6n prol da con soluc:ones como la de Fowler. Otros sintomas
dermatoldgicos incluyen hipo e hiperpig , | las lesiones hiperqueratosas
son raras entre los trabajadores de las fundidoras (WHO, 1981; Bencko, 1987; ATSDR,
1989),

Se han observado alteraciones en las funci hepati tanto en animales como
en el hombre, dcbidas a exposiciones cronicas a arsénico inorganico. . Datos
epidemiolégicos y toxicolégicos indican que el dafio hepatico severo puede degenerar en

cirrosis (Bencko, 1987).

Debido a que el As inorganico (As III) tiene efecto sobre el sistema
hematopoyético, ha sido utilizado durante mucho tiempo como un agente terapéutico para
varias formas de leucemia, a menudo en dosis de varios mydia. En algunos estudios en
animales tratados con arsénico se ha observado una resi disminuida a infecci
virales (WHO, 1981).

En algunos paises como Chile, China, Argentina y México se han descrito
enfermedades de tipo vascular en individuos expuestos diariamente a niveles por encima de
1 mg de As inorganico (Tseng y cols., 1968; Zaldivar, 1974; Garcia Snlcedo vy col., 1984).
En nuestro pais existen poblaciones rurales aislad exp cro a As
inorganico a través del agua de bebida. Esta exposicién se ha asociado con una elevada
prevalencia de alteraciones cutaneas y cancer de la piel, da a afecci |}
periféricas y otras lesi que di ia calidad y la esperanza de vida (Cecbrién y
cols.,, 1983; Garcia Salcedo y cols, 1984) Estudios similares realizados en Taiwan

demostraron que el hidroarsenicismo no sélo se halla asociado a una mayor incidencia de

cancer de piel, sino que también la mortalidad debida a cincer de vejiga, riién, pulmén, -

higado y colon se encuentra incrementada (Vahter, 1988).

&
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Nordstrém y cols. (1978a,b y 1979a,b) encuentran una elevacién en la tasa de
nacidos muertos y de abortos entre las mujeres que trabajaban o vivian cerca de fundidoras
en Suecia. En Hungria, B6rzodnyi y cols.(1992) reportan datos similares cuando comparan
1a frecuencia de nacidos muertos y de abortos entre dos ireas con altos (0.17-0.33 mg/l) y
bajos (0.05-0.1 mg/l) niveles de As en el agua de bebida.

-

Con la i i6n de dilucidar los i invol dos en la tOXICIdId del
arsénico se han estudiado marcadores biologi de g icidad en pobl
Fi ias elevadas de aberraciones 6mi y de inter i de
cmmiudu hermanas se han observado en cultivos de linfoci de p que han i
en contacto con el loide por r édi vy laborales (Burgdoff y cols., 1977,

Petres y cols., 1977; Nordenson y cols., 1978, 1979; Wen y cols., 1981). Sin embargo,
también hay datos negativos (Burgdof y cols., 1977; Nordenson y cols., 1979). La Agencia
Amencam de Protecclén Ambiental (EPA) ha considerado que estas evidencias poseen

i i de d indole, por 1o que considera que los datos existentes acerca de la
1 genicidad y la icidad del As en seres humanos no son concluyentes (EPA,
1984).
Los estudios realizados in vitro han d do que el énico tiene actividad
clastogénica (Wan y cols 1982) y comutagénica, es decir es capaz de dafiar al ADN y de
In génica de une serie de compuestos con actividad genotoxica
comprobada, como la luz ultravioleta y el alquil metil sulfonato (Okui y
Fujiwara, 1986; Li y R 1989). Ind amplifi 16! éni en p k de estrés

(Weich, 1992). Inhibe la reparacion del dafio inducido por 1a radiacién ultravioleta o el
metil metano sulfonato (Li y Rossman, 1989; Okui y Fujiwara, 1986).

La relacion entre las fi y vias de exposicion de los or i a arsénico, y los

= ella se esqn i en la figura 7.
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CAPITULO IV

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Reci reali >3 un piloto en un grupo de 11 habitantes de Ia
Region Lagunera, con el propésito de evaluar la utilidad de diversos indicadores biolégicos
éti producido por la exposicién crénica a As

en la d ion del posible dafio g
(Ostrosky-Wegman y cols.,, 1991). La fr de aberr: cromosémicas y de
bios de cromaétid her fue similar en b poblaci las

inter
aberraciones complejas (anillos, translocaciones, dicéntricos, etc.) fueron mas ﬁecuemes en

el grupo expuesto. Un hallazgo importante de este trabajo fue la dismi i6n en la
de proliferacion celular en los cultivos de linfocitos de los individuos expuestos a arsénico
i Jular en

P

Estos resuitados sugieren que la exposicion a As altera la r

individuos expuestos, lo que podria contribuir a explicar la mayor mzzldcncm de céncer de
i que p

piel que se ha reportado en la Regién Lagunera, ya que se ha
inmunosuprimidos desarrollan neoplasias similares en piel (Walder y cols., 1974; IARC,
1992).

La inhibicién de la proliferacién en cultivos de linfocitos se utiliza para
identificar sustancias y factores que modifican la resp fular inducida por
lecti como la fitoh lutinina (Orson y cols., 1989; Moller y cals. 1989; Mc Carthyy
ools. 1990 Rodl y cols., 1990). Ademés existen datos que indi que la sup o
di 6nica de la P por farmacos (sustancias quimicas) o por

radiacion, favorecen o se. hallan asociadas con la aparicion de ciertos tipos de céncer

(meden, 1989; Sneller y Swober, 1990; IARC, 1992). Esto sugiere que ef estudio de la

lacion y de la de proliferacién de linfocitos en individuos crénicamente

P podria ituir un indicador de riesgo valioso para el monitoreo biol6gico de
exposicion a As y a otros i bi

indes

El hidrc ici. en poblaci h ituye un probl de salud que
puede resolverse evitando el consumo de agua inada, o elimi do mediante
di el )| de

écni de i el As del agua de bebid.
ias (Cusi ¥ cols., 1992; Sancha y cols., 1992; Sastre y cols., 1992)

dif

fife C3Lr
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La exposiciéon que se provoca por la produccién y la utilizacién industrial del
arsénico en la fundicién de 1

ia combustion de carbén mineral en las plantas de
energia eléctrica o en las geotérmicas, la disposicion de las cenizas de la combustion
mineral, 1a produccién y e inadecuada disposicién de envases que contienen pesticidas y
herbicidas ricos en arsénico, resulta mucho mas dificil e improbable de remover. La
ldemlﬁcaclon de marcadorw tempranos de dafio por la exposicién a arsénico inorganico en

4.1 h

P T una her i importante para el monitoreo de
dafio y la prevencion del mismo.

Otro elemento que hace relevante la investigacion de marcadores en grupos
humanos expuestos, es el que los modelos de exposicién crénica a As en animales, se han
encontrado con el escollo de que el bolismo del arsé
en el hombre (Tamm, 1979).

> es diferente en los animales y

Los hallazgos iniciales en esta poblaci6 P durante varios afios y aun varias
generaciones, a concentraciones elevadas de arsénico, nos lleva a plantear 1a necesidad de
fundi en una a mas plia sobre el efe de la exposicién cronica al arséni

en la frecuencia y tipo de aberraci omi

y en la cinética de proliferacién de
los linfocitos. Ello permitiria caracterizar con mayor certeza este Ultimo parametro y
discutir su utilidad como indicador temprano (marcador) de dnﬁo citotoxico y en la

deteccion de mdlvnduos en nugo de desarrollar ca o padeci iados a la
presio del

HIPOTESIS GENERAL DE TRABAJO

La idad ci htica y g 6xica de las sales arsenicales permiten postular que

la exponclén cronica a arsénico a través del agua de bebida, modifica ln prohfenclén

umullda con PHA, de los linfoci en Itivo, e incr ia de
aber omi en este tejido.
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OBJETIVO GENERAL DE TRABAJO

idad y de g icidad, en individuos

La evaluacién de marcadores bioldgicos de citc
créni a diferentes aciones de arsénico a través del agua de

bebida en la Regién Lagunera de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la posible utilidad de la cinética de proliferacién de linfocitos como marcador

del dafio i H producido por la exp ina éni
Estimar la carga corporal de arsénico y sus bolitos en los individuos estudiados,
pleando como par las iones de arsénico en sangre y orina.

entre Ia carga corporal de arsénico de los individuos

D las rel
diados, los p de ci icidad Iuados y los ef en la salud de los
dores biolog Aiad.
Evaluar la fi ia de aberraci cromosémicas estructurales en cultivos de linfocitos
de los mismos individuos para correlaci los con la exp i6n y con los park de
citotoxicidad.
gar los de i iato sobre las disti fases de Ia respucsta
¢énica de los linfoci como son la sintesis de ADN y la mitosis en cultivos de
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MATERIAL Y METODOS

Marcadores de citotoxicidad

Se tomaron como criterios de citotoxicidad al indice de marcaje (IMC), indice
mitético (IM). y a la cinética de proliferacién (CPC) medida como la proporcion de
primeras, segundas y terceras divisiones a diferentes horas de cultivo y al indice de
replicacion (IR= %primeras+2 x % segundas+3 x % terceras/100) (Ivett y Tice, 1982).

Marcadores de genotoxicidad

Se evalué la frecuencia de aberraciones cromosémicas estructurales en metafases de
primera division in vitro. Las metafases evaluadas tenian como minimo 45 centrémeros.
Las aberraciones estructurales se clasificaron en rompimientos crc tidi o

isocromatidicos y en rearreglos cromatidicos o cromosémicos de acuerdo a los criterios del
WHO (1985).

Estudio poblacional

El dio poblaci 1 fue p dido por la caracterizacion de los parametros
demogrificos y socioecondmicos de las poblaci a diar (O: ky-W: y cols.,
1991).

Individi a diar. Se eligieron dos poblados rurales de la Comarca Lagunera: los
habitantes de Santa Ana Coah. se consideraron como los individuos expuestos, ya que la

ion de Eni en el agua de bebida ha sido superior a los 0.300 mg/l durante
los Bitimos 8 afios (Del Razo y cols., 1990). Una de habi de N Dgo.
fi gidos como la poblaci6 § ya que durante los tltimos dos afios los niveles

de As en el agua han oscilado entre 0.019 y 0.026 mg/l (Del Razo y cols., 1990). Se
estudiaron 30 individuos del poblado expuesto (la mitad aproximadamente tenia signos

A " de hid ici: 6nico) y 30 del poblad i Se eligieron
preferentemente individuos de 20 a 60 afios de edad. Se elaboraron historias climm
especialmente sobre los asp dermatologi al interrogarlos mediante cuestionarios
que inclui d i 1} b i alcoholismo, tipo de dieta,

dici ocioecc i etc asi como el uempo de residencia en el lugar.
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criterios de inclusion: i)

Ceriterios de inclusion y lusion. Se aron los sigui
Ser mayor de 20 afios. ii) Haber vivido por lo menos 10 afios en su respectivo poblado.

Los criterios de exclusién fueron los i) A d de exposicion reciente y
icid: fertili. y di s hormonales durante los Gltimos 3 meses;

directa a pl
ii) Ingestion de bebidas alcohéli durante los ultimos 5 dias o que sufrieran de
alcoholismo crénico. iii) Individuos que estuvieran bajo tr i fi >

de sangre se obtuvxeron por venopuncion en las primeras

Toma de . Las
horas del dia, fueron codificadas y transportadas di por via aérea al
laboratorio, para iniciar los cultivos de linfoci Al mi iempo se f 1 n

muestras de la primera emisién de orina por la mafiana, ias cuales se depositaron en frascos
de plastico inerte previ. lavados con acido nitrico al 10% en agua y enjuagados con
agua bidestilada y desionizada. Se tomaron al azar cuatro mauestras de agua en hogares de
los dos poblados, para certificar los niveles de As. El muestreo de agua no se hizo mas
extensivo pues la fuente de este liquido es (nica para cada poblado.

Estudios de cito y gemotoxicidad. Los cultivos de linfocitos se hicieron de la siguiente

manera: se colocaron 0.5 ml de sangre perlfénca en medio RPMI 1640 suplementado con
La prolife i6n de los linfocitos se estimuld

fitoh lutinina (PHA), Microlab, México,

L-glutamina y aminoacidos no

mediante el agregado de 0.2 ml de la }
Lote N* 197 y después de 24 horas de iniciados los cultivos, sc agreg6 el anidlogo de base

bromodesoxiuridina (BrdU) SIGMA, U.S.A, a una concentracion final de 32 uM, para
poder detectar las células en fase de sintesis de ADN (i ida por el mitd ) y la
cinética de proliferacién. (excepto los cultivos de 36 h). La cosecha se realizd
centrifugando los cultivos para extraer el medio de cultivo, a 800 x g durante 10', el botén
celular se colocod durante 15-20' en 5 ml de solucién hipotdnica de KCI 0.075 M para
dispersién de los cri después de lo cual se la exwrajo, también por
se fijaron en 3 cambios de fijador: metanol-écido acético
inillas y das a la flama.

provocar la
centrifugacion y las

éhilas fi

glacial (3:1). Las 8

das en 1

El material depositado en las laminillas fue tefiido para su analisis al mi p
En el caso de los cultivos cosechados a las 36 horas, con anticuerpos anti-BrdU, revelados

con peroxidasa (Montero y cols. 1991). Los cultivos cosechados a las 48, 60 y 72 horas,
ia mas Gi (Perry y WoIfF, 1974).

con la ica de fluor
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Dado que el contenido celular en 0.5 ml de sangre puede variar de individuo a
individuo, se realizé un conteo de leucocitos en camara de Neubauer y un conteo
diferencial para cuantificar el nimero total de linfocitos por cultivo, para cada individuo.

De esta a se pueden relaci

los parametros de citotoxicidad, con el namero de
células por cultivo. Las células se cosecharon a 36, 48, 60 y 72 horas, después de agregar
0.2 mi de colcemid (Microlab) dos horas antes

Indice de Marcaje: Se contd la proporcion de cétulas marcadas en un total de 2500
nicleos, lo cual constituye el Indice de Marcaje (IMC).

Indice Mitdtico: Se determiné calculando la proporciéon de nicleos en metafase de un
total de 2000 nicleos consecutivos.

Cinética de proliferacion: Para evaluar la cinética de proliferaciéon se determind la
proporcion de primeras, segundas y terceras o subsecuentes, metafases en 100 mitosis

consecutivas para cada horario de cultivo, excepto el de 36 h. Con los datos se estimd el
indice de replicaciéon IR.

El IMC revela la proporcién de linfocitos que han incorporado el anslogo BrdU a
as 36 horas de cultivo, periodo en el que se las célul
© G3 del primer ciclo celular. Et IM bl

se an en las fases S
la proporcioén de nuicleos que se encuentran
en metafase mientras que el IR estima la cinética de la proliferacién, su valor minimo es 1
(s6lo primeras divisiones) y el miximo es 3 (s6lo terceras divisiones).

45, i P

- El anilisis de aberraciones cromosomicas se realizdé en 100
metafases consecutivas de primera division. Todas con 45 o méas centrémeros. El dailo

cromosomico se clasific6 como: brechas cr idi o crc 6 r >S
cromatidicos o cromosémicos, ¢ inter bios cr idi (cuadrirradiales y tnrrndlala) o
cr dmicos (dicéntricos, anillos, transic i ) (Ostrosky-Wegman y cols., 1991)
Determii idn de énico en as de sangre, orina y agua. Para la determinacion de
icion, se ficd el arsénico pr en la arina y en el plasma. Ella se llevé a

cabo en el Laboratorio de. Toxicologia del CINVESTAYV, Brev las as fueron
digeridas de acuerdo con el método de Cox (1980) y se determinaron por absorcion
atdbmica a través de la generacién de hidruros. El arsénico inorganico y las formas
metiladas se cuantificaron por la técnica de Foa (1984). Las muestras se analizaron contra
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estandares de referencia de orina para metales toxicos (SRM 2670) y de plasma construidos
con diferentes concentraciones de arsénico.

ESTUDIOS "IN VITRO"

Se realizaron cultivos de linfocitos de manera similar a la mencionada
anteriormente, con sangre de 4 (dos hombres y dos mujeres) donadores sanos, no
fumadores.

El tratamiento de los linfocitos con arsenito (As III) y arseniato (As V) de Na se
hizo de dos formas diferentes: cuando estos estaban proliferando activamente y cuando se
encontraban en fase Go-G,. Para el primer caso, €l lote de cultivos se trataron a las 48 horas
de i bacié hand 24 horas después, de manera similar a la descrita
anteriormente. En el segundo grupo de cultivos, las células se pusieron en contacto con las
soluciones arsenicales antes de iniciar los cultivos, durante 2, 6 y 24 horas, las sales se
removieron mediante lavados o se dejaron presentes en el medio de cultivo. Los cuitivos se
cosecharon a las 72 horas de iniciados.

Las concentraciones de arsenito y arseniato utilizadas fueron 10-7, 10-8 y 10-9 M,
(similares a las encontradas en ¢l plasma de los individuos expuestos).

Las laminillas codificadas se tifieron mediante la tincién de FPG para su posterior

andlisis al micre pio. Los paré de proliferacién utilizados en este caso fueron el
indi itdtico y las proporci de M1, M2 y M3, con las que se calculé el indice de
replicacion.

Andlisis exploratorio de los datos obtenidos. Se utilizaron pruebas de correlacion lineal
entre los distintos marcadores estudiados. Para las pruebas de hipétesis en el caso de las
variables: concentracién de As en orina y de sangre, IMC, IM, IR y frecuencia de
aberraciones, se utilizé la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney, primero de una
sola cola y luego de dos colas para probar el al de fa signifi ia. La prueba de
Kruskall-Wallis se utilizb para el andlisis de varianza (ANOVA) y la comparacién multiple
no paramétrica de Dunn para diferenciar medias (Zar, 1984.)




CAPITULO V
RESULTADOS
Marcadores de exposicién:
Arsénico en muestras de agua, sangre y orina

Las muestras de agua de Santa Ana revelaron un promedio de 0.412 mg/l con una
desviacién estandar de 0.016, en tanto que las de Nazareno promediaron 0.037 mg/l con un
desviacion estandar de 0.018 (Tabla 3a). Como punto de comparacién para estos valores
podemos mencionar que la norma internacional para el limite superior de  arsénico
inorganico en el agua potable era de 0.050 mg/l hasta 1993, do la Organi ion
Mundial de la Salud recomendd reducirla a 0.010 mg/I (WHO, 1993), por lo que los
valores del agua de Santa Ana estuvieron por lo menos un orden de magnitud por encima

de la norma internacional.

En las muestras de sangre se determinaron promedios de 17.6 % 16.9 ug/l y de 34 =
27.3 ug/l para testigos y exp >s, respecti En orinas se encontré un promedio de
36 = 36 pug/l de arsénico total, en los individuos testigos y de 758.4 * 364.0 ug/l en los
expuestos. La diferencia entre ambos grupos no fue significativa en el caso de la muestras
de sangre, pero si para las muestras de orina. Estos resultados se presentan en la tabla 3a,

junto con otros par de 1a poblaci diadas como son ia edad y el tiempo de
residencia de los individuos estudiados. No hubo diferencias significativas entre estos
par poblaci les (U de Mann-Whitney de dos colas, p>0.05), mientras que la
misma prueba mostrd significancia (p<0.01) para los marcadores de exposiciéon (arsénico
en muestras de agua y de orina). En las tablas 3b y c se pr el céilculo de la exposicion
ponderada a As por tiempo de residencia, para exp b4 i pecti Esta
variable se calculéd Mtipli do la i6n pi dio de As en ¢! agua de bebida por

el tiempo de residencia (Garcia Vargas, 1994), se puede observar que los individuos
expuestos se estuvieron en su casi totalidad por encima de los 5999 ug As/l x afios.

Marcadores de citotoxicidad

Los individuos expuestos tuvieron, como grupo, una mayor proporcion de linfocitos
que los individuos testigos en sus muestras de sangre, sin embargo cuando los datos se
. R




analizaron tomando en cuenta el sexo de Jos donadores, fa diferencia fue significativa sdlo

entre las mujeres (Tablas 4a, by c).
Los IMC entre testigos y expuestos no fueron significativamente diferentes (Tablas
laci on con

se corr

Sa, b ¥ ¢), sin embargo cuando los datos de los individuos exp
la presencia o ausencia de lesiones de piel se encontré que los IMC de los individuos con

lesiones de piel, fueron significativamente menores que en los individuos sin lesicnes de
piel. Las lesiones se presentaron en individuos mayores de 28 aifios con mas de 10 afios de
residencia en Santa Ana. Para estudiar el efecto de la edad y de} tiempo de residencia sobre
este parametro, se compararon mediante un andlisis de varianza de Kruskall-Wallis las

de los individuos, hombres y mujeres con y sin lesiones

dades y los tiempos de resid:
de piel; la ANOVA fue significativa para los tiempos de residencia, pero no para las
edades). Un analisis de comparaciones multiples, no paramétrico, de Dunn (Zar, 1984)

mostré significancia (p<0.05) entre los tiempos de residencia de las mujeres pero no entre

la de los hombres (Tabla 5c).
a las distintas horas de cultivo se presentan en las

Los indi e PN
tablas 6a, b y c. No se notaron diferencias significativas entre expuestos y testigos a 48 y
60 horas de cultivo (U de Mann-Whitney, p>0.05). Los individuos expuestos mostraron
una elevacién significativa del IM en los cultivos cosechados a las 72 h (p<0.01; Tabla 6¢).
Hombres y mujeres con lesiones de piel mostraron menores indices mitdticos a las 48
horas, manteniendo laz mujeres esta tendencia también a las 60 horas, invirtiéndose en los
cultivos a 72 horas. En los hombres esta diferencia desaparece o se invierte entre las 60 y

72 horas.

Los IM de metafases en primera division en los cultivos de 48 horas se
correlacionaron con los IMC obtenidos en los cultivos de 36 horas. Los indices
como se puede observar

idh i se relaci on lineal

provenientes de los indi
en la figura 8. La ecuacién de la recta que describe esta relacion es: Y = 0.022 + 0.44 X;

siendo ef coeficiente de correlacion =0.8579 con una p<0.0001. La relacion entre ambos
pardmetros en ¢l caso de los individuos expuestos no fue lineal (Y = 0.56 + 0.2 X;
di fueron significati diferentes.

£7=0.4419; p=0.0210). Ambas p
-
licacié en los cultivos testigos y expuestos fueron

P de rep
en las tres horas de cultivo (Tablas 7a, b y c). Cuando se tomd

Los
ignif i
en consideracién 1a presencia de lesiones de piel, sélo a 48 horas las mujeres con lesiones
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di ion. Las difer ias encontradas en el grupo expuesto fueron debidas
di de repli ion ob idos en las mujeres y en los hombres sin ones,

mostraron una r

a los menores i
segin el analisis de varianza de Kruskall-Wallis. Se linealizaron los indices de replicacién
de hombres y mujeres testigos y expuestos, con respecto a las diversas horas de cultivo en
que fueron evaluados (Fig. 9). De esta manera es posible calcular el tiempo de
proliferacion para varios valores de Y. Por ejemplo, es posible calcular el tiempo de
proliferacion para cuando Y = 1, es decir do tedri todas las células serian M1.
El valor de X (ti de prolife ion) para Y = 1, fue de 46.23 horas para los expuestos y
de 44.87 horas para los testigos. Como la BrdU se agregd a las 24 horas de iniciados los
cultivos, podemos sustraerlas de los valores obtenidos. De esta manera paraun IL.R_de 1, el
tiempo de proliferacién promedio seria de 22.23 horas para los expuestos y de 20.87 para
los testigos, mientras que para un LR. de 2, el calculo da 54.20 y 47.17 horas para

P ¥y testigos resp

Los IM y los IR obtenidos en las distintas horas de cultivo se correlacionaron
positi en y expuestos, como se puede observar en la figura 10. El
coefici de correlacidon para los testigos fue de r=0.57, p<0.0001 y para los expuestos
r=0.7392, p<0.001. Ambas correlaciones r 1 ser significativ diferentes
cuando se les aplicd una prueba de "t" de Student de una sola cola, con una p<0.05.

La cantidad de linfocitos en cada A NO Se Cor 6 linear
indices de marcaje, mitético y de replicacién. Los IMC, IM e IR no se correlacionaron

linearmente con la concentracidn urinaria y plasmética de As o la edad de los individuos o
el tiempo de residencia o la exposicién ponderada.

con los

Cuando los mismos marcadores se agruparon de acuerdo a los siguientes intervalos
de exposicion ponderada: <5999 ug As/I*afios, 6000-12000 ug As/I*afios y >12001 ug
As/1*afios, se obtienen los datos que se presentan en la tabla 8. Los tres indices de
y prolife 16 lular fi Y (con la pcion del IM a 72 h) en los
individuos con Exposicién Ponderada <6000 ug As/I*afios. Esta diferencia fue significativa

para los indices de replicacion.

H Tacid
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teados de los experi “in vitro”

En los experimentos realizados "in vitro" se demostrd que la presencia o el
les en cc iones similares a las

tratamiento de los linfocitos con sales ar
reportadas en los individuos expuestos, inhibe su estimulaciéon y su proliferacion. Esta

inhibicién es mayor cuando el tratamiento es mas prolongado (Tabla 9) y cuando el
tratamiento se hace en at ia del i mi i Cuando los linfocitos se
encuentran proliferando también ocurre una inhibicién de su cinéti relaci da con la
dosis empleada (Fig. 11), como se puede observar en la di ion de los indi de
replicacién y mitdtico (Tabla 10; Fig. 11).

Marcadores de genotoxicidad

La frecuencia y los tipos de aberraciones cromosémicas de Jas poblaciones
en las tablas 11 y 12. Los individuos expuestos presentaron un
porcentaje mayor de aberr. de tipo cromatidico e isocromatidico que los individuos
testigos. Asimi el por de células con aberr: en la poblacién exp se
encontré aumentada. No se hallo correlacién lineal entre el porcentaje de células con
aberraciones y la edad o el tiempo de residencia, ni tampoco con la presencia de lesiones de
piel. Con respecto a la Exposicién Ponderada, los individuos con >6000 ug As/l*afios
pr una fi ia de aberr mayor del doble de la encontrada en los

individuos con menos de 6000 pg As/lI*afios (Tabla 8). 3 de los individuos expuestos
a en la tabla 11, observandose que el

diadas se pr

diados anterior como se

habian sido

tipo y la fi ia de aber das en este do dio, realizado 4 afios
después, no difieren.
Se lizo la cinéti de prolift ion con p al dafio cromosémico

observado. En los individuos testigos no se manifest6 una relacién lineal de dependencia
entre Ia cinética y el dafio (r=0.209, p=0.3), sin embargo en el caso de los individuos
expucstos se observo que el IR asi como el porcentaje de M1 a 72 hs.(porcentaje de células

que completan su primera divisién tardi ), se correl b 1 con el
poscentaje total de aberraciones, siendo sus coeficientes = -0.432, p=0.02 y r=0.632,

pP<0.001, respectivamente (Fig. 12).
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DISCUSION

La exposicion cronica al As a través del agua de bebida, modifica la respuesta de
proliferacién inducida por PHA, en los linfocitos circulantes e induce dafio cromosémico
en estas células.

La PHA inicia una serie de eventos y procesos celulares similares a los que
ocurren durante la p iniciada por los linfocitos T ayudadores (Klaus y
Hawrylowicz, 1984). Estos son acnvados por la presencia de antigeno(s) foréneo(s) y de
interl i 1,y i a inter) i} 2yr P para interl: ina 2,
eventos indispensables para la progresion de las fases Go-G, a la de sintesis de ADN (fase
S). Algunos linfocitos pueden entrar a S 20 horas después de la imulacién y otros
tardarse hasta 72 horas (Klaus y Hawrylowicz, 1984; Kovanen y Knuutila, 1989). Los
individuos p pr un mayor ¥ de linfoci circul
(particularmente las mujeres) y una menor proporcién de células en fase S después de 36
horas de estimulacién con PHA (Tabla 5c¢). A las 48 y 60 horas la proporcion de células

. en metafase también fue menor (Tabla 6c) El tratamiento in vitro de llnfocntcs con
i de ito y ar iato ilares a las das en el p de los

individuos expuestos, produjo una inhibicién del IM, siendo ésta mayor cuando el
tratamiento se realizé antes de iniciar los cultivos, en la fase en que se encontraban en la

circulacion sangulnu Estas observaciones indican que la exposicién a As inhibe o
la i6n inducida por la PHA. Este efecto es més pronunciado en los
individuos exp que p lesi de piel (Tabla 5c), las que constituyen un

sintoma clinico de intoxicacién por arsénico (Goyer, 1991).

El analisis de la cinética de proliferacién demostré que los cultivos de los
individuos expuestos y los cultivos tratados in vitro presentaron indices de replicacién
menores que los testigos. Esta diferencia fue mayor en las mujeres ex'puesu-zs y corrobora
los datos obtenidos en observaciones previas realizadas en un dio piloto. En este
grupo de 9 3ji y 2 hombres de la mi poblacion, se 6 una cinética de
proliferacion mas lenta (Ostrosky-Wegman y cols., 1991).

En individuos no expuestos Anderson (1988) describié que la transformacion
blastogénica inducida por PHA era mayor en mujeres que en hombres. También se han
reportado diferencias genéricas a nivel de la respuesta inmune en varias especies de raton
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(Huber y cols., 1981; Rifkind y Frey, 1972; Rifkind, 1972; Anderson y Hanson, 1974),

i as que los hos son ptibles a desarrollar enfermedades autoinmunes
(Lillehoj y cols., 1981; Ansar y Penhales, 1982; Ansar y cols., 1983). Ratas y ratones
castrados han mostrado una respuesta celular inmune mayor que antes de la castracién
(Chiodi, H., 1976), lo cual sugiere que las hormonas sexuales pueden estar modulando la
resp de los linfocitos, lo que permitiria explicar las diferencias observadas en este

estudio cuando agrupamos los datos por sexo.

El ciclo celular progresa de la fase S a la fase M para generar dos células hijas; se
esperaria que una proporcion de las células que se en en S, lleguen a M en el
periodo comprendido entre las 36 y 48 horas de cultivo, de tal manera que la correlacién
entre los IMC.y los IM de las M1 a 48 horas de cultivo fuera lineal, tal como se observa
en los individuos testigo (Fig. 7a). La falta de una correlacion lineal entre estas fases
como observamos en los expuestos, puede deberse a una prolongacién en la duracion de
las fases S+G2 por diferentes razones, como la muerte celular, la inhibicién o
alar i de la is replicadora debido a actividades de reparacién del ADN
(Petres y cols., 1977; Li y Rossman, 1989). Otra explicacion para estos resultados seria la
presencia, en la sangre de los individuos P de poblaci linfocitarias que
respondan mis tardiamente al estimulo de la PHA (Kovanen y Knuutila, 1989; Burmns y
Munson, 1993). Resulta interesante destacar que Tice (1994) observd una eritropoyesis

deprimida en ratones tratados por via oral con arsenito de sodio.

Las aberraciones cromosémi mas fr entre los individuos expuestos
lIos r de tipo cr idico e isocr di Nord y
(1978) describieron daiios similares en trabajadores de fundidoras, no do como
este estudio, correlacion con los niveles de As en orina. Los rompimientos
idicos e i tidi constituyen aberraciones asociadas con la exposicién_

ronica a & quimicos (Al-Sabti y cols., 1992), aunque en nuestro caso la

frecuencia y tipo de dsafio no se pudo correlaci linecar con el tiempo de
residencia, es decir con el tiempo de exposicién, los individuos con mayor exposicion
ponderada fueron los mostraron mayor dafio genotdxico. En los hombres expuestos se
observd una frecuencia de aberraciones mayor que en las mujeres, Chen (1990) opina que
los hombres beben mas agua que las‘mujeres lo que podria explicar esta diferencia. El
arsenito y el arseniato inducen in vitro rompimientos de tipo cromosémicos e
isocr idicos princip (Vega y cols, 1994). El mecanismo por el cual se produce
este tipo de dafio S dependiente (WHO, 1985), no esta claro.Una hipétesis atractiva para

fi an
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explicar su origen es que la exposicion inhibe Ia reparacién del dafio inducido por el
arsénico o por otros clastogenos. Tice y cols.(1994) encuentran que linfocitos de ratones
tratados con As 3* exhiben en la electroforesis unicelular, un patrén de migracion de
ADN compatible con la presencia de enlaces cruzados a nivel de la cadena de ADN. Si la
replicaciéon y la reparacion de la doble hélice esta inhibida a nivel de los enlaces
cruzados, o de otro tipo de dafio (Li y Rossman, 1989; Yager y cols, 1993) la cadena

perderia continuidad, lo que podria originar los rompimientos a nivel de las cromatidas
que observamos con gran fi ia en la poblacié

P

De acuerdo con las evidencias arriba mencionadas el As tiene capacidad para

actuar como clastdgeno y como co-clastog: inhibiend i de reparacion, y/o

uniéndose al glutation intracelular(Scott y cols., 1994), disminuyendo de esta manera la
pacidad de las células para lizar otros radicales libres.

El porcentaje total de aberraciones se encontré directamente relacionado con el
porcentaje de M1 a las 72 horas de culuvo e inver do con el indice de
replicacion. Se sabe que las células tr: con clastd bs alargan su ciclo (Dutrillaux y
cols., 1985; Morimoto y cols., 1985; Galloway, 1994), sin embargo el valor de los

oy

coef de correlacién obtenidos en este dio indi

T

que una parte del
retraso en la proliferacion podria ser explicada por el dafio cromosomico. Es necesario

1| bién que los i por los les se ind
complejos, algunos de los 1 no i
(Galloway, 1994).

las aberraciones son
retrasarian la proliferacién

La incidencia de los diversos tipos de ca iad:
distinto entre hombres y mujeres (Chen y cols.
investigar si las dift

con la exposicién a As, es
, 1985; Bates y cols., 1992). Quedaria por
entre los dos sexos con respecto a la proliferacion celular y a
las aberr estructurales, puede asociarse con este fenémeno. La
prolif i6 tular en las 1] expucstas resultd mas afectada que en los hombres,
independientemente de que tuvicran lesiones en la piel, presentando ademas una menor
frecuencia de aberraciones cromosdmicas. Cuando los marcadores de efecto se agruparon

de acuerdo a la exposicion ponderada (Tabla 8) se evidencié que los parametros de
proliferacion disminuyeron al au la ex ici6 prolc d el ciclo de
proliferacion del linfocito y se elevd la frecuencia de aberraciones cromosdmicas asi

como la presencia de lesiones en 1a piel.

%
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Sikorski (1989) describe que el arsenuro de galio (GaAs) suprime varias
funciones inmunes mediadas por los linfocitos T como la respuesta en cultivos mixtos de

linfocitos, la respuestas de hipersensibilidad retardada y la T citotéxica en ratones. Burns
y Munson (1993) encontraron que el GaAs ad

ado como st i6n intratraqueal a
ratones, deprimia el namero de linfocitos CDA4+ y la proliferacion inducida por PHA y

otros antigenos, de manera similar a lo observado en este trabajo. Los autores sugieren
que la exposicién induce una alteracion en la expresion de moléculas en la superficie
celular, criticas para las interacciones bioquimicas y fisiolégicas de la reaccion inmune.
El aumento en la proporcion de leucocitos y linfocitos encontrada en los individuos

P puede repr una estrategia del or O para comg la dismi i6n
en la efici ia de la r lular cré disminuida, de a similar al
aumento en el nimero de eritrocitos que se observa exposicion a bajas presiones parciales
de oxigeno. Algunas lesiones de hiperqueratosis se malignizan (Chen y Lin, 1994). Los
individuos con este tipo de |}

pr >N una resp e abatida, esta
condicion facilitarian la aparicion de células cancerosas al disminuir el monitoreo celular

que realizan los linfocitos. La asociacion de estos dos marcadores puede indicar un riesgo
mayor de cancer que la presencia de uno solo.

La genotoxicidad de una exposicion resulta desde el punto de vista preventivo,
una sefial clara para la evaluacion del riesgo. Sin embargo estudios epidemioldgicos

T an que la incidencia de ca y de osas enfermedades entre las
que se an las autoi es mas elevada do el si i se halla
comprometido (IARC, 1992; NCR, 1992). Un si i bcelini

disminuido por periodos prologados como ocurriria en el caso de las exposiciones

cronicas, aumenta el riesgo de contraer enfermedades infectocontagiosas en la poblacién
p 1o que disminuye la

lidad de vida y aumenta el gasto en salud (NCR, 1992).

El plomo, ¢l arsénico, el metil mercurio y el calcio producen cambios

160 PR

en de laboratorio (Jaremin, 1983; NCR, 1992). Existe una gran
cantidad de datos experimentales acerca de las propiedad presivas de los
metales, sus sales inorgéni y comp org: ali (Koller, 1980); por ello
P que el itoreo de p blaci con icio

a estos elementos deberia
tomar en cuenta marcadores de citotoxicidad y de proliferacién celular. Esta

consideracion resulta de particular importancia cuando el tejido sustituto en donde se
evaliian los marcadores de efectos tempranos resulta ser el tejido linfoide
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CONCLUSIONES

oni a niveles

Los linfocitos circulantes de individuos exp cr

promedxo de As inorganico en el agua de bebida de 400 ug/l,
acién con la obtenida en individuos no expuestos. Esta

an una resp

P 1 da en
alteraciéon es mas evidente cuando los individuos expuestos son mujeres y cuando

presentan lesiones de piel.

La exposicién rcsulta genotoxica, el dafio émico mas abund lo
on los r i »s de tipo cro. idi Los homt resultaron mas
icidad no se 3 jiada a factores como la

nfecudos que las mujeres. La g
edad o el tiempo de exposicion, pero si al indice de replicacion. Estos parametros se

hallan inversamente relacionados en los individuos expuestos, siendo el coeficiente de

correlacion r=0.503.

Los paré de prolife i lular como el indice de marcaje, indice

itoti e indice de repli i6n obtenidos en cultivos de linfocitos, sutrieron cambios,

evidencia que los convierte en marcadores utiles de toxicidad celular, en el monitoreo de

individuos expuestos.
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PERSPECTIVAS
Los dios poblaci les y los delos de laboratorio (Sikorsky y cols, 1989;
Ostrosky-Wegman y cols, 1991; Gonsebatt y cols., 1994) indican que los compuestos
arsenicales presentan actividad inmunotdxica, por lo que el reproducir en modelos de
laboratorio condiciones de exposicidén crénica similares a las de Comarca Lagunera, en
los que se pued: diar los pard os de proliferacion celular investigados en la
laci los con pruebas inmunolégicas que permitan
caracterizar el nivel de i presion inducida por la exposiciéon a As (y a otros
metales de actividad similar), permitiria no solo diar detallad: estos efe
sino también la posibilidad de implementar pruebas de inmunotoxicologia para utilizarlas
en el monitoreo de poblaciones expuestas,

blacién y corr

P P

Dadas las caracteristicas del metabolismo y ac lacién del arséni que
involucra a varios tejidos y sistemas de érganos, resulta importante determinar que otros
biomarcadores de efectos tempranos podrian utilizarse en la estimacion de riesgo.
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TABLA 3a. EXPOSICION PONDERADA EN TESTIGOS

CODIGO EDAD/ A.DE LESIONES E.PONDER.
SEXO RES. DE PIEL

00236 36/M 36 NO 1320,6
88629 3™ 37 NO 1316,8
96887 38/M 38 NO 1357,8
62111 39/M 39 NO 1153,2
34833 IyM NO 1450,8
12479 43/ 22 NO 8184
46614 45/™M 45 NO 1488
50948 46/M 36 NO 1339,2
13428 45/M 45 NO 16554
17918 47/M 47 NO 1748,4
29881 52/M 52 NO 19344
60609 64/M 64 NO 2380,8
53342 22/F 22 NO 781,2
83091 24/F 24 NO 892,8
93758 26/F 26 NO 967,2
17676 28/F 28 NO 1041.6
55784 32/F 32 NO 1190,4
78258 33/F 10 NO 372
87894 34/F 34 NO 1264,8
63700 34/F 34 NO 1264,8
33851 36/F 36 NO 1339,2
37231 35/F 20 NO 7
67879 39/F 39 NO 1450,8
99347 40/F 40 NO 1469,4
01412 4/F 43 NO 1618,2
62880 44/F 44 NO 1636,8
89964 4S/F 23 NO 855.6
42626 45/F 44 NO 1636,8
44105 62/F 62 NO 2306.4
89380 4V/F [ NO

94211 29/F o NO

A_.DE RES.: afios de residencia.



TABLA 3b. EXPOSICION PONDERADA EN EXPUESTOS

CODIGO EDAD/ A. DE LESIONES E.PONDER.
RES. DE PIEL
83463 28/M 10 1.4 4000
94771 32/M 32 NO 12800
67079 zmMm 28 NO 11200
22554 34M 34 NO 13600
05999 38/M 38 23 14400
42866 sM 16 NO 6400
47366 38/M 38 NO 15200
76999 40/M 40 4 15600
64620 41/M 41 1,2,3,4,5 16400
66892 a«~/mM 19 23,45 7600
15345 43/M 43 NO 17000
85436 44/M 17 1,2,3,4,6 6600
58212 46/M 46 NO 17800
39765 49/M 49 2,3 19600
67382 68/M 65 23,4 19200
54463 24/F 3 NO 1200
81619 27/F 27 NO 10800
13858 28/F 28 NO 11200
82627 29/F 13 NO 5200
01432 30/F 15 NO 6000
65978 3VF 15 NO 6000
035437 33/F 33 4 13200
63116 33/F 9 NO 3600
39220 35F 7 NO 2800
82995 k¥/i 20 NO 8000
06468 38/F 20 NO 8000
00013 42/F 42 4 16800
16777 42/F 42 23,4 16800
29085 43/F 26 NO 10400
84318 44/F 44 4 17600
97017 47F 47 NO 18800
47361 4UF 30 NO 12000
39693 66/F 36 4 14400

A- DE RES.: afios de residencis
[ de las de picl:
I H 2: 3: hip 4: hi

s: ;! 6:




Tabla 3c. Edad, afios de residencia y marcadores de exposicion.

Testigos

Expuestos
Edad Prom.
afios = DS 40.6 = 10.6 39.0 % 9.7%
rango (22-64) (24-68)
Prom. afios
de
residencia + DS 358+ 11.1 30.6 = 13.7*
ango 10-52) (3-65)
As
Total en sangre
ug/L =+ DS 17.6 = 16.9 34.0+27.3"
As
‘Total en orinas
ps/L = DS 36.7 = 36.7 758.4 = 364.0°
Total en muestras
de agua
pe/L £ DS 37.2x 18 412.0x 16

*U de Mann-Whitney de dos colas, p>0.05; "U de Mann-Whitney de dos colas, p<<0.05



TABLA 4a. NUMERO DE LINFOCITOS Y LEUCOCITOS POR ML EN TESTIGOS

CODIGO CEL.x 10" EDAD/ A.DE LES.DE
LINFOC. LEUCOC. SEXO RES. PIEL
00236 2.340 7.80  36/M 36 NO
88629 2.095 635  3UM 37 NO
96887 2.496 7.80  38/M 38 NO
62111 1.984 640  39/M 39 NO
34833 2.262 4.10  39/M NO
12479 3.570 8.50  43/M 22 NO
46614 1.550 6.20  45/M 4s NO
50948 2332 530  46/M 36 NO
13428 1.040 325  45M 45 NO
17918 2.000 500 47/M 47 NO
29881 4.758 1175 s2/mM 52 NO
97978 3.562 6.85  66/M a7 NO
60609 5.092 970  64M NO
53342 4.450 8.90  22/F 22 NO
83091 3.575  13.00 24/F 24 NO
93758 3.260 8.05  26/F 26 NO
17676 3.118 770 28/F 28 NO
55784 1.100 550  3F 32 NO
78258 1.442 515 33/F 10 NO
87894 1.200 4.00  34/F 34 NO
63700 1.116 9.05  34/F 34 NO
33851 3.273 6.75  36/F 36 NO
37231 3.981  12.25 35/F 20 NO
67879 2.232 7.20  39F 39 NO
99547 2.337 550  40F 40 NO
01412 1.295 3.70  44/F 43 NO
62880 2.983 7.85  44/F 44 NO
89964 ND A5/F 23 NO
42626 3.330 1110 45/F 44 NO
44105 1.423 7.3 62/F 62 NO
94211 ND 29/F o NO

LINFOC.: linfocitos; LEUCOC.: leucocitos; A.DE RES.: afios de residencia

LES.DE PIEL: lesiones de piel.



Tabla 4b. NUMERO DE LINFOCITOS Y LEUCQCITOS POR ML EN INDIVIDUOS EXPUESTOS

CODIGO CEL.x 10° EDAD/ A. DE LES.DE
LINFOC. LEUCOC. SEXO RES, PIEL
83463 2.488 7.20 28/M 10 1,4
94771 3.503 11.30 32/ 32 NO
67079 2.488 7.25 32/M 28 NO
22554 2.952 7.20 34/M 34 NO
05999 2.842 11.60 3s/M 38 2,3
42866 3.360 8.00 38/M 16 NO
47366 2.432 7.05 38/M 38 NO
76999 0.967 6.45 40/M 40 4
64620 2.719 7.35 41/ 41 1,2,3.4,5
66892 2.437 12.50 42M 19 2,3,4,5
15345 2.436 5.80 43/M 43 NO
85436 2.150 12.65 44/M 17 1,2,3,4,6
58212 6.187 12,50 46/M 46 NO
39765 2.760 12.00 49M 49 2,3
67382 5.620 9.95 68/M 65 2,3.4
54463 2.572 10.50 24/F 3 NO
81619 2.790 9.00 27F 27 NO
13858 2.201 6.20 28/F 28 NO
82627 3.105 13.80 29/F 13 NO
01432 ND 30/F 15 NO
65978 3.526 7.75 31/F 15 NO
05437 3.798 10.55 33/F 33 4
63116 4.463 7.90 33/F 9 NO
39220 4.748 13.00 38/F 7 NO
82995 2.583 7.45 37F 20 NO
06468 3.737 10.10 3I8/F 20 NO
00015 . ND 42/F 42
16777 . 2.855 7.00 42/F 42 2,3,4
29085 3.165 10.05 43/F 26 NO
84318 1.330 7.00 44/F 44 4
97017 3.074 5.80 47/F 47 NO
47361 3.180 12.00 47/F 30 NO
39693 2.273 535 66/F 36 4

LINFOC.: linfocitos; LEUCOC.:leucocitos;A.de RES.: afios de residencia;
LES. DE PIEL: lesiones de piel

Clasificacién de las lesiones .de piel:
1: hiperhidrosis; 2: hipocromias; 3: hipercromias; 4:

hiperqueracocosis
punctata palmoplantar; S:

hiperqueratosis papular; 6: cuernos cut&neos.



Tabla 4c. Promedios del namero de leucocitos y linfocitos (x 106 cells/ml)en testigos y expuestos

Hombres

TESTIGOS

EXPUESTOS

Linfocitos 13° 2.70+1.2"% 15 30012
Leucocitos 6.85 2.3 925 25
Mujeres
Linfocitos 16 2.40:=1.1 16 3.10+08°
Leucocitos 7.69%2.7 98725
Todos
Linfocitos 29 2.60%1.1 31 3.101.0°
Leucocitos 6.85x+23 9.10 25
- de individuos; * dio * desviacién d; © U-de M: -Whitney, p<0.05




TABLA Sa. INDICES DE MARCAJE Y MITOTICOS EN INDIVIDUOS TESTIGOS

CORIGO EDAD/ A. DE LESIONES INDICE DE I.M.
°  SEXO RES. DE PIEL MARCAJE M1
00236 36/M 36 NO 14.24 0.89
88629 37/M 37 NO 1,88 0.50
26887 3a/M as NO Ne Nc
62111 39/M as NO 0.00 o
34833 3s/m 39 NO 1,92 2.26
12479 43/M 22 NO 3,04 1.76
46614 as/m 45 NO 3,20 0.99
50948 46/M 3s NO 2,40 0.37
13428 as/m 45 NO 3,76 1.10
17918 a7/M a7 No 3,52 1.98
29881 s2/M 52 NO 1,28 0.94
97978 66/M a7 NO 4,16 0.83
61210 36/M o NO 1,76 1.10
82414 47/M ] No 2,92 1.41
60609 ce4/M 64 NO 0,48 0.62
53342 22/F 22 No 6,24 3.24
83091 24/F 24 NO 3,24 1.41
93758 26/F 26 NO 9,64 s.o8
17676 28/F 28 NO Nc Ne
55784 32/F 32 No 4,88 1.67
78258 33/F 10 NO s.20 1.67
87894 34/F 34 NO NC
63700 34/F 34 NO 3,16 1.35
33ss1 36/F 36 NO 1,92 c.80
37231 35/F 20 wo 1,82 1.17
67879 a9/F 39 nNO 1,24 0.37
99547 a0/F 40 NO 3,84 2.14
01412 44/F 43 NO *21,4 1.86
62880 44/F 44 No 4,88 1.91
89964 45/F 23 nNo 1e.80 3.195
42626 4S/F 44 NO 1,44 0.97
4410S 62/F 62 NO NC NC
89380 41/F ] NO 4,48 1.93
94211 29/F [ NO 1,60 .096

NC: No crecis, * no se considerd por presentar otitis.



TABLA Sb. INDICES DE MARCAJES Y MITOTICOS EN INDIVIDUOS EXPUESTOS

CODIGO EDAD/ A. DE LESIONES INDICE DE I.M.
SEXO RES. DE PIEL MARCAJE . M1
83463 28/M 10 1,4 1.04 1.68
94771 32/m 32 NO NC
67079 32/M 28 NO 4.84 1.04
22554 3a/M 3a NO 2.96 1.90
05999 38/Mm 38 2,3 0.0S o
42866 38/M 16 NO 2.36 3.75
47366 3s/m 38 NO 1.28 0.23
76999 40/M 40 4 1.08 0.s52
€4620 4ar/Mm 41 1,2,3,4,5 4.68 1.39
66892 a2/M 19 2,3.,4,5 1.00 0.44
15345 43/M a3 NO 8.80 1.7
85436 44/M 17 1,2,3,4.,6 NC
58212 46/M 46 NO T NC
39765 49/M 49 2,3 5.04 2.16
67382 68/M 65 2,3,4 NC
54463 24/F 3 NO NC
81619 27/F 27 NO 4.96 0.54
13858 28/F 28 NO 5.72 2.16
82627 29/F 13 NO 2.96 1.12
01432 30/F 15 NO 5.52 2.25
65978 31/F 15 NO 4.08 1.82
05437 33/FP 33 4 2.12 2.35
63116 33/F -] NO 6.24 2.22
39220 3s5/F 7 NO . NC
82995 3a7/F 20 NO 0.48 0.04
06468 38/F 20 NO 4.20 1.18
oo001S 42/F a2 4 2.04 0.39
16777 42/F a2 2,3,4 3.12 2.67
29085 43/F 26 NO 0.36 ]
84318 44/F 44 4 4.00 0.29
97017 47/F a7 NO 3.20 0.40
47361 47/F 30 NO 5.20 0.5
39693 66/F 36 4 2.40 0.96

WC: No crecio.

Clasificacitn de lesiones de piel:

1: hiperhidrosis; 2: hipocromfas; 3: hipercromfas; 4: hiperqueratosis
punctata palmoplantar; S5: hiperqueratosis papular; 6: cuernos cut&neos.



Tabla Sc. Valores promedios de los IMC en testigos y expuestos,
INDICES DE MARCAJES
Cultivos 836 h

TESTIGOS EXPUESTOS

N  X+EE EDAD' AdeR N  X+EE EDAD AdeR -

Hombres
des’ 6 2045086 396227 386
' 00546
s, 1 3324106 466428 424829 S 405:131 37049 31828
(0-1424) (12888)
Mujeres
e, S 2ME03 ASASS W04
2.0449)
s, I3 ATTE106 350821 203829 11 390:049 354822 27370
(12:149) 036624)
Totd
e, 0 245040 422429 35834
e, 3 337061 40620 6223 16 195:056 5B 25527
(048148) 03638

[ ) . L . , ¢ A . . i . s
Ermor - “promedio + desviacion estindard, de residencia (promedio + desviacién estindard); con lesiones de piel; ©
mngo; sin lesiones de picl; "Mann-Whitney, p<<0.05; "y’ de dos colss, test de Dunn 10 parameétrico, p<0.05. P



TABLA 6a. INDICES MITOTICOS EN INDIVIDUOS TESTIGOS

CODIGO EDAD/ A. DE LESIONES M. .M. LM.
SEXO RES. DE PIEL 48 H 60 H 72 H
00236 36/M 36 NO - 0.95 3.75 3.40
88629 37 37 NO 0.50 1.15 0.80
96887 38/M 38 NO NC NC NC
62111 39/M 39 NO 0,05 3.55 3.70
34833 39/M 39 NO 2.90 1.20 4.40
12479 43/M 22 NO 215 3.20 4.20
46614 45/M 45 NO 1,00 2.38 2.65
50948 46/M 36 NO 0.40 1.50 35.20
13428 45/M 45 NO 115 3.00 5.00
17918 47/ 47 NO 220 4.53 5.00
29881 2™ 52 NO 1.00 2.40 3.80
97978 66/M 47 NO 0.90 2,58 1.50
61210 36/M o NO 115 5.60 2.65
82414 47™M o ) NO 1.50 2.20 NC
60609 G4/M 64 NO 0.65 1.20 2,70
53342 22/F 22 NO 4.50 12.60 4.50
83091 24/F 24 NO 1.50 3.35 3.55
93758 26/F 26 NO 7.70 3.90 6.40
17676 28/F 28 NO NC NC NC
55784 32/F 32 NO 2.20 4.65 4.40
78258 33/F 10 NO 2.90 7.80 4.90
47894 34/F 34 NO NC 1.70 2.00
63700 34/F 34 NO 1.55 528 4.40
33851 36/F 36 NO 0.95 3.00 3.15
37231 35/F 20 NO 1.25 2.85 4.70
67879 3%F 39 NO 0.40 1.65 2.10
99547 40/F 40 NO 2.95 2.85 0.05
01412 44/F 43 NO 2.30 8.10 5.50
62880 44/F 44 NO 220 6.80 6.10
89964 45/F 23 NO 3.85 6.80 7.20
42626 45/F 44 NO 103 225 4.30
44105 62/F 62 NO NC NC 0.25
89380 4V/F [} NO 2.25 5.10 2.95
94211 29/F V] NO 0.10 2.30 6.00

A.DE RES.: afios de residencia; NC: No arecié.



TABLA 6b. INDICES MITOTICOS EN CULTIVOS DE INDIVIDUOS EXPUESTOS

CODIGO EDAD/ A. DE LESIONES I.M, .M. I.M.
SEXO RES . DE PIEL 48 H 60 H 72 H
83463 za/m 10 1,4 1.70 4.30 5.20
94771 32/m 32 NO 2.4a5 3.3s 7.75
€7079 32/M 28 NO 1.20 3.ss 7.50
22554 34/M 34 NO 2.058 2.30 2.50
05999 3a/m 38 2,3 o.08 1.50 5.50
42866 3a/m 16 NO 3.95 4.40 9.00
47366 as/™m 3e No 0.25 2.7s 5.80
76999 40/M 40 4 0.s5 4.80 5.95
€4620 ai/m a1 1,2,3,4,5 1.50 3.90 5.65
66892 a22/M 19 2,3.4.,5 0.45 1.05 4.25
15345 43/M 43 NO 1.785 5.40 3.65
85436 /M 17 1,2,3,4.6 3.35 4.05 4.95
58212 46/M a6 NO NC 0.0s NC
39765 a9/M 49 2,3 2.35 3.0 NC
67382 68/M 65 2,3,4 o0.70 4.95 10.35
54463 24 /F 3 NO 3.35 2.70 9.10
81619 27/F 27 NO 0.65 NC 1.85
13858 28/F 28 NO 2.s5 6.10 8.00
82627 29/F 13 NO 1.32 7.50 11.00
01432 30/F 1is NO 2.90 NC NG
65978 31/F ‘s NO 2.258 7.40 7.00
05437 33/F 33 4 2.50 3.55 11.50
63116 33/F E] NO 2.65 5.35 S5.50
39220 3as/F 7 NO 3.10 2.90 10.15
82995 37/F 20 NO o.0s 0.50 4.00
06468 38/F 20 NO 1.60 2.65 5.00
00015 42/F a2 a 0.4S 1.65 3.35
16777 42/F a2 2,3,4 2.70 2.90 6.90
29088 43/F 26 NO o.00 0.70 3.75
84318 44/F 44 4 0.30 4.55 6.20
57017 47/F a7 No 0.45 2.45 2.75
47361 4a7/F 30 ®o 0.65 3.95 6.75
39693 66/F 36 4 1.185 3.60 9.40

A. de Res.: afios de residencia; NC: No creciés.

Clasificacitn de la lesiones de piel:

1s hiperhidrosis; 2: hipocromias; 3: hipercromfas; 4: hiperqueratosis
punctata palmoplantar; S: hiperqueratosis papular; 6: cuernos cuténeos.




Tabla 6c¢. Valores promedios de los IM en los cultivos a 48, 60 y 72 hs.

INDICES MITOTICOS
TESTIGOS

Horas de cultivo

48h 60h 72h
Hombres 1.15 £ 0.23°(12)"* 2.53 = 0.30(12) 3.52 +0.37(12)
Mujeres 2.54 + 0.48(13) 4.68 = 0.80(14) 3.96 + 0.52(13)
Total 1.87 £ 0.30(25) 3.69 = 0.50(26) 3.78 = 0.34(25)

EXPUESTOS
Horas de cultivo

48h 60h 72h
Hombres 1.59 + 0.29(14) 3.35 =+ 0.39(14) 6.00 + 0.55(13)
c/lesiones 1.37 +0.44 (6 3.84+0.58 (6 6.05 = 0.89 (6)
s/lesiones 1.75 + 0.44 (8 3.39+040(8 5.95+0.79(7)
Mujeres 1.59 & 0.26(17) 3.65 + 0.48(16) 6.60 =+ 0.69(17)
c/lesiones 1.42 + 0.63 (5) 3.25 £ 0.47 (5) 7.47 = 1,39 (5)
s/lesiones 1.65 + 0.33(12) 307 0.,70(11) 6.23 = 0.81(12)
Total 1.59 £ 0.20 (31 3.51 £ 0.32(30 6.34 = 0.45(30)°
c/lesiones 1.39+0.39 (11 3.57+ 1.07(11 6.70 = 0.78(11
s/lesiones 1.69 + 0.38 (20, 3.47x0. 19, 6.13 + 0.59(19

.
A
o

v

de individuos; * U de Mann-Whitnery, p<0.05.



TABLA 7a. INDICES DE REPLICACION EN CULTIVOS DE INDIVIDUQS TESTIGOS

CODIGO EDAD/ A. DE LESIONES LR. LR. LR.
SEXO RES. DE PIEL 48 H 60 H 72H
00236 36/M 36 NO 1.06 1.42 2.40
88629 3I7/M 37 NO 1.00 1.31 1.60
96887 38/M 38 NO NC NC NC
62111 39/M 39 NO NC 1.15 135
34833 39/M 39 NO 1.22 1.56 2.06
12479 43/M 22 NO 118 1.51 1.92
46614 45/M 45 NO Lo1 1.40 1.87
50948 46/M 36 NO 1.07 1.56 2.24
13428 43/M 45 NO 1.04 1.56 2.16
17918 47/M 47 NO L10 1.47 2.03
29881 2/M 52 NO 1.06 1.42 2.01
97978 66/M 47 NO 1.07 1.52 2.11
61210 36/M [} NO 1.04 1.43 2.05
82414 47T o NO 1.06 1.43 NC
60609 64/M 64 NO 1.04 1.37 147
53342 22/F 22 NO 130 1.47 1.81
83091 24/F 24 NO 1.06 1.50 1.88
93758 26/F 26 NO 134 1.66 2.22
17676 28/F 28 NO NC NC NC
‘55784 32/F 32 NO 1.24 1.73 2.07
78258 . 33/F 10 NO 1.10 1.42 1.91
87894 34/F 34 NO NC 1.09 2.19
63700 34/F 34 NO 113 1.37 2.02
33851 36/F 36 NO 1.16 1.52 2.14
37231 35F 20 NO 1.06 1.65 2.07
67879 39/F 39 NO 1.08 1.46 1.87
99547 40/F 40 NO 1.16 1.72 NC
01412 44/F 43 NO 1.29 1.66 2.52
62880 44/F 44 NO 113 1.88 2.18
89964 . 45/F 23 NO 1.17 1.59 2.16
42626 45/F 44 NO Lo07 141 2.02
44105 62/F 62 NO NC NC 2.23
89380 4F o NO 114 1.62 2,23
94211 29/F [+] NO 1.04 148 2.02

A. DE RES.: afios de residencia; NC: No crecié.



‘Tabla 7b. INDICES DE REFPLICACION EN CULTIVOS DE DIDIVIDUOS‘EXPUESTOS

CODIGO EDAD/ A.DE LESIONES LR, LR. LR,
SEXO RES. DE PIEL 48 H. 60 H. 72 H.
83463 28/M 10 1,4 1.01 1.45 2.1
94771 32/™M 32 NO 1.00 1.32 L25
67079 az2m 28 NO 13 1.26 L79
22554 34/M 34 NO 1.07 1.24 2.14
05999 3a/M 38 2,3 1.00 1.08 130
42866 38/M 16 NO 1.05 1.37 2.16
47366 T 3aM 38 NO 1.07 1.38 172
76999 40/M 40 4 1.05 1.65 2.41
64620 41/M 41 1,23,4,5 1.03 1.36 L66
66892 42M 19 2,345 1.02 1.26 1.83
15348 43/M 43 1.02 1.57 1.80
83436 44/M 17 1,2346 121 1.70 2.20
58212 46/M 46 NO NC NC NC
39765 49/M 49 2,3 1.08 1.52 NC
67382 68/M 65 2,3,4 1.02 1.39 2.29
54463 24/F 3 NO 1.20 1.26 1.85
81619 27/F 27 NO 1.05 NC 138
13858 28/F 28 NO 1.20 1.41 1.97
82627 29/F 13 NO 115 1.63 2.03
01432 30/F 15 NO 102 NC NC
65978 31/F 15 NO 119 1.45 2.00
05437 33/F 33 4 1.06 1.38 1.79
63116 33/F 9 NO 1.16 1L.76 2.06
39220 35/F 7 NO 1.03 1.23 1.87
82998 37F 20 NO 1.05 1.16 138
06468 nF 20 NO 1.28 128 2.03
00015 42/F 42 4 114 1.22 179
16777 42/F 2 23,4 1.01 135 205
29085 43/F 26 NO 100 1.36 1.64
84318 44/F 44 4 1.03 136 1.66
97017 47F 47 NO 1.09 118 1.80
47361 41F 30 NO 116 1.34 1.96
39693 66/F 36 4 Lis 1.47 2.18
A.DE RES.: afios de residencia; NC: no crecié
CHL én do 1as 1 depicl: 1: 2: 3: fas; 4:
P P S 6:




‘Tabla 7c. Valores promedio de IR a 48, 60 y 72 hs de cultivo
INDICES DE REPLICACION

TESTIGOS

Horas de cultivo

48h 60h 72h
Hombres 107+ 0.01°Q 1" 1.43 +0.03(12) 1.93 = 0.09(12)
Mujeres 1.16 = 0.02(15) 1.54 =+ 0.04(14) 2.08 + 0.04(14)
Total 1.12 £ 0.01(26) 1.49 + 0.03(26) 2.01 = 0.04(26)

EXPUESTOS

Horas de cultivos

48h 60h - 72h
Hombres 1.06 + 0.01(14) 1.39 + 0.04(14) 1.89 = 0.09(13)
c/lesiones 1.06 % 0.03 (6) 1.46 % 0.07 (6 2.080.11(6
s/lesiones 1.06 + 0.01 (8) 1.33 = 0.05 (8 1.73 + 0.10 (7
Mujeres 1.10 = 0.02(18)° 1.37 = 0.04(16)° 1.84 = 0.05(17)°
c/lesiones 1.08 = 0.03 (5) 1.39+ 0.05 (5) 1.88 + 0.09 (5)
s/lesiones 1.10 + 0.02(13) 1.36 % 0.05(11) 1.83 = 0.06(12)
Total 1.08 = 0.01(32)° 1.38 = 0.02(30)° 1.86 =+ 0.05(30)°
c/lesiones 1.07 + 0.02(11 1.44 = 0.02(1 1; 1.99 % 0.07(11
s/lesiones 1.09+ 0.01(21 1.36 % 0.03(19 1.80 % 0.06(19'

“promedio + error estindard; "namero de individuos; “prueba U- de Mann-Whitney, p<0.05




o

Tabla 8, Biomarcadores de Civtoxisidad y d¢ Gematovicidad. com respecto a a Exposicida Poaderada 8 As n ef agwa de bebida

Exposicida Pontiernda (g As1* ofies)

<5999 £000-12000 >12001
Lesiones (%) 1162) Mmaes) - #5(12)
1.deMarcaje 0t Ent 5206 (1)) 313061 (13)
Tndice Mititico
48 dons 20029 1) 163039 (1) 128024 (15
60 bonss IS0 GO 3069 (10) 143030 (15
Thos 6043 (0) 564065 (1)) 6224026 (14)
ke de Replicacién
48 boras LIHOOL @8) 108002 (1) 105901 (8
60 boras 1484003 (30) 1314003 (10)" L8004 1)
7 horas 198004 (29) 1842008 (1) 184009 (14
Hiectmc/dben  J405901) 67172 78158 (18
e
*ANOVA m0 paraseeica de Krushkall-Wallis p=0.065
¢ « - “ “ ® - Mozs

[ “ " ® “ “ p=0.095



TABLA S. EFECTO EN LAS PROPORCIONES DE M1, M2 Y M3 Y EN EL I.M. DEL
TRATAMIENTO "IN VITRO" CON As III y As V 10-9M EN GO

Duracisn del tratamiento

2 horas 6 horaw 24 horas
En susencia on ¢/- a.
de PEA
M1 Testigo 13.001+0.99 12.50x1.49 18.00x0.99
As III 24.7521 .24 38.751+9.24% 73.00x0%
As V 24 .5010* 33.2512.74* S0.00x35.46%
M2 Testigo 31.50x2.49 39.50%4 .49 37.00%4.99
As IXI 38.25125.74 34.501+3.99 9.00x0
As V 39.5040 45.00+3.99 16.67£20.47
M3 Testigo 55.50x1.49 48.00t5.99 45.00+3 .99
As IXII 37.00+4.49 26.75+5.24 18.0010
As V 36.0010 21.7526.74 33.34x40.54
¥IM Testigo 2.4720.57 1.80x0.22 1.151£0.45
As III 1.35+0.55* 1.05+£0.95% o
As VvV 1.5510.08" 0.87+£0.07* [+]
En presancia
de PREA
M1 Testigo 11.504+3.50 14.50+0.49 16.00£0.99
As III 22.0022.49* 35.00£0.49" 44.00+0"
As vV 19.75x4 .24" 33.504+2 .99 46 .5015 .49
M2 Testigo 29.5013.49 36.50+6 .49 36.00£0.99
As III 34.50x1.49 30.50+0.99 36.00x0
As Vv 37.2545.74 37.75x2.74" 34.50+£2.45
M3 Testigo 59.00£0 49.00%6.99 48.00+1.99
A IIXII 43.50%£0.99 34.50+1.49 20.0010
As VvV 43.00+1.49 28.75+6.99 19.0022.50
*IM Testigo 2.3820.20 1.8220.12 2.9720.17
As IIX 1.4820.50% 1.5140.39* 0.27+0.22%
Az V 1.2820.45% 1.67£0.26" 0.67£0.17*

*prueba de Ji cuadrada, p<0.0S. En esta tabla se presentan a
manera demostrativa los promedios de los porcentajes. Para la
prueba estadistica se usé el ntmerc total de cé&lulas en M1, M2,
etc, de las cuatro muestras.



TABLA 10.

EFECTO SOBRE EL I.R. DEL TRATAMIENTO IN VITRC CON DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE As III y As V,

EN MUESTRAS DE 4 INDIVIDUOS.

10-% M

co

10" m 10-7m

Testigo
As I1IIT
As VvV

aiom +7-

2.3320.04
2.1230.07*
2.1620.07*

1.8920.10*

1.6220.311%
1.9640.13%

1.7320.08%

* Prueba

de *"t® de Student, p<0.0S

PRPISCTRASAE
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Tabla 11, FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN INDIVIDUOS TBSTIGOS

Tipos de aberraciones

CODIOO BDAD/ A. DX LSS.DE Srechas Iscbrech Rompis. BRompim. Interc. Interc. W' cfl/ Neabarr/
SEX0 RESID. MK Ceosst. Isocromt Crosst. Cromos. sberr. C‘lﬂl
00236 36M 36 .} [ [}
88629 3IM 37 RO 5 1 2 2 0,02
62111 39/ 39 No 1 1 1 7 0,07
34833 39/M No 5 5 4 0,04
12413 34 22 (4] 5 5 H] 2 9 0,09
46614 45M 45 NO 7 4 1 4 0,04
50948 46/M 36 No 4 1 1 0,01
13428 45/ 45 NO 3 1 1 2 0,02
17918 47/ 47 L] 3 0 0
29881 S2M  S2 ] 3 1 1 0,01
97978 66/M 47 MO 2 1 1 2 0,02
60609 64/M 64 4] 1 1 1 2 0,02
53342 22/F 22 No 3 1 0 0
83091 24/F 24 NO 3 3 1 4 0,04
93758 26/F 26 NO 1 1 1 0,01
55784 32/P kY] RO 1 2 0 0
78258 33/F 10 NO 10 4 4 0,04
87894 M/F M §O 5 1 6 1 1 8 0,08
63700 4/F 3 ] 5 0 0
31851 36/F 36 NO 2 1 k| 3 0,03
37231 3P 20 NO [ 2 2 0,02
67079 39/F 39 NO 2 1 2 2 0,02
99547 40/F 40 NO [ 1 1 0,01
01412 M/F 43 KO 2 0 0
62080 4A/F 44 ¥ [ 1 5 0,05
89964 45/F 23 ¥o 5 1 3 8 0,08
42626 45/F M 0] 10 5 4 8 0,08
Promedics 414 0 .05 1.3 0 0.8 .9 0.029
8.Ratindar 0.04 0 0.03 0.03 0 0.01  0.08 [

Ischrech: iscbrechas; Rewpinm Cromst. rqilhntc crcn:(dico, Interc.Cromat.
cel/aberr.: uimero de células con ab

1.

i Interc.Cromos.

nfmerc de ab

por célula, Se usaron las misma abreviaturas en la tabla



Tabla 12, FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN INDIVIDUOS EXPUESTOS

Tipos da aberraciones

©00100 EDAD/ A.DE LESIONRS Brachas Iscbrech Rospis. Rompis, Interc. Interc. N'cel/ N'aberr/

S8X0 228, DR PIRL Isocromt Cromos, Cromst. Cromos. aberr. chlvla
; 83463 20/M 10 1.4 5 17 4 13 0,13
: 94771 2™ 32 Mo 16 i 5 22 0,22
: 67079 32/M 28 NO 1 1 2 0,02
2255 MM 4 NO 6 1 7 6 10 0,1
05999 38M 38 2,3 8 u u 1 18 0,18
42866 3BM 16 NO 6 3 2 5 0,05
47366 38/M 38 MO 2 2 2 4 0,04
76999 40M 40 4 12 2 9 5 u 0,14
64620 41/M  *41 1als 1 6 1 1 7 0,07
66892 42/M 19 2,3,4,5 4 3 7 0,07
L 15045 43/M 43 NO 5 3 1 4 0,04
85436 44/M 17 1al 4,6 8 4 3 7 0,07
39765 49/M 43 2,3 1 10 9 0,09
i 67382 €8/M 65 2,34 1 1 2 0,02
| 54463 4/F 3 MO 1 1 3 1 4 0,04
i 13856 20/F 28 NO 1 1 1 1 0,01
t 82627 29/F 13 MO 2 2 0,02
: 01432 30/F 15 KO 5 2 7 4 1 1 0,11
H §5978 31/F 15 NO 2 2 1 3 0,03
! 05437 33/F 33 4 1 1 2 0,02
i 63116 33/F 9 MO 16 4 9 12 0,06
: 39220 3S/F 7 N0 2 4 2 1 1 0,07
82995 37/F 20 MO 8 20 2 1 20 0,2
i 06468 38/F 20 NO 3 3 6 2 12 0,12
i 00015 42/F 42 4 3 7 3 1 10 01
16777 42/F 42 2,34 1 1 1 2 0,02
: 29085 43/F 26 NO 2 3 1 4 0,04
; 84318 44/F 44 4 5 2 1 3 0,03
¢ 97017 47/F  *47 NO 4 5 1 6 0,06
4731 47/F 30 NO 3 2 2 0,02
39693 66/F 36 4 10 2 2 4 0,04
Fromedios 5,44 1,57 62 3,56 1 112 1,38 0.07

E.Estfndar 0,07 0,01 0,1 0,04 0 0 0,00 0

*individuos estudiados anteriormente; lesiones de piel: 1: hiperhidrosis, 2: hipocromfas, 3: hipercromfas, 4:
hiperqueratosis punctata palmoplantar, S: hiperqueratosis papular, €: cuernos cuténeos.
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Figura 8. Correlacibén entre IMC ¢ IM de M1 (48 hs) entre a) tes-
tigos y b) expuestos
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OO—mOQ~—Z

|. da Replicaclon

F05

0.5
0 T T 0 »
10-6M 10-8M 10-T™M

Concentracién de —~—AsV -+ As il

Fig. 11 Efectos "in vitro® del As inorgénico.



b
S

{
L
3

Fig.l2. Correlacion entre el porcentaje de Ml a 72 hs de cuitivo

% Ceal/aberraciones

25
)
20} 'Y
L]
154
10r L8 r=0.632
p<0.001
A L]
L]
13
4 AdA M
LI )
LI
. - .
Co 25 50 75

Porcentaje de M1

100

y el porcentaje de celulas con aberraciones en expuestos.
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