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RESUMEN 

La exposición a sustancias y agentes tóxicos se halla a menudo relacionada con 
efectos adversos en el desarrollo. la reproducción y/o la supervivencia de Jos organismos. 
La Organización Mundial de la Salud considera relevante el estudio y la valoración de los 
efectos que sobre la salud humana. produce la exposición a agentes ambientales. La 
identificación de los cambios asociados a la exposición o marcadores biológicos, permite 
conocer la dosis recibida y/o los eventos tempranos o iniciales asociados a esta exposición. 
La actividad carcinogénica del arsénico (As) en poblaciones humanas se encuentra 
ampliamente documentada. aunque el mecanismo por el cual ejerce su(s) efecto(s) se 
desconoce. Este trabajo investiga los cambios en marcadores biológicos de citotox.icidad 
como los Indices de marcaje, mitótico y de replicación y las aberraciones cromosómicas 
como indicadores de genotoxicidad, todos ellos evaluados en cultivos de linfocitos de 
individuos expuestos crónicamente a As en el agua de bebida. Estudios previos 
demostraron en estos individuos, que viven en la Comarca Lagunera (entrC los estados de 
Durango y Coahuila). una elevada prevalencia de lesiones de piel típicas de 
hidroarsenicismo y una proliferación de linfocitos retrasada en comparación con la 
observada en individuos no expuestos. Los resultados obtenidos en este estudio, confirman 
que la respuesta proliferante de los linfocitos, inducida por el mitógeno PHA, se encuentra 
abatida. especialmente en aquellos individuos que presentan lesiones de pie1 caracterfsticas 
de la intoxicación por As. Los an•Hsis de correlación entre los parámetros de prolif'eración 
sus:ieren diferencias en la progresión de la fase S a la f"ase M del ciclo celular entre los 
individuos testigos y expuestos. asimismo la exposición se asocia a un incremento en las 
frecuencias de rompimientos de tipo cromatidico e isocromatidico. Se encontraron también 
diferencias. cuando el análisis de los parámetros tomó en consideración el sexo y la 
exposición ponderada de los individuos. La exposición a elevadas concentraciones de As en 
el agua de bebida se halla asociada a tasas de mortalidad elevadas por c4ncer de piel, 
vejiga, higado y riftón, por lo que el tejido Jinfocitario resulta, desde el punto de vista 
epidemiológico, un tejido suatib.lto para la identificación de biomarcadores. La exposición 
crónica a este metaloide altera la proliferación y la integridad del material genético de estas 
c61ulas. lo que los convierte en marcadores sensibles. Finalmente. si la f"unción esencial de 
los linfocitos es la defensa immunológica,. los hallazgos de este estudio sugieren que este 
tejido resulta af"ectado por Ja exposición al As. 
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"Mas vale prevenir que lamentar .. 

PROLOGO 

La prevención es, desde el punto de vista social y económico mucho menos onerosa 
que la reparación o la restitución del dafto producido, debido a que no siempre es posible 
volver a la condición inicial. 

El propósito último de la Toxicologia Genética_ va en el sentido del ref'rán popular 
en la medida que al identificar agentes tóxicos en nuestro medio ambiente, puede evitarse 
la exposición a los mismos. 

Los estudios epidemiológicos l_lan demostrado que una gran cantidad de 
enfermedades o padecimientos en el ser humano y muchas dé las alteraciones que sufren 
los ecosistemas naturales son producto de la presencia en el ambiente de sustancias, 
productos o conductas nuevas, generados por los cambios tecnológicos y sociales. No nos 
resulta extrafto el hecho de que los pueblos y ecosistemas americanos f'ueran ex.puestos a 
nuevas especies biológicas y a cambios sociales radicales a núz del "encuentro de los dos 
mundos", ocasionando enfermedades nunca antes conocidas entre los americanos y 
exponiéndose a su vez los europeos a elementos para ellos también desconocidos (Moreno 
Toscano, 1976). 

Se considera que el incremento en el tiempo promedio de vida de los habitantes de 
los paises occidentales. de 40 aftos en 1850 a 70 aftas en 1950 se debe fundamentalmente~ a 
la medicina preventiva (Ackernech~ 1982). Ello hace que el monitoreo y la valoración de 
tos efectos que. sobre la salud humana. produce la exposición a -sentes ambientales, sean 
considerados aspectos centrales para el Programa de Salud Ambiental de la Orsanización 
Mundial de la Salud (WHO, 1985). 

Tomatis ( 1990) menciona que el 90-/e de los dif'erentes tipos de cincer conocidoa ae 
originan por exposición ambi;,,.tat u ocupacional; es posible afinnar también, que otro tipo 
de padecimientos como las malformaciones congénitas, la diabetes, algunas enfermedades 
autoinmunes y la enfermedad de Alzheimmer entre otras. que disminuyen la calidad de 



vida de los individuos aíectados. podrian originarse por exposiciones crónicas a agentes 
extraños pre~entes en el rnedio(NRC~ 1989; J 992). 

EJ conocimiento de la presencia e identidad de agentes peligrosos en el ambiente y 
el alcance o nivel de la exposición a estos. es extremadamente importante en la 
interpretación de los resultados obtenidos al estudiar poblaciones humanas expuestas y 
tratar de identificar los ef'ectos que produce sobre Ja salud (WH01 1985). 

Desafortunadamente. la identificación del o de los agentes causales no es f"ácil 1 ya 
que Jos organismos no estamos expuestos a un solo agente a lo largo de nuestras vidas, 
además del hecho de que cada uno de nosotros tiene un particular arreglo genético distinto 
al de los demás. Ello hace que Ja descripción de la interacción de nuestros genotipos con el 
ambiente no sea una tarea f"ácil desde el punto de vista to"icológico y constituya el desafio 
que nos ocupa. 

2 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

Mucho antes de conocer la naturaleza química de~ material genético, Mutler en 

1927 demostraba que los rayos X inducian mutaciones a nivel de las células germinales de 

Drosophila melatwgaster. el autor comentaba que las "mutaciones génicas'' provocadas de 
esta manera eran similares a las obtenidas espontáneamente, pero que con los tratamientos 

de radiación, se presentaban con mucho más frecuencia. Cuando se comprendió la manera 

en que la cadena de ADN codificaba la información genética. se hizo evidente que son 
potencialrnente mutagénicas aquellas sustancias capaces de alterar la estructura y la 
secuencia de bases del ADN. 

Los procesos de duplicación y reparación del ADN, las condiciones endógenas de 

las células. y los Cactorcs ambientales como la radiación ultraviole~ ionizante o sustancias 
genot6x.icas presentes en el ambiente, afectan la integridad de 1a macromolécula. 

produciendo una ciena cantidad de daño al que podríamos lhunar espontáneo. con e1 que 
las especies vivientes han lidiado en el transcurso de su evolución (Lindah1, 1993). 

Estudios epidemiológicos y modelos experimentales han demostrado que existen 
sustancias y agentes capaces de incrementar el nivel de dafto espontáneo, con efectos 

generalmente deletéreos para los organismos (Brusick,. 1987; Ehling, 1991). 

La investigación en los campos de la toxicologia ambiental, genética y molecular, 
ha permitido demostrar la vinculación que existe entre la exposición a xenobióticoa o a 1a 

radiación ionizante y las mutaciones a nivel de células genninalcs y som•ticas y la 
aparición de malformaciones congénitas, esterilidad, o de enfennedades degenerativas y 

cincer (NRC, 1989, 1992; Tomatis, 1990; Yamasaky y cols., 1992). 

De acuerdo a la publicación "Chemical Abstracts", JO millones de productos 
qulmicos fueron registrados huta el llflo de 1984. Aproximadamente 65,725 compueotos 

distintos estin regulada& e inventariadas por las agencias estadounidenses "Food and .DJug 
Administrati:on"' y "Environmental Protection Agency". "La mayoría de estas sustancia no 
han sido estudiadas en cuanto a su toxicidad y una fracción desconocida de estos 

compuestos es mutagénica e indispensable" (Ehling. 1991). 



Ello ha impulsado al desaf"rollo de una serie de sistemas de prueba y de modelos 
experimentales, que han sido la f'uente primaria de información acerca de los efectos en Ja 
salud y que se toman en cuenta para las evaluaciones de sustancias tóxicas. Sin esta 
información muchos xenobióticos potencialmente peligrosos se hubiesen identificado solo 
a través del uso humano o de Jos desastres ecológicos (Brusick, 1987; Purchase y Kimber, 
1990). 

La identificación de Jos mecanismos de acción de un xenobiótico requiere de una 
observación lógica a nivel de Jos organismos af"ectados, de que la exposición modifique la 
probabilidad de la ocurrencia de un evento o suceso. Jos cuales incrementen a su vez el 
riesgo de un padecimiento (IARC, 1992). 

Las alteraciones en las tasas de natalidad. de malf'ormaciones congénitas o de 
mortalidad ~ociada a diferentes tipos de enfermedades que se verifican en poblaciones 
humanas expuestas, nos permiten correlacionar la presencia del (de los) xenobiótico(s) con 
estos ef"ectos. Sin embargo por razones éticas. los estudios mecanísticos se realizan en 
modelos experimentales (Brusick, 1987); lo cual impone otra limitante a la posibilidad. no 
solamente de conocer la manera en que Jos agentes deletéreos ejercen su acción sobre Jos 
organismos. sino al análisis del riesgo asociado a Ja exposición. Esta limitación es el grado 
de incenidumbre que supone la extrapolación de Jos datos experimentales obtenidos en 
animales al hombre (Purchase y Kimber. 1990). 

Si Ja exposición a sustancias tóxicas produce cambios o alteraciones tempranas o 
iniciales en Jos individuos, antes del desarrollo del impedimento o la enf"ermedad. estos 
cambios podrían convertirse en seftales o "marcadores". los que pueden ser evaluados 
mediante estrategias adecuadas. y correlacionarse con los ef"ectos observados a largo plazo 
en modelos experimentales o en grupos humanos expuestos (NRC. 1989). 

4 
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INDICADORES O MARCADORES DIOLOGICOS 

La magnitud de la alteración que produce Ja exposición a sustancias tóxicas 
dependerá de la naturaleza del compuesto, de Ja dosis de exposición y de la función que 
desempeñe en el organismo el (los) tejido (s) afectado (s) (NRC.1989; 1992; Klaasen y 
Eaton, 1991). 

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

La detección de un xenobiótico en fluidos o tejidos es una seftal de que el 
organismo tuvo contacto con éste, es decir. ha estado expuesto a él, por lo que constituirá 
un marcador de exposición. Cuando ésta ha causado cambios en los organismos, es posible 
caracterizarlos cua1i o cuantitativamente a través de diferentes estrategias. Los marcadores 
o indicadores biológicos de efecto son las alteraciones bioquímicas, fisiológicas. genéticas 
o de otro tipo que. dependiendo de su magnitud. pueden ser reconocidas como un dafto 
potencial o efectivo sobre Ja salud. Finalmente, un marcador biológico de susceptibilidad es 
aquel indicador de una limitación heredada o adquirida de Ja capacidad de un organismo 
para responder al reto de la exposición a un agente xenobiótico especifico (NRC. 1989). 

MARCADORES DE EXPOSICION 

La exposición externa es la cantidad o concentración de material xenobiótico en el 
ambiente de un organismo. mientras que la dosis interna se refiere a la cantidad de 
xenobiótico que es transferida al o absorbida por el organismo. La dosis biológicamente 
ef"ectiva, en ténninos generales es la dosis interna que está cuantitativamente relacionada 
con un ef"ecto biológico; sin embargo es mucho más preciso considerarla como la cantidad 
de material xenobiótico que ha interactuado con un receptor celular critico o con un blanco 
celular o tisular en donde el efecto biológico se inicia. Dado que estos sitios de recepción 
son a menudo desconocidos. o no son accesibles al muestreo. es necesario frecuentemente 
usar un sitio o companimento sustituto. para el cual la concentración ha sido 
correlacionada con la dosis biológicamente efectiva o con el efecto biológicamente 
identificable en el tejido blanco (Elindcr y cols .• 1987; NRC, 1989) 
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·Existe una continua necesidad de desarrollar. a través de la investigación. los 
marcadores adecuados de dosis interna que reflejen la dosis biológicamente ef'ectiva, puesto 
que la cantidad de xenobiótico que es realmente absorbida por el organismo es 
generalmente desconocida, y a veces puede estar dentro de los límites de detección (Wild, 
1990; Gonsebatt y cols., 1994). La dosis biológicamente efectiva puede depender de las 

características individuales, las cuales son responsables a su vez, de una gran parte de las 
dif'"erencias que se observan al momento de cuantificar los efectos. Los marcadores de 
exposición se pueden basar en mediciones farmacocinéticas, como las concentraciones 
circulantes, la dosis acumulada o la vida media del compuesto en el plasma. Las 
variaciones individuales en características fisiológicas como el sexo, la edad, el flujo 
sanguíneo. la penneabilidad de membranas y la tasa respiratoria. afectan significativamente 
la absorción y distribución de una sustancia química y sus metabolitos (Doull. 1980). Las 
alteraciones fisiológicas en el flujo sanguíneo durante el embarazo alteran la distribución 
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 respirato.-ia y por lo tanto la dosfs 
pulmonar de un agente tóxico. 

Las diferencias metabólicas entre especies y entre individuos de una misma especie. 
pueden alterar drásticamente también. las dosis internas de los metabolitos reactivos. La 
dosis interna de un xenobiótico puede variar con la ruta de exposición, la especie química y 
la Conna flsica. Para hacer estimaciones cuali o cuantitativas de la exposición mediante 
marcadores biológicos, la concentración. la duración y el patrón de exposición y Ja 
naturaleza fisicoquimica de una sustancia tóxica deben ser consideradas en la selección de 
un marcador apropiado de exposición (Gibaldi y Perrier, 1982). Otros factores ambientales 
como Ja temperatura. pueden afectar Ja exposición cambiando la cantidad de consumo de 
agua y por Jo tanto de la ingesta de los contaminantes contenidos en la misma. La dieta 
altera la motilidad intestinal y el tiempo de vaciado estomacal. asi como el transporte de 
sustancias especificas. por ejemplo. dietas bajas en hierro parecen Cacititar la absorción 
intestinal de plomo (Silbergeld y cols .• 1988). 

La presencia de mecanismos activos de transporte en un órgano y tejido y la 
densidad de Jos sitios receptores pueden, todos ellos, influenciar las dosis interna y la 
biológicamente ef"ectiva. La dependencia de Ja activación metabólica es crítica. en que la 
distribución en el tejido de las enzimas metabolizadoras es importante para determinar la 
dosis biológicamente efectiva. La interpretación de Jos datos dosimétricos también 
involucra la comprensión del papel del receptor en los distintos niveles de organización 
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(célula-órgano-organismo) en que se expresa la función. de exposiciones coexistentes o 

preexistentes en el organismo y de Ja presencia y posibilidad de compensación durante y 
después de la exposición (Doull, 1980). La determinación del significado de una dosis 

biológicamente efectiva depende de Ja comprensión de cómo un ef'ecto predecible es 
inducido. Por ejemplo. hombres y mujeres prepúberes parecen ser menos sensibles que las 
personas maduras al efecto de los agentes alquilantes en la f"unción gonadal. En la mujer 

parece ser debido al gran número de ovocitos en el ovario antes de Ja ovulación y en el 
hombre a la baja prolif'eración celular y flujo sanguíneo y menor permeabilidad capilar 

características de los testiculos inmaduros (NRC, 1989). 

Otro imponante marcador biológico de exposición es la carga corporal. Ella se 

refiere al total de Ja dosis interna acumulada en el organismo a Jo largo del tiempo. 
Dependiendo de la toxicocinética el agente en cuestión, la carga corporal puede ser un 

marcador de las exposiciones recientes o en el pasado distante. La carga corporal incluye la 
dosis en los sitios blanco del receptor, pero también puede incluir la cantidad de material 

xenobiótico acumulado en otros compartimentos no blanco. A pesar que la carga corporal 
en lugares remotos puede o no ser relativamente inerte biológicamente hablando, tiene el 

potencial de ser liberado en condiciones de estrés metabólico. Esta liberación puede ser una · 

dosis ef"ectiva altamente daftina aun mucho después de la exposición externa original. 

MARCADORES BIOLOGICOS DE EFECTO 

Para Ja investigación en salud ambiental. los marcadores biológicos de ef'ecto a un 
agente tóxico son considerados en el contexto de su relación con la salud del individuo 

(NRC, 1989; 1992), por lo que un ef"ecto se define como: 

-Una alteración en un tejido u órgano 

-Un evento temprano en un proceso biológico predictivo del desarrollo de un 
padecimiento. 

-Un padecimiento o una eoCermedad clinicamente identificable 
-Una respuesta perif'érica o paralela al desarrolJo de una enCennedad, pero 

correlacionado con él y por lo tanto útil 
para predecir la evolución de un padecimiento. 
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Por ello, un marcador biológico de un efecto puede ser cualquier cambio cuali o 
cuantitativo predictivo de un daño a la salud y que resulta de la exposición a un agente 

exógeno. El mismo marcador biológico puede también utilizarse como un indicador de la 
fisiología normal, por ej. la concentración de glucosa o de colinesterasa en sangre. 

Los marcadores de efectos biológicos tempranos incluyen alteraciones en las 

funciones de los tejidos blanco después de la exposición. Como señales de alarma, estos 

marcadores pueden ser dosimetros para guiar la intervención para reducir o prevenir la 
exposición. Estas señales tempranas pueden también observarse en órganos o tejidos 

diferentes de los sitios que son críticos para la acción de la sustancia tóxica (NRC, 1989). 

Un tejido afectado por una sustancia tóxica puede exhibir una :función alterada aún 

si la persona afectada no presenta mani:festaciones de eUo. Estas funciones alteradas pueden 
en algunos casos determinarse en pruebas, particularmente con métodos bioquimicos o 

biológicos. Los marcadores biológicos de estas :funciones alteradas son muy útiles si eUas 
están relacionadas a órganos especificas o funciones. por ej. la beta microgtobulina para ta 

función renal y la hormona luteinizante para la ovárica., la respuesta proliferante de 
linfocitos T para la función inmune celular (NRC. 1989; Ostrosky y cols., 1991; Gonsebatt 

y cols., 1992; Burns y Munson. 1993). 

Si la exposición a una sustancia tóxica y la dosis interna es lo suficientemente alta. 

se desanollará una enfermedad porque la dosis biológicamente eCectiva será suficiente para 

afectar alguna función irreversiblemente o por un periodo sustancial (IARC. 1992). La 
enfermedad que ocurre después de la exposición puede ligarse directamente a la sustancia 

tóxica. El padecimiento que se manifiesta mucho tiempo después de la exposición. será 

ditlcilmente relacionable con la exposición (por ej. disfunción testicular u ovárica y 

cáncer; cáncer de vejiga e ingestión de solución de Fowler). a menos que los hallazgos sean 

patogoómicos. es decir que sean relativamente especificas de un tipo particular de 
exposición (como un mesotelioma o un cáncer de piel) o sean raros en personas no 

expuestas (como angiosarcoma o adenocarcinoma vaginal) (ATSDR, 1989; NR.C. 1989). 

La uansición a la manifestación de la enfermedad puede depender de tus 
propiedades de la sustancia tóxica., la naturaleza de la exposición, el proceso de la 

enfennedad en si mismo, o de susceptibilidades individuales (Elindel' y cols .• 1987; Nlt..C, 
1989). Las personas responden de manera diferente a los agentes tóxicos, y no resulta 
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sorprendente que solo algunos miembros de una población similarmente expuesta a un 
determinado agente ambiental. desarrollen un padecimiento dado (Harden. 1990). 

A pesar de que los cientificos tienden a dividir a Jos marcadores biológicos en 
grupos. se hace evidente que hay un proceso continuo entre la salud y la enfennedad. y las 
evidencias indican que también existe un proceso continuo entre la exposición y el efecto 
(IARC. J 992) . De acuerdo con esto. lo que una vez pareció ser un grupo más o menos 
discreto de marcadores biológicos. son ahora más difi ciles de discriminar. Los marcadores 
biológicos se dividen mejor operacionalmente. dependiendo de cómo son identificados y 

cómo serán utilizados. pero las divisiones no deberían ser interpretadas en el sentido de 
distinciones a nivel de Jos mecanismos (NRC. 1989). 

Si una dosis biológicamente efectiva se correlaciona con un erecto o concentración 
en un sitio periférico. esto puede funcionar útilmente en reemplazo de Ja dosis o ef'ecto que 
estén ocurriendo en el tejido blanco. Esta substitución puede ser utilizada como un 
marcador de exposición y efecto en el sitio de acción. Ellos incluyen indicadores de la 
dosis de sustancias tóxicas de acción directa como un metabolismo hepático alterado de 
hormonas sexuales. que pueden arectar Ja fertilidad (NRC, 1989) y seftales de Jos 
compartimientos sustitutos. como Ja medición de la enzima deshidrogenasa del ácido delta 
amino levulinico (ALAD). que es un marcador biológico de efecto del plomo. (Singhal y 
Thomas, 1980; NRC. 1989).Ejemplos de marcadores que están relacionados muy de cerca 
con las dosis externa. la biológicamente efectiva y el estado cUnico. es el uso de 
cromosomas dicéntricos para estimar Ja dosis de radiación recibida (Brandán y cols .• 
J990)y de Jos aductos de ADN en linfocitos o en proteínas plasmáticas como marcadores 
de Ja cantidad absorbida, la dosis en el sitio de acción y la posibilidad de cáncer (Perera y 

Weinstein. 1982; Wild y cols .• 1993). La concentración de carboxihemoglobina (COHb). 
después de la exposición a mon6xido de carbono ha sido también utilizada para indicar 
dosis interna y predecir efectos. El objetivo principal de la investigación en marcadores 
biológicos es el desarrollo de sustitutos que relacionen la exposición con el efecto (NRC, 
1989). 

Puede resultar arduo establecer Ja ascx::iación entre marcadores biológicos de Ja 
exposición y del efecto. Por ejemplo, la concentración de plomo en sangre parece ser más 
un indicador directo de dosis interna que el incremento de protoporfirina eritrocitica libre 
inducido por plomo, el cual es claramente un ef"ecto. En aJgunas situaciones cUnicas. sin 
embargo. Ja protoporflrina libre es un marcador más válido de la carga corporal total de 

¡ 
1 

1 

1 
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plomo que el contenido de plomo en sangre. y puede también dar mejor información con 

respecto a la dosis biológicamente ef"ectiva de piorno en los órganos blanco, como el 
cerebro (Lauwerys, 1983 ). A pesar de que la presencia de aductos de compuestos 

mutagénicos xenobióticos alquilantes en hemoglobina. en proteínas plasmáticas y en el 
ADN de linfocitos, refleja un efecto bioquímico. ellos también pueden ser considerados 

marcadores de dosis biológicamente efectiva de carcinógenos, que están unifbnnemente 

distribuidos (Perera y Weinstein, 1982; Shamsuddin y cols .• 1985; Wogan y Goretick. 
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 glóbulos blancos (y su sustituto los aductos en 

hemoglobina) son considerados como marcadores indirectos de dosis biológicamente 
efectiva en el tejido blanco (NIEHS, 1985; Wild y cols., 1990) 

MARCADORES BIOLOGICOS DE SUSCEPTIBILIDAD 

Algunos marcadores biológicos indican acerca de la existencia de Cactores 

individuales o poblacionales que pueden aCectar la respuesta a agentes ambientales. Estos 
factores son independientes de la ocurrencia de la exposición. a pesar de que Ja exposición 

a veces incrementa la susceptibilidad al eCecto de posteriores exposiciones (por ejemplo, la 
sensibilización al f"onnaldehido). Una característica intrínseca o una enf"ermedad 

preexistente que aumente la dosis interna o la dosis biológicamente ef'ectiva.. o que 
amplifique el ef"ecto en el tejido blanco. puede ser un marcador biológico de susceptibilidad 

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

incluir diferencias congénitas en el metabolismo, variaciones en las concentraciones de 
inmunoglobulinas producidas y en su afinidad por el antígeno, baja capacidad de reserva 

orgánic' u otros f"actores ambiental o genéticamente inducidos que modifiquen la 

absorción. el metabolismo, la desintoxicación y el efecto de agentes ambientales (Harden. 
1990). 

PRINCIPIOS PARA LA SELECCION DE MARCADORES 

La selección de marcadores biológicos de exposición o de efecto se basa en un 
amplio conjunto de datos históricos de estudios in vitro, in vivo, epidemiológicos, y en 

mediciones de exposición y de propiedades fisicoquímicas del agente tóxico en cuestión. 
Los marcadores biológicos de exposición pueden obtenerse midiendo Ja concentración de 

una sustancia tóxica o sus metabolitos solos o unidos a ADN, ARN. proteinas o receptores 
en tejidos o fluidos corporales y en productos de excreción. El uso de marcadores puede 
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acompañ.arse del empleo de cuestionarios con Ja intención de estimar Ja duración y 

magnitud de la exposición, como ocurre en encuestas acerca de la historia laboral o la 
historia cJinica (NRC, 1989). 

Consideraciones biológicas 
Un enf'oque mecanicista en Jos eventos básicos responsables de un ef'ecto adveTSo 

sobre la salud. debe tomarse en la selección de un marcador biológico. Este debe de 
escoger o generar marcadores biológicos que puedan identificar los estados iniciales de la 

enfermedad; y que se conviertan en herramientas valiosas para desarroUar estrategias que 
prevengan la progresión de la enfermedad. y que pennitan realizar un análisis de riesgo 

(WHO, 1985; NRC, 1989). 

Umitacionn pr,cticas 
Idealmente. el uso de marcadores biológicos para monitorear poblaciones humanas 

involucra técnicas mínimamente invasivas. El análisis patológico de órganos. la irradiación 

con dosis elevadas de rayos X. la autorradiografla. o Jos ensayos de uniones covalentes, 
pueden ser utilizados para identificar sitios de actividad tóxica en animales de laboratorio. 

pero no pueden aplicarse directamente a poblaciones humanas. Métodos menos invasivos 

como el análisis de imágenes a través de resonancia magnética nuclear. pueden 
eventualmente hacer posible la estimación de las concentraciones de sustancias químicas 

especificas y de dpos especiales de ef'ectos (por ej. Jos cambios en la energía celular y la 
f'osforilación (Cohen y cols.. J 983) en tejidos de dificil acceso. Pero por aho~ estos 

métodos resultan inapropiados para el monitoreo de poblaciones expuestas por razones de 

costo y de operabilidad; por Jo que la detección debe ser hecha en compartimentos 
sustitutos (WHO, 1985; NRC, 1989). 

Otro requisito en Ja elección de marcadores biológicos es que también debe 

involucrar pruebas que sean rápidamente aceptables para los individuos. A menos que un 
ensayo sea rápido. poco complicado y aceptable para el público en sencral. la puticipación 

será pobre (WHO, 1985). 

Para otorgarle un valor predictivo a Jos marcadores biológicos. es necesario tener en 

cuenta Ja heterogeneidad de las poblaciones humanas. las cuales estú compuestas de 
personas que difieren en edad. constitución genética.. estado nutricionaJ y de salud. 

También es indispensable identificar personas con la posibilidad de exhibir los efectos más 
tempranos y más severos de Ja exposición a agentes tóxicos ambientales. Los modelos 
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animales pueden ser a veces utilizados para estudiar los mecanismos biológicos de 
· hipersusceptibilidad y examinar en detalle los efectos de los agentes tóxicos ambientales en 

grupos hipersusceptibles (NRC. 1989, 1992). 

La relación entre las dif"erentes áreas de la Toxicología Ambiental y el papel que 
juegan los marcadores o indicadores bioló2icos se han esauematizado en la fi1n1ra J. 





CAPITULO ll 

ELTE.JIDO LINFOCITARIO COMO SUSTITUTO EN LA EVALUACION DE 

MARCADORES BIOLOGICOS DE EFECTO EN POBLACIONES HUMANAS. 

13 

El sistema inmune consiste de aproximadamente 2x 1O12 linfocitos. los cuales 

circulan libremente en la sangre o se hallan en los espacios estructuralmente especificas de 

ciertos órganos como los nódulos linfáticos. el timo~ el bazo y la médula ósea. En un 
sentido más amplio también incluye·-a-los macróf'"agos. los cuales tienen una importante 

función como la de presentar antigenos y son además células efectoras; y a los granulocitos 
los cuales son mediadores y también células efectoras. En ténninos de masa celular. los 

linfocitos son equivalentes al hígado o al sistema nervioso central. y por lo tanto ocupan 

tanto lugar como estos sistemas de órganos. 

Una gran proporción de los linfocitos se hallan en circulación constante de los 

órganos linfáticos a los linfáticos eferentes, de allí al dueto torácico y a la circulación 
sanguinea. Se logr~ de esta manera una mezcla y una interacción ubicua de todas las 

células del sistema inmune. 

Estas características 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 tejido sustituto más o menos ideal para investigar los efectos de la exposición a 

xenobi6ticos. Idealmente la determinación del xenobiótico se puede hacer en el plasma o 
en la sangre de los individuos. lo que permite tener una estimación de la dosis interna 

mientras que en los linfocitos se realizan evaluaciones de cito y genotoxicidad o efecto. 
Cuando las funciones del sistema inmune son perturbadas. se pueden originar las 

enfennedades autoinmunes y deficiencias inmunes congénitas que incrementan la 
susceptibilidad del organismo a una amplia variedad de infecciones por microorganismos. 

Medidas iatroflénicas como el uso de radiación ionizante o la quimioterapia con agentes 

alquilantes o antimetabolitos pueden también impedir las fbnciones del sistema inmune. 
temporal o permanentemente (Roitt. 1989). Existen factores y agentes capaces de inhibir la 

respuesta inmune celular a esúmulos mitogénicos (Moller, y cols. 1989; Orson, y cols .• 
1989; McCarthy, y cols., 1990; Rodl y cols., 1990), de tal manera que la respuesta 

proliferante de los linf'ocitos resulta un indicador de esta función inmune. lo que permite 
evaluar los efectos citotóxicos e inmunot6xicos de ta exposición. 



LA CINETICA DE PROLIFERACION Y EL INDICE MJTOTICO COMO 
MARCADORES BIOLOGICOS DE CITOTOXICIDAD 
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Numerosos son los trabajos que. utilizando Ja tinción de FPG (fluorescencia plus 
Giemsa; ver filJUra 2) descrita por Perry y WolfT {l 974) o midiendo la incorporación de 
timidilla tritiada al ADN, han investisacfo los cambios en fa prolif"eración celular inducida 
por diversos qentes y factores tanto in vivo como in vitro (Hildebrand y cols .• 1991). 
Aunque algunos de los autores han mencionado la imponancia de relacionar los cambios en 
la proliCeración celular con Ja exposición, pocos son Jos trabajos en donde se postula al 
jndice mitótico y a Ja cinética de proliCeración celular (CPC) como indicadores biológico 
de citoto1dcicbld y citostaticidad respectivamente (Rojas y cols .• 1993). o como indicadores 
de inmunotoxicidad (NRC, 1992). 
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ALTERACIONES EN LA PROLIFERACION POR AGENTES AGREGADOS "IN 
VITRO" 
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En muchos casos la capacidad para interferir con la proliferación celular se ha 
estudiado de manera paralela a la búsqueda de actividad genotóxica. Las drogas 

antineoplásicas que afectan la estructura del ADN. también son capaces de retrasar Ja CPC. 
Madle (1981) reporta inhibiciones que aumentan con la dosis en cultivos de lin:focitos 

tratados con ciclofosfamida en mezcla 89. El mismo autor ha investigado los efectos de 
variaciones en las concentraciones de la mezcla S9 y los cof"actores (NADP y glucosa-6-

rosfato). 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 

ciclofbsfamida. De Ja misma manera Ja CPC se inhibe al aumentar las concentraciones de 

Jos cof'actores. 

Un poderoso agente alquilante como la mitomicina C ~C), que inhibe la sintesis 
de ADN ha sido estudiado por Rojas y cols .• (1992) con respecto a su capacidad para 

retrasar la CPC en cultivos de linfocitos de S donadores sanos. Los resultados indican una 
disminución de la frecuencia de M3 y del indice mitótico dependiente de la dosis, sin 

dif"erencias importantes entre las respuestas de los donadores. Un retraso simiJar se observa 

en cultivos de 72 horas tratados con cis-platino y melf"alán, pero no en aquellos expuestos a 
S-fluorouracilo, metrotrexate o 6-mercaptopurina. Las correlaciones entre el porcentaje de 

inhibición del indice mitótico y el indice de replicación son negativas para el melf'alán, 
blcomicina y cis-platino; mientras que el comportamiento de estos dos parimetros no 

correlaciona en el caso de Ja 6-mercaptopurina. el S fluorouracilo y el metrotexate (Rojas y 
cols., 1993). Lialiaris y cols., (1989) describen un retraso en Ja CPC de linf"ocito11-hum.anos 

tratados con dif"erentes complejos de diplatinum. Estudios realizados con derivados 
esteroideos modificados del ácido p-bis(2-cloroetil-aminof"enilacético) han demostrado que 

el compuesto ASE, la más prometedora de todas las moléculas estudiadas, debido a su 

excelente actividad antitumoraJ en variu neoplasias de rata y ratón, es también un inductor 
ef"ectivo de retraso en la división celular en cultivos de linf"ocitos humanos (Mourelatos y 

cols., 1987). Existen otros trabajos en donde se ha investigado la capacidad de Ju nuevas 
drogas antitumorales para inhibir la proliferación de Jos Jinf"ocitos en cultivos. El NSC 

294859. un agente alquilante nuevo, modificado, es un ef"ectivo inhibidor de la 
prolif"eración de Jinf"ocitos, incrementando Ja f"recuencia de Ml en los cultivos (Taelepi y 

cols., 1989). 
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La capacidad de los rayos X de provocar retraso en la progresión del ciclo celular 
está bien establecida(Purrot y cols., 1980; Dutrillaux y coJs.. 1985;- AJ-Aclcar y cols .• 
1988). Estos trabajos han permitido ademas. establecer una relación entre el daño inducido 
por los rayos X y la progresión de la división celular en el sentido de que la probabilidad de 
encontrar células con rearreglos cromosómicos y que hayan llevado a cabo más de tres 
divisiones es altamente improbable. 

La caf'eina inhibe la reparación en células de mamíCeros que han sido tratadas con 
agentes que dailan el ADN (Cleaver, 1969). También se ha observado que inhibió la 
proliferación de los linfocitos humanos pero solo con tratamientos in vitre crónicos. por 
encima de 0.5 mM. ya que cuando los linfocitos se exponen durante la Case GO no se 
evidencia ningún ef"Ccto sobre la CPC (Guglielmi y cols .• 1982}. La inteñerencia de la 
cafeina con la reparación del da.fto causado por citostáticos podri8> según Petrou y cols. 
(1990}. incrementar el número de lesiones no reparadas en el momento en que las células 

llegan a ta fase S de la división celular in vivo o in vitro, retrasando la proliferación celular 
e induciendo ICH. 

Los radic•les oxigeno. generados por la hipoxantina y la xantina oxidasa o por Ja 
fotorreducción de las tlavinas en Jos cultivos de linfocitos. reducen el indice mitótico y 

retrasaron la CPC (Emerit,, 1984). 

El acetaldehido, primer mctabolito de la oxidación del etanol. provoca un retraso en 
la división de linfocitos humanos, dependiente de Ja dosis en sujetos sensibles y normales 
(BOhlke y cols .• 1983). 

Las resinas acrílicas utilizadas frecuentemente en la cirugí~ odontología y 
oftalmología son capaces de reducir Ja tasa del indice de prolif"eración en linfocitos 
estimulados con PHA sin ef".,,,_ c:laros sobre la estruc:tura del ADN (Bigatti y c:ols .• 1989). 

La exposición al benceno •e ha relacionado con una alta frecuencia de Jeucem.ias; el 
benceno en si mismo no ha demostrado inducir dallo genotóxico (IARC. 1987). Sin 
embargo, sus metabolitoa. en panicular Jos derivados del catecol. son responsables de Jos 
efectos genotóxicos inducidos in vivo e in vitro. Asimismo. todos Jos metabolitos del 
benceno tienen la habilidad de reducir la proliferación de los linCocitos. siendo loa 
derivados del catecol los más efectivos (Morimoto y Wolff. 1980). 
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Antiparasitarios como Ja dihidroemetina (antiamibiano). niclosamida 
(antihelmíntico) y el ketoconazoJ (antimicótico) inhiben Ja prolif'eración de linfocitos 
humanos estimulados con PHA cuando se les agrega in vitro (Ostrosky y cols .• 1984). 

Una ventaja de usar el método de Ja FPG en Jos estudios de genotoxicidad es que es 
posible analizar en paralelo el dafto en Ja estructura del ADN y sus ef"ectos en la progresión 
de la división celular. Esto ha Jlevado a algunas correlaciones entre ambos f"enómenos 
como es el hecho que aquellos agentes que inducen dallo cromosómico severo producen 
también una reducción en Ja velocidad de prolif"eración celular (Morimoto. 1984). 

ESTUDIOS DE CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR EN SINDROMES Y 
ENFERMEDADES 

Los linfbcitos de los individuos aCectados por sfndromes como la anemia de 
Fanconi (AF) prolif'eran más lentamente que los de individuos sanos (Morimoto y coJs .• 
1984; Nazareno y Bunnakin' 1984). Se ha descrito además. que los linfocitos de los 
individuos con AF son mú sensibles al tratamiento con JodMC que los de individuos sanos 
(M"orimoto y coJs., 1984; Frias y cols., 1991). Sin embargo en el caso de otro síndrome 
asociado también con def'ectos de reparación, como el síndrome de Bloom, sus Jiaf"ocitos 
responden de manera similar a Jos 1inf'"ocitos de individuos sanos de acuerdo a los reportes 
de Ray y German (1984). 

Las aneuploidias asociadas a sindromes como el de Klinef'elter no parecen producir 
dif'"erencias en la CPC en distintas horas de cultivo y después del tratamiento con ~C 
(Yamagata y cols., 1989). Dutrillaux y Fose (1976) encuentran un ciclo celular més rápido 
que en pCnl<>nu nonnaJes, en Jos linf'ocitos de pacientes con sfndmme de Down. 
Subsccuentemente Crossen y Morgan (1980) confirman estos haJJazgos con un análisis de 
la CPC 72 horas después de estimularlos con PHA. 

Se ha investigado también la cinética en Jos Jinf'ocitos de pacientes con 
enf'ennedades malignas. antes y después de Ja terapia. No se observan dif'e.rencia en Jos 
limocitos de pacientes con cáncer de esóf"ago (Adhvaryu y cols., l 988a) y mama 
(Adhvaryu y colo., !988b) o con neoplasia endócrina multiple tipo U (Butler y cols., 1987). 
Por ocro lado, Adhvaryu y cols. (1988c) y Slavutslcy y cols. (1988) reportan dif"erencias 
entre Ja CPC de Jinf'ocitos de testigos y pacientes con cáncer de ovario o adenoma y cáncer 
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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 af'ectados 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 duración del tratamiento 

antineoplásico que utiliza varios agentes como la metilnitrosourea, el 5-fluorouracilo y la 

vincristina. Por el contrario, .niflos con más de tres aflos en remisión de leucemia 
linfoblástica aguda y por lo menos 9 meses sin quimioterapia exhiben una CPC más rápida 

que la obseavada para nin.os normales (Schuler y cols .• 1981). Singh y D'Ambrosio (1984), 

trabajando con linfbcitos aislados de pacientes bajo terapia de citostáticos encuentran que la 

mayoría de los protocolos de tratamiento. retardan la prolif'eración celular aunque la droga 
de elección no interactuase directamente con el ADN. 

Las enfennedadcs infecciosas como las parasitosis alteran la capacidad de respuesta 

de los linfocitos a la estimulación a mitógenos (Kierszembaum y cols .• 1990; Sztein y cols .• 

1990). Montero y cols.(1994) reportan en cultivos de pacientes con neurocisticercosis una 

mayor proporción de MI en relación al porcentaje que se observa en los testisas sanos. 
Este retraso en la CPC se normaliza en algunos pacientes después del tratamiento con 

praziquantel, lo que sugiere que la in:fección y/o la terapia producen efectos 

inmunomoduladores. Otras drogas antiparasitarias como la colistin, un péptido antibiótico 
ampliamente utilizado para el tratamiento de la disenteria y la colitis gastroentérica 8gllda y 

crónica y para in:fecciones provocadas por Pseudomonas, inducen un retraso en la 
proliferación celular cuando se agregaron in vitre a dosis de 142 y 214 unidades/mi (JaJu y 

cols., 1983). 

La CPC también ha sido se investigada en individuos vacunados contta la rubeola 
(Alicata y cols .• 1988). Estas personas muestran una proporción aumentada de célul• en su 
cuarta división celular después de 14 dias de la vacunación, la cual disminuye para el dia 

28. Estudios realizados con otros f'actores inmunológicos como el intcrf'crón al:fa de 

leucocitos humanos (IFN). denotan que éste produce una inhibición dependiente de la dosis 
(10-1000 UVml) en Ja división celular, aumentando los valores del tiempo promedio de 

proli:feración (TPP) en Jinf"ocitos humanos pero no en céJuJas tumorales (Georgian y cols., 
1986). Sin embarBO. Lazutka y cols .• (1989) describe un aconamiento en el TPP producido 

por Ja incubación por 24 horas con IFN a una concentración de 50 UI/ml. Moore y cols. 
(1984). analizando Jos cambios en Ja cinética de marcaje de las diferentes clases de ADN 
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sintetizado, encuentran una inhibición inducida por IFN, de la proJif'eración en Jíneas 
linfoblastoideas. 

La desnutrición calórica severa también influye en la capacidad de prolif"eración de 
los linf"ocitos estimulados por PHA, provocando una CPC ligeramente aumentada en 
comparación con la observada en los testigos sanos (Mutchinick y cols ... J 979). 

ESTUDIOS DE LA CPC EN CASOS DE EXPOSICION AMBIENTAL 

La capacidad prolif'erante de los linfocitos se ha estudiado también en relación a 
exposición ambiental u ocupacional. Ostrosky y cols. (1991) reportan que Jos Jinfbcitos de 
individuos expuestos crónicamente a As en el agua de bebida proliferan más lentamente 
que los de no expuestos y relacionan esta observación a un probable ef'ecto inmunosupresor 
de la exposición crónica. 

El efecto sobre Ja CPC de los Jinf'ocitos 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 reducción en la prolif"eración celular en los extractos 
más concentrados del smog citadino. Por el contrario. cuando se analiza el ef"ecto del S02 
en células de una Cábrica de ácido sulCúrico. Meng y Zhang (1990) no encuentran una 
dif"erencia entre Ja tasa de proliCeración de Jos JinCocitos de los individuos expuestos y los 
testigos. 

El hábito de Cumar afecta el sistema inmune("Smoking and Health",. 1979). 
HussaCvel-Pursiainen (1987) observa un incremento en la frecuencia de M3 tanto en 
fumadores pasivos como en activos. Midiendo la incorporación de timidina tritiada al ADN 
como parámetro de proliferación. se demuestra que los linfocitos T de lavados pulmonares 
de ftunadores manifiestan una rmpumta menor que los testigos al estimulo de la PHA,, 
efecto que no ae observa en los JinCocit.oe obtenidos de sangre periCérica (Daniele y cols., 
1977). Obe y cols.(1982) observan que los no Cumadores presentan una mayor proporción 
de M2 en cultivos a 48 hora que los fumadores. Rupa y cols.(1989) por su parte 
mencionan que individuos fumadores que habian aplicado pesticidas de dif'erentes tipos, 
muestran un incremento significativo de M 1. su magnitud está relacionada con Ja duración 
de la exposición. La CPC de Jos Cumadores no expuestos es más rápida que el de Jos no 
f'umadores no expuestos. 

i 
j 
1 

1 
f 
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Ramirez. ( J 994) describe que eJ índice mitótico y el indice de replicación se inhiben 
en cultivos mixtos de linfbcitos en donde Ja respuesta inmune celular se haUa disminuida. 

FACTORES QUE PUEDEN INFLUIR EN LA INTERPRETACION DE LOS 
RESULTADOS: 

Uno de los puntos más controvertidos para el análisis de Jos cambios que suf're la 
CPC es la variabilidad inter- e intra-individual en la respuesta mitogénica de los linfbcitos. 

Hay estudios que resaltan las dif'erencias en la estimulación por P~ 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 replicación 

en muestreos repetidos de dos donadores sanos a lo largo de un afto. La variabilidad 
individual en Ja respuesta a mitógenos o a agentes tóxicos puede ser alterada por una 

variedad de f"actores. Tice y cols.(1979) y Wen y Liew (1983) reponan que la velocidad de 
replicación disminuye con la edad de los donadores. Los sujetos de edad avanzada y los 

pacientes con un sindrome con caracrerísticas progeroides tienen un decremento en la tasa 

de prolüeración celular en relación a la de individuos sanos y a la obrenida en cultivos de 

recién nacidos (Melaragno y Smith. 1990). 

Las variaciones en Ja proporción de células T y B entre individuos podrían ser 
tuenre de variabiJidad interindividual. Lindblad y Lambcrt (1981) han reportado que Ja 
cinética de prolif'eración de Jos Jinf'ociros T y B cultivados y estimulados con PHA bajo 

condiciones similares. es ligeramente más rápida para Jos linf'ocitos T. En 1987. Miller 
confínnó estas observaciones utilizando linf'ociros T y B purificados. en condiciones en 

donde las células son de varios donadores y estimuladas con mitógenos dif'erentes. 

Modificaciones en lu condiciones de cultivo pueden también influenciar Ja cinética de 
replicación de Jos linfocitos produciendo variaciona iotra-individuales. Por ejemplo. 

células estimllladu en medio TC 199 muestran un cido cehJJar má largo que las 
cultivadas en medio Ham F- JO y McCoy's Sa (Obe y cols., 1975; Mutchinick y cola., 

1980). Wolffy cols.(1984) describen que lu célula cultivadao en medio RPMI 1640 en 
ausencia de suero f"etal de temen (FCS) y de antibióticos proliJ"enm mú qpidamente que. 

Jas células cultivadas en el mismo medio con FCS y antibiótic:os. Estos hallazgos coinciden 
con reportes previos en los que se usaron otros parámetros para medir la CPC (Auf' der 

Maur y Berlincourt-Bohni. 1979). Sin embargo existen trabajos en donde se afirma que Ja 
presencia o ausencia de FCS no alrera la cinética de prolif'eración (Murchinick y cols ... 1980 
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y Sinha y cols.. 1984). Además, no se observan diferencias marcadas en cuanto a la 
cinética cuando se compara la proliferación de linfocitos humanos cultivados en solución 
salina de Hank suplementado con plasma autólogo o en medio RPMI 1640 (Gonsebatt y 
Mutchinick, 1990). 

Speit y cols. (1986) comparan las características de la proliferación en cultivos 
paralelos de linfocitos en sangre entera o aislados. Los resultados muestran similitud en 
promedio. aunque la CPC fue ligeramente menor en los cultivos de linfbcitos aislados. De 

la misma Corm, Larrarnendy y cols. (1990) encuentran una CPC retardada cuando la 
comparan en cultivos de linfocitos humanos o de cerdos aislados, con cultivos de sangre 
entera. Cuando se les agrega glóbulos rojos humanos o de cerdos a la hora O de la 
estimulación con PHA, la frecuencia de MI. 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 (morfologi~ anticuerpos.. cromosomas). 
demuesttan que las porciones relativas de linfocitos T y B son las mismas antes y después 
de la estimulación con PHA o con el mitógcno pokeweed (PWM), proliferando más 
rápidamente aquellas células estimuladas con PWM (Larramendy y Knuutil~ 1990). 

La respuesta mitogénica que ocurre en la estimulación in vitro parece depender del 
mit6gcno utilizado. La PHA y Jos extractos de Wistariafloribunda son más activos que los 
extractos de Lens cu/inarts. la mayor mitogenicidad podría relacionarse al mayor número 
de sitios de unión a carbohidratos de las primeras dos moléculas (Deknudt,. 1982; Deknudt 
y Kamra. 1983). 

Los anticoagulantes como el ácido citrico o el EDT A (ácido acético­
tetraetilend.iamino), que quelan el ión Ca2+, retrasan el ciclo celular de los linf'ocitos de 
sangre perif'érica con respecto a aquellos cultivos provenientes de sangre heparinizada 
(Tucker y Chriatens~ 1987). Este hecho coincide con la l'educción en el indice mitótico 
observado por Littlefield y cols.(1984), cuando los cultivos son tratados con quelantes de 
calcio o zinc. 

Si bien existen numerosos factores que pueden potencialmente modificar las 
condiciones de proliferación de las células y particularmente de los linfocitos en cultivo., 
cuando las condiciones experimentales son homogéneas y existen testigos adecuados. las 
evidencias son claras en el sentido de que Ja pro1if"eración de los linfocitos en cultivo refleja 
la condición de los sujetos esl1;1diados. En síndromes en donde la respuesta inmune se 
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encuentra comprometida.. en individuos con enfermedades inf'ecciosas o con ex.posiciones 
crónicas; en pacientes bajo radio o quimioterapia; en cultivos en donde no se espera 
respuesta inmune~ el indice mitótico se encuentra disminuido y Ja cinética de proliferación 
celular es más lenta o se encuentra inhibida. 

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

El dai'io al ADN puede ser visualizado a nivel cromosómico. Las aberraciones 
cromosómicas pueden ser estudiadas en cualquier población celular en ciclo. o que no esté 
en ciclo pero que pueda ser estimulada por un agente mitogénico. En animales hay varios 
tipos celulares que cumplen estos criterios. pero para estudios en humanos con cualquier 
propósito. se dispone de sólo dos tipos de células a las que se puede tener acceso de una 
manera práctica. Estas son las células de médula ósea. las cuales son una población en 
constante proliferación y los linfocitos de sangre periférica, los que normalmente no se 
están dividiendo. pero pueden ser estimulados in vitto cultivándolos con un mitógeno como 
la fitohemaglutinina (PHA) (WHO, 1985) 

Debido a la fácil obtención de sangre, en contraste con las muestras de células de 
médula ósea,, el ensayo con linfocitos ha sido utilizado en Ja mayorla de los estudios 
concernientes a la inducción de aberraciones cromosómicos en humanos (Wl-10. 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 enonne cantidad de 
datos sobre la inducción de alteraciones por radiación y agentes quimicos usando este 
sistema (Prestan y cols., 1981). 

Comúnmente se asume que este ensayo es simple e informativo para el monitOreo 
en hum.anos. proveyendo de inf"ormación sobre exposiciones potencialmente clastogénicas 
(o mutagénicas}. Sin embargo, se debe hacer énfasis en que tal observación debe ser 
tomada en cuenta con cautela en el caso de supuestas exposiciones a agentes qtúmicos. y se 
debe apreciar la distinción obvia para su uso en exposiciones a radiación (WHO, 1985). 

Ya se han mencionado los aspectos relevantes de la cinética de proliferación celular 
en los cultivos de linfocitos. El estudio de estos marcadores biológicos (indice mitótico. 
CPC y aberraciones cromosómicas} se puede hacer simultáne8111ente. Debido a que algunos 
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rearreglos cromosómicos son inestables y se pierden al dividirse la célula. es necesario 

estudiar este tipo de daño en las metafases de las primeras divisiones. El agregado de BrdU 
facilita esto(Mutchinick y cols., 1982). 

Et tipo de aberraciones observado en los cultivos de linfocitos de individuos 
expuestos depende del agente con el que estuvieron en contacto. La radiación ionizante y 

un pequei\o número de agentes quimicos como la estreptonigrina. la bleom.icina. la 

neocarzinosatina. la citocina arabin6sida y la 8-metoxicafelna, son capaces de producir 
aberraciones en todos los estadios del ciclo celular. incluyendo aberraciones de tipo 
cromosómico en Gl y cromatidicas en S y G2 (Natarajan y Obe, 1984; WH01 1985). 

Cuando los linf"ocitos se ponen a cultivar. están esencialmente todos en la f'ase GO 
de su ciclo celular. por lo que después de recibir radiación ionizante la aberraciones de tipo 
cromos6mico serán inducidas en estos linfocitos en G 1 y se podrán observar en la primera 
metaf'asc después del estimulo mitogénico. El hecho de que se puedan producir 
aberraciones en células en Gt significa que su frecuencia puede relacionarse dire<:tamente 
con la dosis recibida. Además. para muchas especies. incluyendo al hombre (Brewcn y 

cols.. 1972). se ha mostrado que ta frecuencia de aberraciones inducidas in vitro es la 
misma que la provocada por la misma dosis in vivo (Brewen y Gengozian. 1971; Prestan y 

cola .• 1972; Ctemcnger y Seo~ 1973). Esto significa que una curva atindar dosis­
respuesta, para cualquier tipo de radiación. puede obtenerse con exposiciones in vitro y 

puede usarse para estimar las dosis recibidas por individuos como resultado de accidentes 
durante exposiciones médicas o ambientales (Brandán y cots .• 1990). 

Con base en el éxito del sistema de linfocitos para la estimación de exposición a 
radiación. parecia apropiado analizar aberraciones cromosómicas en muestras de sangre de 
individuos expuestos ocupacionalmente a qentes quimicos o a mezclas complejas de éstoll 

(Oftice of Teclmology Asaessment. US Congr .... 1983). para determinar si habla 

exposición a un ctast6gwno. y para conelaeionar f'recuencias de aberraciones con la dosis de 
la substancia. Sin embargo. la estimación de dosis a partir de aberraciones en poblaciones 
expuestas a mutágenos quimicos no es tan confiable como en et caso de la radiación bata 
el momento (WHO. 1985). 

La baja sensibilidad de los ensayos actuales para poder correlacionar la frecuencia 
de aberraciones cromosómicas con la exposición a agentes quimicos se debe a loa 
mecanismos de inducción de aberraciones por esos agentes. Estos mecanismos pueden dar 
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como resultado la inducción de frecuencias de aberraciones indirectamente relacionadas 
con la dosis. en contraste con las aberraciones inducidas por radiación (Vogel y Natarajan. 
1993). 

Para que el daño al ADN inducido por tratamientos quimicos, se traduzca en 
aberraciones cromosómicas las células deben pasar por la f'ase S. Asi, la mayorfa de las 
aberraciones serán de t.ipo cromatidico, aunque hay excepciones a esta hipótesis general 
(Evans y Vijayalaxmi, 1980; Preston y Gooch, 1981). Por lo tanto, es más apropiado 
considerar que 1~ probabilidad de inducir aberraciones en células en G l o en G2 después de 
un tratamiento con agentes químicos es baja_ pero es considerablemente incrementada 
cuando las células tratadas están en, o pasan por, Ja fase S. 

El dafto al ADN inducido por agentes químicos en linf"ocitos no ciclantes no se 
convertirá en aberraciones hasta que las células sean estimuladas a entrar en ciclo in vitro, 
y empezar la duplicación del ADN. Dado que el dafto al ADN puede ser reparado en las 
células en Go asf como durante el largo primer estadio de G1. Ja frecuencia de aberraciones 
no será necesariamente proporcional a la cantidad de dafto inducido al ADN sino más bien 
a Ja cantidad de dallo que se mantiene en el momento de Ja duplicación. Queda claro que la 
cantidad de dallo al ADN presente en el momento de la dupHcación, el cual tiene el 
potencial de transf'onnarse en aberraciones. dependerá de diversos ractores. incluyendo: (a) 
Ja dosis recibida; (b) la cantidad inducida del tipo panicular de dafto al ADN que puede 
originar aberraciones (un valor que puede variar con el agente); (c) Ja cantidad de 
reparación en las células en Go antes del muestreo (v.g. el tiempo entre la exposición y et 
muestreo); y (d) Ja cantidad de reparación en células en G1 a partir de la estimulación 
mitogénica hasta la primera fase S in vitre. Muchos de estos puntos estarán sujetos al 

mismo tiempo a variaciones individuales. El resultado es que, para Ja mayoría de Jos 
·agentes quimicos, sólo una proporción del dafto inducido al ADN efectivamente se 
convierte en aberraciones en el momento de la duplicación. Estos Cactores de reparación del 
ADN reducen Ja sensibilidad del linCocito para la medición de ex:pmición .• qentes 
qufmicos, lo que originará. una f"recuencia de aberraciones que en el mejor de los casos es 
sólo indirectamente proporcional a la exposición (WHO. J98S). 

Si se observ.a un incremento en las aberraciones cromosómi~ en grupos 
potencialmente expuestos comparados con grupos testigos ae puede concluir que ha habido 
exposición a un agente clastogénico, pero no se puede estimar el nivel de exposición o de 
los ef"ectos en Ja salud adversos subsecuentes (genéticos o somáticos). para ello se utiliza Ja 
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conelación de estos marcadores de efecto con marcadores biológicos de exposición. Por el 
otro lado, si no hay diferencias en la frecuencia de aberraciones entre los grupos expuestos 
y sus grupos testigos asociados, no es posible descartar exposición. Sin embargo en este 
caso, puede ser posible, con base en la experiencia previa, deducir un nivel de exposición 
máxima que no esté asociada con una dif"erencia notable a nivel de la frecuencia de 
aberracfones (WHO. 1985). 
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CAPITULO 111 

EL ARSENICO COMO XENOTOXICO 

El arsénico (As) es un elemento ubicuo en la naturaleza y es considerado un 
carcinógeno ambiental por la Agencia Internacional de Investigación en Ci.ncer (IARC). 

r que ademis, asocia la exposición humana a este metaloide con cúicer broncosénico cuando 
es por inhalación y con cáncer de piel, vejig' higado y rillón cuando es por ingestión 
(IARC, 1987; Chen y Wang, 1990; Bates y cols., 1992). 

Fue el primer metal identificado como un carcinógeno (IARC. 1980) (aunque 
qulmicamente es descrito como un metaloide, con propiedades parecidas al Cósforo y con 
toxicidad similar a la de metales pesados como el mercurio y el plomo). Se encuentra 
arnpliamente distribuido en la naturaleza en numerosos minerales como los anenuros de 
cobre,, niquel y hierro o como sulfuro de arsénico u óxido. Loa compuestos metiladoll que 
se encuentran en la naturaleza son el resultado de la actividad biológica. El compuesto 
comercial mú importante es el óxido de arsénico (111), que es un producto derivado de la 
fundición de cobre o hierro (Vahter. 1988). Los compuestos arsenicales son usados 
principalmea.te en la agricultura y la silvicultura como pesticidas. herbicidas y silvicidas; 
pequellU cantidades son usadas en las industrias del vidrio y de la cerámica y como aditivo 
en la alimentación del ganado (WHO, 1981). 

Las propiedades de este elemento eran conocidas ya por los griegos. Hipócrates 
recomendaba el uso del As4S4 para el tratamiento de úlceras. Muchos pueblos europeos 
utilizaban el arsénico en el alimento del ganado ya que incrementaba el peso. Diferentes 
solucionca arsenicaJcs se recomendaban como tónico. ya que aumentaba el peso y el vigor 
de las penonas. También se le empleó, ya en Corma de compuesto irlorsúti:co (M>lucióa de 
Fowler, oolución de Donovan) o como organoanalieal (SaJv---. Neonlvanan) para 
combatir cnfennedades como la anemia. la leucemia mielocitica crónica, paoriasia y asma 
bronquial o la sffilis. la disenteria amibiana. la tripanosomiasis y la tricomoniuis. En estas 
aplicaciones clfnic:u file en donde ae notaron sus efectos adversos. que descontinuaron su 
uso terapéutico (IARC, 1980). 
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Diatribución ambiental y tranaporte 
En sitios sin contaminación las concentraciones de arsénico en el aire son 

despreciables (WHO. 1981). Attrep (1977) demostró la presencia de As orgánico e 
inorgánico en las panículas aéreas. En los años cuarenta en Inglaterra se observó que Ja 
concentración de óxidos inorgánicos de As aumentaba de 0.007µ.gtm3 a 0.04-0.14 pgtm3 

en los meses de invierno. probablemente por la incineración de carbón vegetal para la 
calefacción (Denclto, 1987). 

Concentraciones entre 2.3 y 312 mglkg se han reportado en plantas de energía 
eléctrica generada por Ja combustión de carbón (EPA. 1984). El quemado de carbón 
mineral. de madera tratada con defoliantes o conservadores que contienen aisénico y la 
fundición de metales. constituyen la f"uente principal de arsénico en el aire (Bencko. 1987; 
Vahter, 1988; Diaz-Barriga y cols., 1993). 

El agua es la f'onna principal de transpone natural de este metaloide. En agua 

oxigenada el arsénico se encuentra usualmente como arseniato (sal pentavalcnte) pero en 
co;.diciones reductoras. por ejemplo. en pozos muy profundos. la forma trivalente 
(anenito) predomina. La sedimentación del arsénico en asociación con el hierro y el 
aluminio es considerable. En el suelo se produce biometilación y la liberación de arsénico 
metilado al aire (WHO, 1981). 

El agua puede estar naturalmente contaminada con arsénico al ponerse en contacto 

con sedimentos ricos en sales. Elevadas concentraciones de As se han encontrado en 

fuentes gcoténnicas o en poz.os (Borgono y cols .• 1977; Tsens y cols .• 1977; Cebri6n., 
1983; Sastre y cols., 1992). El depósito de las cenizas generadas por la combustión de 

carbón mineral de una planta generadora de energia eléctrica, elevó las concentraciones de 
arsénico en eJ agua de un rio hasta 0.21 mg/l. desbuyendo a Ja mayoria de los 
microorganiamos de ese sitio (Bencko. 1917). 

Por medio de la agricultura se distribuyen grandes cantidades de arsénico en el 

suelo. En loa suelos oxigeoadoa el arsénico se encuentra en su forma pentavaleate. La 
lixiviación del arseniato es lenta por su unión con Jos bidruros de hierro y aluminio. A 

pesar de ello. la bioacumulec:ión del arsénico en los productos agrícolas no es alta (Vahter. 
1988). 



T•bla l. FORMULA DE LOS COMPUESTOS ARSENICALES MAS COMUNES 

Trióxido de arsénico 
Arsenito 
Arseniato 

Trisulfito de arsénico 
Anenuro de Galio 
Acido metiluaónico (MMA) 
Acido metilarsinico (DMA) 
Arsenobetalna 
Araenocolina 
Arsina 
Trimetilarsina 
Oxido de trimetilarsina 

Vllhter (1987) 

Eap09ld6• 

As203 o As406 
As03-. As02-

As043·, HAs042·, H2As04-

As2S3 
GaAs 

CH3AsO{Off)2 
. (CH3)2ABO(OH) 

(CH3 )3As+ctt2coo­

<cH3)JAs+cH2cH2oH x­

AsH3 
(CH3)JAs 

(CH3)JAs-O 
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La exposición humana al arsénico inorgánico ocurre por razones laborales. 

ambientales y desde lueso a través de accidentes. En Ja Tabla 2 se resumen las Connaa más 
frecuentes de exposición a As. 

La expo8ición por inhalación se da por razones ocupacionales o por f\Jmar. El rango 
macontndo en el aire de 6reas urbanas va de los 0.002 µgtm3 a 0.3 µglm3. Alrededor de 
fundidoru - ban regí.vado valores de t µgtm3 (Bencko, 1987). 



Tabla 2. FORMAS MAS FRECUENTES DIE IEXPOSICION A ARSENICO 

Ocupacional La exposición ocupacional ocurre principalmente por el 

Ambiental 

arsénico inorgánico (óxido 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 (óxido de arsénico) y 
de pesticidas que contienen arsénico. 

-En plantas generadoras de energía eléctrica a través de la 
combustión de carbón mineral. 

La exposición ambiental ocurre de manera natural por: 

-Consumo de agua con elevadas cantidades de arsénico o, 

-Consumo de alimentos (marinos) 

O por la contaminación de: 

-Fuentes de agua potable (rios, lagos). 

-El ambiente alrededor de las plantas fundidoras o 
productoras de arsénico inorgánico. 

Jatiroefaica Por el uso de medicamentos (principalmente antiparasitarios) 
que contienen arsénico: carbarsone, melarsoprol y tripaBamida. 
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El aguA potable contiene normalmente pocos µg por litro. pero la actividad 

induatrial y/o asric:ola han producido contamimu:ioa .. severa (por encima de l m&ll) en 
pozos. Ademú el qua puede coataminane naturalmente con elevadu cantid8dm de Aa 
por el elevado contenido del metaloide en rocas del subsuelo. como ocurre en la región del 
none de Chile y Argentina y en algunas zona de la Comarca Lagunera. en el Noreste de 
México. El vino y el aaua mineral contienen a veces niveles altos: en un muestreo de vinos 
de mesa en Esmdos Unidos. la mitad de las cantidades de arsénico determinadas excedian 
O.OS mg/litro. el limite establecido por la Organización Mundial de la Salud (WHO. 1993) 
hasta 1.993. 
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Las concentraciones de arsénico en la mayorfa de los alimentos están por debajo de 

lmglkg. Los peces marinos pueden contener hasta 5 mg/kg de peso húmedo. los crustáceos 
marinos y Jos peces que se alimentan del f'ondo marino pueden contener elevadas 

concentraciones de As. En estos organismos Ja mayor proporción de As se encuentra como 
arsénico orgánico. En algas comestibles se han detectado niveles de arsénico que van de los 

19 a Jos 172 mglkg de peso seco. La acumulación en tejidos de aves y cerdo se da por fa 
existencia de As en el alimento. En la población general. Ja ingesta diaria promedio es de 

menos de 0.2 mg por di' lo que varia si se consumen alimentos marinos (WHO. 1981). 

La exposición terapéutica al As se ha producido por el antiguo uso en la medicina 

de productos arsenicales. La solución de Fowler (arsenito de sodio) ha sido utilizada para el 
tratamiento de leucemias y psoriasis y también como tónico en dosis de varios mg por dfa 

(Bencko, 1987; ATSDR., 1989). 

La exposición ocupacional ocurre esencialmente a través de Ja inhalación de 
partículas que contienen arsénico. EIJo se ocurre principalmente en o alrededor de 

Cundidoras, o en Ja f"abricación y el empleo de pesticidas que contienen arsénico (ATSDR, 

1989). 

Metabolfamo 

El arsénico se incorpora al organismo por ingestión o por inhalación, ya que la 
absorción a través de la piel resulta mínima (Vahter, 1988). Cuando se encuentra ea 

solución es má rápidamente incorporado que en estado sólido. Las Conn.as inorgánicas son 
metabolizadas a través de reacciones de óxido-reducción y metilación (Scott y cols., 1994). 

A..-ico l•orsilaico 

Estudios en humanos y en diCe:rentea especies animales han demostnufo que 
posterionnente a la administración de As m y/o As V, se encuentran. metabolitos metil...,_ 

en la orín-. entre los que pnodomin11n el DMA (6cido dimetil uslnico) y el MMA (6cido 
monometil arsónico) y una porción menor se elimina como As inorglmico. Se conaidcll'a 

que el proceso de biometilación es un proceso desintoxicante, en la medida que loe 
metabolitos orgánicos tienen menor afinidad por los tejidos y son mú f'cilmeme 
eliminados por el rii'lón que el A.s inorg6nico. Resulta interesante destacar que Yamanaka y 
cols. (1989 y 1990) han descrito que un metabolito del DMA, al reaccionar con oxígeno 

1 

1 
1 
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molecular, genera un radical peróxido el cual se señala como inductor de rupturas en la 
cadena de ADN. . 

Crecelius (1977) determinó la presencia de compuestos orgánicos de As en orina 

humana, posterior a la ingestión de vino contaminado con As ID, agua de bebida 
contaminada con As V y de alimentos de origen marino que contenfan As orginico. La 

presencia de DMA y Pvfl\..fA en orina demostró que el As inorgánico es biometilado in vivo, 
mientras que el As orgánico ingerido es eliminado en orina sin cambio alguno (Tam y 

cols., 1978, J979a, b, c; Buchet y cols., 1981a, 1981b, 1982). La capacidad de 

biometilación en especies como rata, ratón, criceto, conejo y gato demostró diCerir en 
cuanto a la excreción y distribución de metabolitos (Odana.ka y cols., 1979; Vahtcr 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 relaciones entre la biotransformación del 
As y su unión a los tejidos. Encontraron que dicha unión depende en gran parte de la 
interacción del As inorgánico con componentes celulares. concluyendo que el proceso de 
biometilación disminuye la fijación del As a los tejidos. favoreciendo su eliminación. 

Estudios de Mahieu y cols. (1981) en individuos intoxicados -.udamcnte con As 

inorginico. mostraron que aún cuando inicialmente la excreción de As inorslmico 
predomina,. al noveno dfa después de la exposición el DMA y el ~ representaron el 

9S% del As excretado en la orina. 

El órgano más imponante en donde se llevan a cabo las reacciones de metilación es 
el hlgado (Klassen, 1974, Tam y cols., 1978; Buchet y Lauwerys, 1985). La reducción de 

As V a As m in vivo. como reacción preliminar para su met.ilación se ha demostrado en 
uta, ratón y conejo (Lerman y Clarbon, 1983; Vahter y Envall, 1983; Vahter y Marúate, 

1983). La a:tividad metilante ..,.. localizada en el citosol y el proceso requiere la -cía 
de glutatión reducido. un pH óptimo entre 7.5 y 8 y la S-adenosilmetionina como donador 

de metiloa in vivo (Marafate y Vahter, 1984; Buchet y Lauwerys, 1985). Scott y cola. 
(1994) han demostrado que el As V es capaz de oxidar al glutatión reducido con la 

concomitante reducción del arseniato a arsenito. en condiciones de pH •imitares a . las 
citosólicas. 



32 

El arsénico ingerido es principalmente excretado a través del rift6n., aunque existen 
otras vias de remoción en pequcftas cantidades. Como tiene gran afinidad por la piel 
(Vahter, 1988) la descamación diaria de la misma, ofrece una ruta de eliminación calculada 
entre 0.1-0.2 µg/día. Las personas no expuestas eliminan por el pelo cantidades de arsénico 
alrededor de los 0.3 m¡¡lkg. 

La cinética del arsénico inorgánico una vez incorporado al organismo se describe en 
la figura 3,. mientras que en la 4 se presenta el proceso celular de desintoxicación 
(metilación del As). 

ladicadore11 blolcisico• de expo9'dóa a A11 

La medición de los niveles de As en orina resulta un indicador biológico adecuado 
de exposición ya que los estudios de toxicología han demostrado que se excreta 
principalmente por esta via. Es importante poder dif'"erenciar entre el anmico ingerido a 
través de alimentos de origen marino y los metabolitos del As inorginico. por la toxicidad 
dif"erencial de los mismos, como vimos antes. Los niveles basales en personas no expuestas 
se estiman entre los 10-50 µgll (Vahter. 1988). 

El As inorgánico es rápidamente depurado del plasma por lo que su detección en 
plasma podr• reflejar exposición por un breve periodo. Los niveles evaluados para penonas 
no expuestas aon 1.5-2.5 µgil (Vahter, 1988; ATSDR. 1989). 

En el pelo, que como ya se mencionó anteriormente es un sitio de depósito. se 
observan niveles por debajo de 1 mg/k& para personas no expuestas. El problema al 
utilizar el contenido de As en el pelo como marcador de exposición. ea que no ea posible 
saber con certeza ai el As cuantificado se debe al As ingerido o al deposibldo por 
contaminación externa (Vahter, 19118). 



All•on:ión lnh•l•ción 
por l 

I• plel 
J.. 

j plel 1 j pul1116n 1 

~l~~ 
.. UeH .----=-=::;e mgre) -=-=------- J 
-•culo - - - / l --.._,. 

/ 

("rgedo) 

(::'.':.u.) ~ / 
~ 
~ 

aud•r. 
dlul•• 
exlall•d•• 

~---~·­
l ·-~ 

lnge•ll6n 

l 

Fl9ure 3. Cln6tl~ 4el arw6nlc• l11•"'6nlce. ..,f•a de •baon:lin. m.._...,...._ aJCCIWCll• y 
-•ct6n IV•-r., , • ., 



33 

EFECTOS BIOLOGICOS DEL As 

Arsénico oraáinico 

Existen aún medicamentos que utilizan arsénico orgánico para el tratamiento de 
parasitosis. Los efectos iatrogénicos se han descrito principalmente a nivel del sistema 

nervioso central. Encefalopatias con un tasa de mortalidad del 62.S% fue observada en el 
1.5% de 1066 pacientes tratados con triparsamida para la tripanosomiasis; otro conocido 
ef'ecto del tratamiento era la atrofia del nervio óptico (Bencko. 1987; ATSD~ 1989). 

Efectos tóxicos a nivel del sistema nervioso han sido producidos en animales 

experimentales alimentados con dosis altas de ácido arsenilico~ el cual es usado como un 
aditivo en la alimentación de aves y cerdos. Los datos disponibles indican que Ja toxicidad 
del arsénico orgánico presente en los alimentos de origen marino es baja, y Jos datos acerca 
de la carcinogenicidad de los compuestos organoarsenicalcs son escasos (Bencko, 1987; 
Vllhter, 1988; ATSDR. 1989). 

Al"SEnico iaorgánico 

Los efectos tóxicos de la exposición a arsénico inorgánico en animales 
experimentales y en el hombre, se resumen en las figuras S y 6 (ATSDR. 1989). 

Ea la intoxicación aguda y subaguda con As inor8'nico se manifiestan sintomas a 
nivel de los sistemas respiratorio. sastrointestinal. cardiovascular. nervioso y 

hematopoyético. El As trivalente es más tóxico que el pentavalente. El As en aolución es 
mú tóxico que el As no disuelto. probablemente porque en solución se absorbe mejor 
(WHO, 1981). 

La lesión principal de una intoxic.ción -suda con As inorgánico es el dafto 
gaatrointestinal con vómito y diarrea. Otros aintom• incluyen calambres musculara, 
edema facial y anormalidades cardiacas. Los individuos que sobreviven a intoxicecion• 
aaudu, f"r-temente deaanollan problem- a nivel 11eDSOrial del Sistema Nervioso 
Perif"érico (WHO, 1981 ). 

Efectos subagudos a compuestos irritantes como el óxido de As (Jil) en el aire, 
incluyen dafto severo en las membranas mucosas del sistema respiratorio y de Ja piel 
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expuesta. Son :frecuentes las perforaciones del septo nasal, irritación intensa de la mucosa 

nasal, laringe, bronquios y canal auditivo. Estos síntomas pueden además acompañarse de 
conjuntivitis y dermatitis. El sistema hematopoyético sufre también efectos caracterizados 
por anemia y leucopenia (granulopenia) (WHO. 1981; Bencko, 1987). 

Exposiciones crónicas a niveles elevados de As inorgánico 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 

están bajo medicación prolongada con soluciones como la de Fowler. Otros sintomas 
dermatológicos incluyen hipo e hiperpigmentaciones, aunque las lesiones hiperqueratosas 

son raras entre los trabajadores de las f'undidoras (WHO. 1981; Bcncko. 1987; ATSD~ 
1989). 

Se han obseivado alteraciones en las f'unciones hepáticas. tanto en animales como 
en el hombre. debidas a exposiciones crónicas a arsénico inorgánico. Datos 

epidemiológicos y toxicológicos indican que el dafto hepático severo puede degenerar en 
cirrosis (Bencko. 1987). 

Debido a que el As inorgánico (As 111) tiene efecto sobre el sistema 
hematopoyético, ha sido utilizado durante mucho tiempo como un agente terapéutico para 

varias Cormas de leucemia. a menudo en dosis de varios mg/dia. En algunos estudios en 
animales tratados con arsénico se ha observado una resistencia disminuida a inCeccioncs 
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 inorgánico (Tseng y cols., 1968; Zaldlvar, 1974; Garcla Salcedó y col.. 1984). 
En nuestro país existen poblaciones rurales aisladas expuestas crónicamente a As 

inorgánico a través del agua de bebida. Esta exposición se ha asociado con una elevada 
prevalencia de alteraciones cutáneas y cáncer de la piel. aunada a af'ecciones vasculares 

periCéricas y otras lesiones que disminuyen la calidad y la esperanza de vida (Cebrilan y 
cols .• 1983; García Salcedo y cols .• 1984). Estudios similares realizados en Taiwán 

demostraron que el hidroarsenicismo no sólo se halla asociado a una mayor incidencia de 
cáncer de piel. sino que también Ja monalidad debida a cáncer de vejiga, riftón, pulmón,· 
hígado y colon se encuentra incrementada (Vahter, 1988). 
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NordstrOm y cols. (1978a.b y 1979~b) encuentran una elevación en la tasa de 
nacidos muertos y de abonos entre las mujeres que trabajaban o vivian cerca de fundidoras 
en Suecia. En Hungría. BOrzOnyi y cols.(1992) reponan datos similares cuando comparan 
la frecuencia de nacidos muertos y de abortos entre dos áreas con altos (0.17-0.33 mgll) y 

bajos (0.05-0.1 mg/l) niveles de As en el agua de bebida. 

Con la intención de dilucidar los mecanismos involucrados en la toxicidad del 
arsénico se han estudiado marcadores biológicos de genotoxicidad en poblaciones 
expuestas. Frecuencias elevadu de aberraciones cromosómicas y de intercambios de 
Q'Olllitidas hermanas se han observado en cultivos de linfocitos de penooas que han estado 
en contacto con et metaloide por ran>nes m~icas y laborales (BurgdofT y cola .• 1977; 

P- y cola .• 1977; Nordenson y cols., 1978, 1979; Wen y cols .• 1911). Sin embargo, 
tambim hay dato9 negativos (DurgdoC y cola., 1977; NordC1U10n y cols., 1979). La Agencia 
Amaicana de Protección Ambiental (EPA) ha conaiderado que estas evidencias poseen 
limitaciones de diversa lndole,. por lo que considera que los datos existentes acerca de la 
claatogenicidad y la mutagenicidad del As en seres humanos no son conc::luyentes (EPA,. 
1984). 

Los catudios realizados in vitro han demostrado que el anénico tiene actividad 
clastog"'1ica (Wan y cols., 1982) y comutagénica, es decir es capaz de d- al ADN y de 

-.anea.tar la capacidad mutaa;énica de una serie de compueatoa con activided pinotóxica 
comprobada, como la luz ultravioleta y el alquilante metil metano oulf"on81l> (Olali y 

Fujiwara. 19116; Li y Roasman, 1989). Induce amplificación génica - protánaa de ... -
(Welch. 1992). Inhibe la reparación del daflo inducido por la radiación ultravioleta o el 
metil metano oulfonato (Li y Roasman, 1989; Olcui y Fujiwara. 1986). 

La rel8ci6n entre 1- rormu y viu de expoaición de los organism.Oll • anénic:o,. y los 
.....-.. biológic:oa __,.a ella llCI eaquematizan en la figura 7. 
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CAPITULO IV 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Recientemente realizamos un estudio piloto en un grupo de J l habitantes de la 

Región Laguner' con el propósito de evaluar Ja utilidad de diversos indicadores biológicos 
en Ja detección del posible dallo genético producido por la exposición crónica a As 
(Ostrosky-Wegman y cols .• 1991). La f'recuencia de aberraciones cromosómicas y de 

intercambios de cromátidas hennanas f'ue similar en ambas poblaciones. aunque las 

aberraciones complejas (anilJos, translocaciones, dicéntricos. etc.) .fueron más frecuentes en 
el grupo expuesto. Un haUazgo importante de este trabajo f"ue Ja disminución en la cinética 
de proliferación celular en Jos cultivos de linf"ocitos de Jos individuos expuestos a arsénico. 
Estos resultados sugieren que la exposición a As altera la respuesta inmune celular en 

individuos expuestos, Jo que podría contribuir a explicar la mayor incidencia de cáncer de 
piel que se ha reportado en Ja Región Laguner11y ya que se ha comunicado que pacientes 
inmunosuprimidos desarrollan neoplasias similares en piel (WaJder y cols .• 1974; IARC. 

1992). 

La inhibición de la proJif"eración en cultivos de linfbcitos se utiliza para 
identificar sustancias y factores que modifican Ja respuesta inmune celular inducida por 
lectinas como la fitohemaglutinina (Orson y cols., 1989; Moller y cols. 1989; Me Carthy y 

cols .• 1990; Rodl y cols .• 1990). Además, existen datos que indican que la supresión o 

disminución crónica de Ja respuesta inmune por fármacos (sustancias quimicas) o por 
radiación, f'avorecen o se. hallan asociadas con la aparición de ciertos tipos de cáncer 
(Zbinden, 1989; Sneller y Swober, 1990; IARC, 1992). Esto sugiere que el estudio de la 
estimulac.ión y de la cinética de prolif'eración de linfocitos en individuos crónicamente 
expuesr.os. podrfa constituir un indicador de riesgo valioso para el monitoreo biológico de 
exposición a As y a otros contaminantea ambientales. 

El hidroarsenicismo en poblaciones humanas constituye un problema de salud que 
puede resolverse evitando el comumo de agua contaminad' o eliminando mediante 
dif"erentes técnicas de eJ<tracción. el As del agua de bebida mediante el empleo de 
dif"erentes estrategias (Cusim11110 y cols., 1992; Sancha y cols., 1992; Sastre y cola., 1992). 
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La exposición que se provoca por la producción y la utilización industrial del 

arsénico en la fundición de metales. la combustión de carbón mineral en las plantas de 
energía eléctrica o en las geotérmicas, la disposición de las cenizas de la combustión 
mineral, la producción y e inadecuada disposición de envases que contienen pesticidas y 

herbicidas ricos en arsénico,. resulta mucho mis dificil e improbable de remover. La 

identificación de marcadores tempranos de daño por la exposición a arsénico inorgánico en 
poblaciones humanas. resulta entonces. una herramienta importante para el monitoreo de 
dafto y la prevención del mismo. 

Otro elemento que hace relevante la investigación de marcadores en grupos 

humanos expuestos. es el que los modelos de exposición crónica a As en animales. se han 
encontrado con el escollo de que el metabolismo del arsénico es dif'erente en los animales y 
en el hombre (Tamm, 1979). 

Los hallazgos iniciales en esta población expuesta durante varios aftos y aun varias 
generaciones. a concenttaciones elevadas de arsénico, nos lleva a plantear la necesidad de 
profundizar en una muestta más amplia sobre el ef'ecto de la exposición crónica al arsénico 
en la frecuencia y tipo de aberraciones cromosómicas y en la cinética de proliferación de 
los linfocitos. Ello permitirla caracterizar con mayor certeza este último parámetro y 

discutir su utilidad como indicador temprano (marcador) de dafto citotóxico y en la 
detección de individuos en riesgo de desarrollar cáncer o padecimientos asociados a la 
supresión crónica del sistema inmune. 

HIPOTESIS GENERAL DE TRABA.10 

La capacidad citosúttica y gcnot6xica de las aaJes arsenic;:ales permiten poatular que 
la ex:posición crónica a arsénico a ttavés del agua de bebid' modifica la prolif'erwción 
estimulada con PHA. de los linfocitos en cultivo, e incrementa la frecuencia de 
aberraciones cromosómicas en este tejido. 
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011.JETIVO GENERAL DE TRABA.JO 

La evaluación de marcadores biológicos de citotoxicidad y de genotox.icidad. en individuos 
crónicamente expuestos a diferentes concentraciones de arsénico a través del agua de 
bebida en Ja Región Lagunera de México. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Determinar la posible utilidad de Ja cinética de proliferación de linf'ocitos como marcador 
del dallo inmunológico producido por Ja exposición a arsénico. 

2. Eatimar Ja caraa corporal de arsénico y sus metabolitos en Jos individuos estudiados. 
empleando como parámetros las concentraciones de arsénico en sangre y orina. 

3. DeterminU' las relaciones existentes entre la carga corporal de arsénico de los individuos 
estudiados. los parámetros de citotoxicidad evaluados y los ef'"ectos en la salud de los 
marcadores biológicos estudiados. 

4. Evaluar la Ccecuencia de aberraciones cromosómicas estructurales en cultivos de li.nf'ocitos 
de los miamos individuos para correlacionarlos con la exJJ09ición y con Jos parámetros de 
citotoxicidad. 

S. Invatigar loa ef'ectos de anenito. arseniato sobre las distintas Cases de la ._pueda 

mitoaénica de Jos linf"ocitos~ como son la sfntesis de ADN y la mitoaia en cultivos de 
donadores no expuestos. 
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MATERIAL Y METODOS 

Marcadores de citotoxicidad 

Se tomaron como criterios de citotoxicidad al indice de marcaje (Il\1C). índice 

mitótico {INJ). y a la cinética de proliCeración (CPC) medida como la proporción de 
primeras. segundas y terceras divisiones a dif'erentes _horas de cultivo y al indice de 
replicación (IR.= %primeras+2 x % segundas+3 x % terceras/100) (Ivett y Tice. 1982). 

Marcadores de aenotoidcidad 

Se evaluó la frecuencia de aberraciones cromosómicas esttucturales en metafases de 
primera división in vitre. Las metafases evaluadas tenian como mínimo 45 centrómeros. 
Las aberraciones estructurales se clasificaron en rompimientos cromatidicos o 
isocromatídicos y en rearreglos cromatidicos o cromosómicos de acuerdo a los criterios del 
WHO(l985). 

Eatudio poblacional 

El estudio poblacionaJ f'ue precedido por Ja caracterización de los parámetros 
demogrtiicos y socioeconómicos de las poblaciones a estudiar (Ostrosky-Wegm.an y cols., 
1991). 

l11divüblos a ~'"'"'" Se eligieron dos poblados rurales de la Comarca Lagunera: los 
habitantes de Santa Ana Coah. se consideraron como los individuos expuestos, ya que la 
concentración de arsénico en el agua de bebida ha sido superior a los 0.300 mgll durante 
los últimos 8 aftos (Del Razo y cola .• 1990). Una muestra de habitantes de Nazareno Dgo. 
fueron escogidos como Ja población testigo. ya que durante los últimos dos aftos los niveles 
de As en el agua han oscilado entre 0.019 y 0.026 mg/I (Del Razo y cols .• 1990). Se 
estudiaron 30 individuos del poblado expuesto (la mitad aproximadamente tenia signos 
cutáneos· de hidroarsenicismo crónico) y 30 del poblado testigo. Se eliitieron 
preferentemente individuos de 20 a 60 años de edad. Se elaboraron historias cUnicas, 
especialmente sobre los aspectos dermatológicos, al interrogarlos mediante cuestionarios 
que incluían antecedentes ocupacionales, tabaquismo. alcoholismo, tipo de dieta, 
condiciones socioeconómicas, etc., así como el tiempo de residencia en el lugar. 
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Criterio.~ de i11clu.dón .v e.xcl11siún. Se consideraron Jos siguientes criterios de inclusión: i) 

Ser mayor de 20 años. ii) Haber vivido por Jo menos JO ailos en su respectivo poblado. 

Los criterios de exclusión fueron los siguientes: i) Antecedentes de exposición reciente y 

directa a plaguicidas. feniHzantes y medicamentos honnonales durante los últimos 3 meses; 
ii) Ingestión de bebidas alcohólicas durante los últimos S dias o que sufrieran de 
alcoholismo crónico. iii) Individuos que estuvieran bajo tratamiento medicamentoso. 

To.,. de ,,,.estnu. Las muestras de sangre se obtuvieron por venopunción en las primeras 

horas del día. f"ueron codificadas y transportadas inmediatamente por via aérea al 
laboratorio. para iniciar los cultivos de linrocitos. Al mismo tiempo se recolectaron 
muestras de la primera emisión de orina por Ja maftana. las cuaJes se depositaron en frascos 
de plástico inene previamente lavados con ácido nítrico aJ l 0% en agua y enjuagados con 

agua bidcstilada y desionizada. Se tomaron al azar cuatro muestras de agua en hogares de 
los dos poblados. para certificar los niveles de As. El muestreo de agua no se hizo más 
extensivo pues la Cuente de este líquido es única para cada poblado. 

Est.4Joa lle ello y 6oaolaJcicid11d. Los cultivos de linfbcitos se hicieron de la siguiente 
manera: se colocaron 0.5 mi de.sangre perif'érica en medio RPMI 1640 suplementado con 
L-glutamina y aminoácidos no esenciales. La proliCeración de los linf'ocitos se estimuló 
mediante el agregado de 0.2 mi de Ja Jectina fitohemaglutinina (PHA). Microlab, México. 

Lote N° 197 y después de 24 horas de iniciados los cultivos. ae agregó el análogo de base 

bromodesoxiuridina (BrdU) SIGMA. U.S.A .• a una concentración f"mal de 32 11M. para 
poder detectar las células en f'ase de síntesis de ADN (inducida por el mitógeno) y la 
cin~ca de prolif'eración. (excepto Jos cultivos de 36 h). La cosecha se realizó 

centrif'ugando los cultivos para extraer el medio de cultivo. a 800 x g durante to•. el botón 
celular se colocó durante 15-20' en S mi de solución hipotónica de KCI 0.075 M para 

provocar la dispersión de los cromosomas. después de lo cual se la exuajo. también por 
centrüusación y las células se fijaron eo 3 cambios de fijador. metanol-ácido aCético 
glacial (3: 1). Las células fueron goteadas en laminillas y secadas a la flama. 

El material depositado en las laminillas fue teñ.ido para su análisis al microscopio. 
En el cuo 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. 
con la técnica de fluorescencia más Giemsa (Peny y Wolff. l 974). 

1 

1 
/ 
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Dado que el contenido celular en 0.5 ml de sangre puede variar de individuo a 

individuo. se realizó un conteo de leucocitos en cámara de Neubauer y un conteo 
diferencial para cuantificar el número total de linfocitos por cultivo, para cada individuo. 

De esta manera se pueden relacionar los parámetros de citotoxicidad, con el número de 

células por cultivo. Las células se cosecharon a 36, 48, 60 y 72 horas. después de agregar 
0.2 mt de colcemid (Microlab) dos horas antes 

lllllice lle Marcaje: Se contó la proporción de células marcadas en un total de 2500 

núcleos. lo cual constituye el Indice de Marcaje (IMC). 

Indice Mitótico: Se determinó calculando la proporción de núcleos en metafase de un 

total de 2000 núcleos consecutivos. 

Cirahica de proliferación: Para evaluar la cinética de proliferación se determinó la 

proporción 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 estimó el 

Indice de replicación IR. 

El IldC revela la proporción de linfocitos que han incorporado el análogo BrdU a 

las 36 horas de cultivo. periodo en el que se asume las células se encuentran en las f"ases S 
o G 2 del primer ciclo celular. El IM establece la proporción de núcleos que se encuentran 

en metaf"ase mientras que el IR estima la cinética de la prolif"cración,, su valor mínimo es 1 
(sólo primeras divisiones) y el máximo es 3 (sólo terceras divisiones) . 

.A.6erracio11es cro""1Márnicas: El análisis de aberraciones cromosómicas se realizó en 100 

metafases consecutivas de primera división. Todas con 45 o más centrómcros. El daño 

cromosótnico se clasificó como: brechas cromatidicas o cromos6micas. rompimientos 
cromatldicos o cromosómicos. e intercambios cromatidicos (cuadrirradiales y trirradiales) o 

crumosómicos (dicéntricos. anillos. translocaciones) (Ostrosky-Wegman y cols .• 1991) 

~11aciá11 flte anéllico en 1"Meslra de songre. orina y ª6"'ª· Para la determinación de 
ex.posición, se cuantificó el arsénico presente en la orina y en el plasma. Ella se llevó a 

cabo en el Laboratorio de.Toxicología del CINVESTAV. Brevemente. las muestras f"ueron 
digeridas de acuerdo con el método de Cox (1980) y se determinaron por absorción 
atómica a través de la generación d_e hidruros. El arsénico inorgánico y las f"onnas _ 

metiladas se cuantificaron por la técnica de Foa ( 1984). Las muestras se analizaron contra 
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estándares de referencia de orina para metales tóxicos (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 111) y arseniato (As V) de Na se 
hizo de dos fonnas diferentes: cuando estos estaban proliferando activamente y cuando se 
encontraban en fase G 0 -G1• Para el primer caso, el lote de cultivos se trataron a las 48 horas 
de incubación. cosechá.ndose 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 cultivos se 
cosecharon a las 72 horas de iniciados. 

Las concentraciones de arsenito y arseniato utilizadas fueron t o-7. 1 o-8 y t o-9 M, 
(similares a las encontradas en et plasma de los individuos expuestos). 

Las laminillas codificadas se tifieron mediante la tinci6n de FPG para su posterior 
anilisis al microscopio. Los parámetros de proliCeración utilizados en este caso fueron el 
indice mitótico y las proporciones de Ml,. M2 y M3, con las que se calculó el indice de 
replicación. 

A.uflúis eJqJlonlllorio de los dlrlos obteNidos. Se utilizaron pruebas de correlación lineal 
enttc los distintos marcadora esmdiados. Para las pruebas de hipótesis en el caso de las 
variables: concentración de As en orina y de sangre, IMC, IM,. IR y f'recuencia de 
aberraciones, ac utilizó la prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney. primero de una 
sola cola y luego de dos colas para probar el alcance de la significancia. La prueba de 
Kruskall-Wallis se utilizó para el análisis de varianza (ANOVA) y la comparación múltiple 
no paramétrica de Dunn para diferenciar medias (Zar, 1984.) 



CAPITULO V 

RESULTADOS 

Marcadores de esposición: 

Arsénico en muestras de agua., aangre y orina 

Las muestras de agua de Santa Ana revelaron un promedio de 0.412 mg/I con una 
desviación estándar de 0.016, en tanto que las de Nazareno promediaron 0.037 mg/l con un 
desviación estándar de O.O 18 (Tabla 3a). Como punto de comparación para estos valores 
podemos mencionar que la norma internacional para el Jimite supeFior de arsénico 

inorgánico en el agua potable era de O.OSO mg/l hasta 1993 1 cuando la Organización 
Mundial de la Salud recomendó reducirla a 0.010 mgll (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 µgil y de 34:: 
27.3 µgil para testigos y expuestos, respectivamente. En orinas se encontró un promedio de 
36 ± 36 µgil de arsénico total, en los individuos testigos y de 758.4 ± 364.0 µgil en los 
expuestos. La dif"erencia entre antbos grupos no f"ue significativa en el caso de la muestras 
de sangre, pero si para las muestras de orina. Estos resultados se presentan en la tabla Ja, 
junto con otros parám.etros de la poblaciones estudiadas como son la edad y el tiempo de 
residencia de los individuos estudiados. No hubo diferencias significativas entre estos 
panímetros poblacionalcs (U de Mann-Whitney de dos colas, p>0.05), mientras que la 
misma prueba mostró significancia (p<0.01) para los marcadores de exposición (arsénico 
en muestras de agua y de orina). En las tablas 3b y c se presenta el cálculo de la exposición 
ponderada a As por tiempo de residencia, para expuestos y testigos respectivamente. Esta 

variable ae calculó mult.iplicando la concentración promedio de As en el agua de bebida por 
el tiempo de residencia (Garcia Varg~. 1994), se puede observar que los individuos 
expuestos se estuvieron en su casi totalidad por encima de los 5999 µg As/I x aftos. 

Marcadora de citotos.iddad 

Los individuos expuestos tuvieron, como grupo, una mayor proporción de linfbcitos 

que Jos indi.viduos testigos. ~.º~ ,:-us muestras de sangre, sin embargo cuando los datos se 
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analizaron tomando en cuenta el sexo de Jos donadores, la diferencia f'ue significativa sólo 

entre las mujeres (Tablas 4a.. b y c). 

Los J:fvfC enue testigos y eKpuestos no f"ueron significativamente dif'erentes (Tablas 

Sa,, b y e). sin embargo cuando Jos datos de los individuos expuestos se correlacionaron con 

la presencia o ausencia de lesiones de piel se encontró que los IMC de Jos individuos con 
lesiones de piel. fueron significativamente menores que en los individuos sin lesiones de 

piel. Las lesiones se presentaron en individuos mayores de 28 aftas con más de l O aflos de 
residencia en Santa Ana. Para estudiar el efecto de Ja edad y del tiempo de residencia sobre 

este parámetro,, se compararon mediante un análisis de varianza de Kt'uskall-Wallis las 
edades y Jos tiempos de residencia de los individuos. hombres y mujeres con y sin lesiones 

de piel; Ja ANOVA fue significativa para Jos tiempos de residencia. pero no para las 

edades). Un análisis de comparaciones múltiples, no paramétrico, de Dunn (Zar. 1984) 

mosteó significancia (p<0.05) entre Jos tiempos de residencia de las mujeres pero no entre 

la de los hombres (Tabla Se). 

Los indices mitóticos obtenidos a las distintas horas de cultivo se presentan en las 

tablas 6' b y c. No se notaron dif'erencias significativas entce expuestos y testigos a 48 y 

60 horas de cultivo (U de Mann-Whitney, p>O.OS). Los individuos expuestos mostraron 

una elevación significativa del 11\.f en los cultivos cosechados a las 72 h (p<O.O J; Tabla 6c). 

Hombres y mujeres con lesiones de piel mostraron menores indices mitóticos a las 48 
horu. manteniendo Ju mujeres esta tendencia también a las 60 horas. invirtiéndose en Jos 

cultivos a 72 horas. En los hombres esta dil"ecencia desaparece o se invierte entre las 60 y 

72 horas. 

Los ™ de meta.f"ases en primera división en Jos cultivos de 48 horas se 
correlacionaron con los IMC obtenidos en los cultivos de 36 horas. Los indices 

provenientes de Jos individuos testigos se relacionaron linealmente como se puede observar 
en Ja C'QJUJ'11 8. La ecuación de Ja recta que describe esta relación es: Y = 0.022 + 0.44 X; 

siendo eJ coeficiertte de correlación r=0.8579 con una p<0.0001. La relación entre ambos 
par6metros en el caso de Jos indiyiduos expuestos no Cue lineal (Y = 0.56 + 0.2 X; 
r=0.4419; p--0.0210). Ambas pendientes fueron significativamente düerentes. 

~, 

Los indices de replicación obtenidos en Jos cultivos testigos y expuestos f"ueron 

significativamente distintos en las tres horas de cultivo (Tablas ?a. b y e). Cuando se tomó 
en consideración la presencia de lesiones de piel, sólo a 48 horas Jas mujeres con lesiones 

1 
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mostraron una reducción. Las diferencias encontradas en el grupo expuesto f'ueron debidas 

a los menores índices de replicación obtenidos en las mujeres y en los hombres sin lesiones, 
según el análisis de varianza de Kruskall-WaJHs. Se linealizaron los indices de replicación 

de hombres y mujeres testigos y expuestos, con respecto a las diversas horas de cultivo en 

que f'ueron evaluados (Fig. 9). De esta manera es posible calcular el tiempo de 
prolif"eración para varios valores de Y. Por ejemplo, es posible calcular el tiempo de 
prolif'eración para cuando Y = 1. es decir cuando teóricamente todas las células serian Mt. 
El valo_r, de X (tiempo de prolif'eración) para Y = J. f'ue de 46.23 horas para Jos expuestos y 

de 44.87 horas para los testigos. Como la BrdU se agregó a las 24 horas de iniciados Jos 
cultivos, podemos sustraerlas de los valores obtenidos. De esta manera para un l.R. de 1. el 

tiempo de prolif"eración promedio seria de 22.23 horas para los expuestos y de 20.87 para 
los testigos. mientras que para un l.R. de 2. el cálculo da 54.20 y 47.17 horas para 

expuestos y testigos respectivamente. 

Los IM y los IR obtenidos en las distintas horas de cultivo se correlacionaron 

positivamente en testigos y expuestos. como se puede observar en la figura 1 O. El 
coeficiente de correlación para Jos testigos f"ue de r=0.57. p<0.0001 y para Jos expuestOs 
r=O. 7392. p<0.001. Ambas correlaciones resultaron ser significativamente dif"erentes 

cuando se les aplicó una prueba de "t" de Student de una sola cola. con una p<0.05. 

La cantidad de linCocitos en cada muestra no se correlacionó lineannente con los 
indices de marcaje. mitótico y de replicación. Los m..tc. IM e IR no se correlacionaron 

lineann.ente con la c:onceotración urinaria y plasm•tica de As o la edad de Jos individuos o 
el tiempo de residencia o la exposición ponderada. 

Cuando los mismos marcadores se agruparon _de acuerdo a Jos siguientes intervalos 
de -posición ponderada: <5999 µg AsfJ•aftos, 6000-12000 µg As/l•aftos y >12001 µg 

As!J•aftos. se obtienen los datos que se presentan en la tabla 8. Los tres indices de 
eatimulacióa y proliferación celular fueron mayores (con la excepción del IM a 72 b) en los 
individuos con Exposición Ponderada <6000 µg AslJ•aftos. Esta diferencia Cue significativa 

para los indices de replicación." 
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Resultados de los experimentos "in vilroº 

En los experimentos realizados "in vitro" se demostró que la presencia o el 

tratamiento de Jos linf'ocitos con sales arsenicales en concentraciones similares a las 
reponadas en Jos individuos expuestos, inhibe su estimulación y su proliferación. Esta 

inhibición es mayor cuando el tratamiento es más prolongado (Tabla 9) y cuando el 

tratamiento se hace en ausencia del estimulo mitogénico. Cuando los linf'ocitos se 
encuentran proliferando también ocurre una inhibición de su cinética, relacionada con la 
dosis empleada (Fig. 1 l). como se puede observar en la disminución de los indices de 

replicación y mitótico (Tabla 1 O~ Fig. 1 J ). 

Marcadores de seaotosicidad 

La frecuencia y Jos tipos de aberraciones cromosómicas de las poblaciones 

estudiadas se presentan en las tablas 11 y 12. Los individuos expuestos presentaron un 
porcentaje mayor de aberraciones de tipo cromatfdico e isocromatfdico que los individuos 
testigos. Asimismo el porcentaje de células con aberraciones en la población expuesta se 

encontró aumentada. No se halló correlación lineal entre el porcentaje de células con 

aberiaciones y la edad o el tiempo de residencia. ni tampoco con la presencia de lesiones de 
piel. Con respecto a la Exposición Ponderada. los individuos con >6000 µg As/l*años 

presentan una frecuencia de aberraciones mayor del doble de la encontrada en Jos 
individuos con menos de 6000 µg As/l*aflos (Tabla 8). 3 de los individuos expuestos 

habfan sido estudiados anteriormente como se muestra en Ja tabla 11 ~ observándose que el 
tipo y la frecuencia de aberraciones encontradas en este segun~o estudio. realizado 4 aftos 

después~ no difieren. 

Se analizó Ja cinética de proliferación con respecto al dan.o cromosómico 

obaervado. En los individuos tC3tigos no se manifestó una relación lineal de dependencia 
entre la cinética y el dallo (r=0.209, p=0.3), sin embargo en el caso de los individuos 

expuestos se obsctVó que el IR. asi como el porcentaje de MI a 72 ha.(porcentaje de células 
que completan su primera división tardíamente), se correlacionaron linealmente con el 
porcentaje total de aberraciones, siendo sus coeficientes r= -0.432. p=0.02 y r=0.632. 

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

La exposición crónica al As a través del agua de bebida, modifica la respuesta de 
prolif'eración inducida por PHA. en los linfocitos circulantes e induce daf'io cromosómico 
en estas células. 

La PHA inicia una serie de eventos y procesos celulares similares a los que 
ocurTen durante la respuesta inmune iniciada por los linfocitos T ayudadores (Klaus y 
Hawrylowicz. 1984). Estos son activados por la presencia de antígeno(s) foráneo(s) y de 

interleucina 1, y comienzan a sintetizar interleucina 2 y receptores para interleucina 2, 
eventos indispensables para la progresión de las fases G 0-G1 a la de sintesis de ADN (f"ase 

S). Algunos linfocitos pueden entrar a S 20 horas después de la estimulación y otros 
tardarse hasta 72 horas (Klaus y Hawrylowicz,, 1984; Kovanen y KnuutHa. 1989). Los 

individuos expuestos presentaron un mayor número de linfocitos circulantes 
(particularmente las mujeres) y una menor proporción de células en fase S después de 36 

horas de estimulación con PHA (Tabla Se). A las 48 y 60 horas la proporción de células 
en metafase también fue menor (Tabla 6c). El ttatamiento in vitro de lin:focitos con 

concenttaciones de arsenito y arseniato similares a las encontradas en el plasma de los 
individuos expuestos. produjo una inhibición del nw:. siendo ésta mayor cuando el 

tratamiento se realizó antes de iniciar los cultivos. en la fase en que se encontraban en la 

circulación sanguinca. Estas observaciones indican que la exposición a As inhibe o 
retarda la activación inducida por la PHA. Este ef'ecto es mis pronunciado en los 

individuos expuestos que presentan iesioncs de piel (Tabla Se). las que constituyen un 
sfnto,ma clinico de intoxicación por arsénico (Goyer, 1991). 

El análisis de la cinética de proliferación demostró que los cultivos de Jos 
individuos expuestos y loa cultivos tratados in vitro presentaron Indices ~e replicación 

menores que los testigos. Esta dif'erencia f\Je mayor en las mujeres expuestas y corrobora 
los datos obtenidos en observaciones previas realizadas en un estudio piloto. En este 

grupo de 9 mujeres y 2 hombres de Ja misma población, se eoconttó una cinética de 
prolif"eración más lenta (Ostroslcy-Wegman y cols., 1991). 

En individuos no expuestos Anderson (l 988) describió que la transformación 
blastogénica inducida por PHA era mayor en mujeres que en hombres. También se han 

reportado diferencias genéricas a nivel de Ja respuesta inmune en varias especies de ratón 
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(Huber y cols., 1981; Rifltind y Frey, 1972; Ritkind, 1972; Anderson y Hanson, 1974), 

mientras que los machos son menos susceptibles a desarrollar enf'ermedades 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 castración 
(Chiodi, H .• 1976), Jo cual sugiere que las hormonas sexuales pueden estar modulando la 
r~puesta de los linfocitos, lo que permitiría exptiCar las diferencias observadas en este 
estudio cuando agrupamos Jos datos por sexo. 

El ciclo celular progresa de la fase S a la Case M para generar dos células hijas; se 
esperarla que una proporción de las células que se encuentren en s. lleguen a M en el 
periodo comprendido entre las 36 y 48 horas de cultivo, de tal manera que la correlación 
entre 1011 IMC.y los IM" de las MI a 48 horas de cultivo fuera lineal .. tal como se observa 
en los individuos testigo (Fig. 7a). La falta de una correlación lineal entre estas f'ases 

como observ8.11loa en los expuestos. puede deberse a una prolongación en Ja duración de 

las fases S+G2 por diferentes razones. como la muene celular. la inhibición o 
alargamiento de Ja slntesis replicadora debido a actividades de reparación del ADN 

(Petres y cols .• 1977; Li y Rossman, 1989). Otta explicación para estos resultados seria la 
presencia. en la sangre de los individuos expuestos. de poblaciones Jinfocitarias que 

respondan más tardiamente al estimulo de la Pf!A (Kovanen y Knuutila,. 1989; Bums y 
Munson. 1993). Resulta interesante destacar que Tice (1994) observó una eritropoyesis 

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

Las aberraciones cromosómic::as más frecuentes entre los individuos expuestos 
fueron Jos rompimientos de tipo cromatidico e isocromatidico. Nordenson y Beclcman 

(1978) describieron daftos similares en trabajadores de fundidoras., no encontrando como 

en este estudio. correlación con los niveles de As en orina. Los rompimientos 
cromatfdicos e isocromatfdicos constituyen aberraciones asociadas con la exposición 
crónica a mu1'genos qulmicos (Al-Sabti y cols.. 1992). aunque en nuestro caso la· 

frecuencia y tipo de dallo no se pudo correlacionar lincarmente con el tiempo de 
residencia. es decir con el tiempo de exposición~ los individuos con mayor exposición 

ponderada Cueron los mostraron mayor dafl.o genotóxico. En los hombres expuestos se 
observó una Crecuencia de aberraciones mayor que en las mujeres., Chen (1990) opina que 
los hombres beben más agua que larmujeres lo que podría explicar esta diferencia. El 

arsenito y el arseniato inducen in vitro rompimientos de tipo cromosómicos e 
isocromatídicos principalmente (Vega y cols, 1994). El mecanismo por el cual se produce 

este tipo de dallo S dependiente (WHO. 1985). no está claro.Una hipótesis atractiva para 
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explicar su origen es que la exposición inhibe la reparación del daño inducido por el 
arsénico o por otros clastógenos. Ti ce y cols.( 1994) encuentran que linfocitos de ratones 
tratados con As 3• exhiben en la electroforesis unicelular, un patrón de migración de 
ADN compatible con la presencia de enlaces cruzados a nivel de la cadena de ADN. Si la 
replicación y la reparación de la doble hélice está inhibida a nivel de los enlaces 
cruzados, o de otro tipo de daño (Li y Rossman, 1989; Yager y cols, 1993) la cadena 
perderla continuidad, lo que podría originar los rompimientos a nivel de las cromátidas 
que observamos con gran frecuencia en la población expuesta. 

De acuerdo con las evidencias arriba mencionadas et As tiene capacidad para 
actuar como clastógeno y como co-clastógeno inhibiendo enzimas de reparación, y/o 
uniéndose al glutatión inttacelular(Scott y cols., 1994), disminuyendo de esta manera la 
capacidad de las células para neutralizar otros radicales libres. 

El porcentaje total de aberraciones se enconuó directamente relacionado con el 
porcentaje de M 1 a las 72 horas de cultivo. e inversamente relacionado con el indice de 
replicación. Se sabe que las células Uatadas con clast6genos alargan su ciclo (Dutrillaux y 

cols.,. 1985; Morimoto y cols., 1985; Galloway, 1994),. sin embargo el valor de los 
coeficientes de correlación obtenidos en este estudio indican que solamente una parte del 
rettaso en la proliferación podrla ser explicada por el dafto cromosómico. Es necesario 
resaltar también que los mecanismos por los cuales se inducen las aberraciones son 
complejos. algunos de los cuales no necesariamente retrasarían la proliferación 
(Galloway. 1994). 

La incidencia de los diversos tipos de cáncer asociados con la exposición a As,. es 
distinto entre hombres y mujeres (Chen y cols., 1985; Bates y cols., 1992). Quedarla por 
investigar ai las diferencias entre los dos sexos con respecto a la proliferación celular y a 
las aberraciones cromosómicas estructurales, puede asociarse con este fenómeno. La 
proliferación celular en las mujeres expuestas resultó mis afectada que en los hombres, 
independí~temente de que tuvicfB:D lesiones en la piel. presentando además una menor 
fcccuencia de aberraciones cromosómicas. Cuando los marcadores de efecto se agruparon 
de acuerdo a la exposición ponderada (Tabla 8) se evidenció que los parámetros de 
proliferación disminuyeron al aumentar la exposición. prolongándose el ciclo de 
proliferación del linfocito y se elevó la frecuencia de aberraciones cromosómicas asi 
como la presencia de lesiones en la piel. 
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Sikorski (1989) tlescribe que el arsenuro de galio (GaAs) suprime varias 
funciones inmunes mediadas por los linfocitos T como la respuesta en cultivos mixtos de 
linfocitos9 la respuestas de hipersensibilidad retardada y la T citotóxica en ratones. Burns 
y Munson (1993) encontraron que el GaAs administrado como suspensión intratraqueal a 
ratones, deprimía el número de linfocitos CD4+ y la proliferación inducida por PHA y 

otros antígenos, de manera similar a lo observado en este trabajo. Los autores sugieren 
que la exposición induce una alteración en la expresión de moléculas en la superficie 
celular, criticas para las interacciones bioquímicas y fisiológicas de ta reacción inmune. 
El aumento en la proporción de leucocitos y linfocitos encontrada en los individuos 
expuestos puede· representar una estrategia del organismo para compensar la disminución 
en la eficiencia de la respuesta celular crónicamente disminuida, de manera similar al 
aumento en el número de eritrocitos que se observa exposición a bajas presiones parciales 
de oxigeno. Algunas lesiones de hiperqueratosis se malignizan (Chen y Lin. 1994). Los 
individuos con este tipo de lesiones presentaron una respuesta inmune abatida, esta 
condición facilitarlan la aparición de células cancerosas al disminuir el monitoreo celular 
que realizan los linfocitos. La asociación de estos dos marcadores puede indicar un riesgo 
mayor de cáncer que la presencia de uno solo. 

La genotoxicidad de una exposición resulta desde el punto de vista preventivo. 
una seftal clara para la evaluación del riesgo. Sin embargo estudios epidemiológicos 
recientes demuestran que la incidencia de cáncer y de numerosas enfermedades entre las 
que ae encuentran las autoinmunes es más elevada cuando el sistema inmune se halla 
comprometido (IARC. 1992; NC~ 1992). Un sistema inmune subclinicamente 
disminuido por periodos prologados como ocurriría en el caso de tas exposiciones 
crónicas. aumenta el riesgo de contraer enfermedades infectocontagiosas en la población 
expues1' lo que disminuye la calidad de vida y aumenta et gasto en salud (NC~ 1992). 

El plomo, el arsénico. el mctil mercurio y el calcio producen cambios 
inmunológicos en animales de laboratorio (Jaremin. 1983; NC~ 1992). Existe una gran 
cantidad de datos experimentales acerca de las propiedades inmunosupresivas de los 
metales, sua sales inorgánicas y co~ponentes organometálicos (Koller. 1980); por ello 
pensamos que el monitoreo de poblaciones con exposición a estos elementos deberla 
tomar en cuenta marcadores de citotoxicidad y de proliferación celular. Esta 
consideración resulta de particular importancia cuando el tejido sustituto en donde se 
evalúan los marcadores de efectos tempranos resulta ser el tejido linfoide. 
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CONCLUSIONES 

Los linfocitos circulantes de individuos expuestos crónicamente a niveles 
promedio de As inorgánico en el agua de bebida de 400 f.lg/J, muestran una respuesta 

proliferante alterada en comparación con Ja obtenida en individuos no expuestos. Esta 
alteración es más evidente cuando los individuos expuestos son mujeres y cuando 

presentan lesiones de piel. 

La exposición resulta genotóxiCa. el dallo cromosómico más abundante lo 
representaron los rompimientos de tipo cromatídico. Los hombres resultaron más 
aCectados que las mujeres. La genotoxicidad no se encontró asociada a factores como la 
edad o el tiempo de exposición, pero si al indice de repHcación. Estos parámetros se 
hallan inversamente relacionados en Jos individuos expuestos, siendo el coeficiente de 

4;0rrelación r=0.503. 

Los parámetros de prolif"eración celular como el indice de marcaje, indice 
mitótico e indice de replicación obtenidos en cultivos de linfocitos. sufrieron cambios. 

evidencia que los convierte en marcadores útiles de toxicidad celular. en el monitoreo de 

individuos expuestos. 



52 

PERSPECTIVAS 

Los estudios poblacionales y los modelos de laboratorio (Sikorsky y cols, 1989; 
Ostrosky-Wegman y cols, 1991; Gonsebatt y cols., 1994) indican que los compuestos 
arsenicales presentan actividad inmunotóxic~ por lo que el reproducir en modelos de 

laboratorio condiciones de exposición crónica similares a las de Comarca Lagunera, en 
los que se puedan estudiar los parámetros de proliferación celular investigados en la 

población expucst~ y correlacionarlos con pruebas inmunológicas que permitan 
caracterizar el nivel de inmunosupresión inducida por la exposición a As (y a otros 

metales de actividad similar). pennitida no solo estudiar detalladamente estos efectos 
sino también la posibilidad de implementar pruebas de inmunotoxicologia para utilizarlas 
en el monitoreo de poblaciones expuestas. 

Dadas las características del metabolismo y acumulación del arsénico> que 
involucra a varios tejidos y sistemas de órganos~ resulta importante determinar que otros 
biomarcadores de eCectos tempranos poddan utilizarse en Ja estimación de riesgo. 
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TABLA Ja. EXPOSICION PONDERADA EN TESTIGOS 

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

00236 36/M 36 NO 1320.6 
811629 37/M 37 NO 13160 8 
96887 311/M 38 NO 1357,8 
62111 39/M 39 NO llSJ.2 
34833 39/M NO 14500 8 
12479 43/M 22 NO 81&.4 
46614 45/M 45 NO 1488 
50948 46/M 36 NO 1339.2 
13428 45/M 45 NO 1655.4 
17918 47/M 47 NO 1748.4 
29881 52/M 52 NO 1934,4 
60609 64/M 64 NO 23800 8 
53342 221F 22 NO 781.2 
83091 24/F 24 NO 892.B 
93758 26/F 26 NO 967,2 
17676 211/P 28 NO 1041,6 
557114 321F 32 NO 1190,4 
78258 33/F 10 NO 372 
87894 34/F 34 NO 12640 8 
63700 34/F 34 NO 1264,B 
331151 36/F 36 NO 1339,2 
37231 35/F 20 NO 744 
67879 39/F 39 NO 1450,B 
99547 40/F 40 NO 1469,4 
01412 44/F 43 NO 16111,2 
62880 44/F 44 NO 16360 8 
89964 45/F 23 NO ll!!li.5,6 
42626 45/F 44 NO 1636,8 
44105 621F 62 NO 2306.4 
89380 41/F o NO 
94211 29/F o NO 

A.DE RES.: afio• de residencia. 



TABLA 3b. EXPOSICION PONDERADA EN EXPUESTOS 

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

13463 28/M to 1,4 4000 
94771 321M 32 NO 12800 
67079 321M 28 NO 11200 
22554 34/M 34 NO 13600 
05999 38/M 38 2,3 14400 
421166 38/M 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 
66192 421M 19 2.3.4,5 7600 
15345 43/M 43 NO 17000 
115436 44/M 17 1.2.3,4,6 6600 
58212 46/M 46 NO 17800 
39765 49/M 49 2,3 19600 
67312 68/M 65 2,3,4 19200 
54463 24/F 3 NO 1200 
&1619 27/F 27 NO 10800 
13851 28/F 28 NO 11200 
82627 29/F 13 NO 5200 
01432 30/F 15 NO 6000 
6597& 31/F 15 NO 6000 
05437 33/F 33 4 13200 
63116 33/F 9 NO 3600 
39220 35/F 7 NO 2800 
82995 37/F 20 NO 8000 
06468 38/F 20 NO 8000 
00015 42/F 42 • 16800 
16777 42/F 42 2,3,4 16800 
2-5 43/F 26 NO 10400 
84318 44/F 44 • 17600 
97017 47/F 47 NO 18800 
47361 47/F 30 NO 12000 
39693 66/F 36 4 14400 

A- DE RES.: afta• do l'Clddmda 
~dclul-dcpicl: 
1: ............ 2: blpoc:n>- 3: blpcn:nnniu,4: ~-
palmoplmllw, 5: bipcn¡ucratost. pmpular, 6: cucmo• c:ut4ncos. 



Tabla 3c. Edad. aftas de residencia y marcadores de exposición. 

Testigos Expuestos 

Edad Prom. 
llflos±DS 40.6± 10.6 39.0± 9.7" 
ransa (22-64) (24-68) 

Prom. aft.os 
de 

residencia :::t: DS 35.8 ± 11.1 30.6 ± 13.7ª 
rango (10-52) (3-65) 

As 
Total en sangre 
pg/L±DS 17.6± 16.9 34.0±27.3ª 

As 
· Total en orinas 

758.4 ± 364.o• pg/L±DS 36.7±36.7 

As 
Total en muestras 

demgua 
pii/L±DS 37.2± 18 412.0± 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 

COOIOO CEL.x lOr' EDAD/ A.DE LES.DE 
LINFOC. LEUCOC. SEXO RES. PIEL 

00236 2.340 7.80 36/M 36 NO 
88629 2.095 6.35 37/M 37 NO 
96887 2.496 7.80 38/M 38 NO 
62111 1.984 6.40 39/M 39 NO 
34833 2.262 4.10 39/M NO 
12479 3.570 8.50 43/M 22 NO 
46614 l.SSO 6.20 45/M 45 NO 
50948 2.332 5.30 46/M 36 NO 
13428 l.040 3.25 45/M 45 NO 
17918 2.000 s.oo 47/M 47 NO 
29881 4.758 11.75 52/M 52 NO 
97978 3.562 6.85 66/M 47 NO 
60609 5.092 9.70 64/M 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 7.70 28/F 28 NO 
55784 1.100 5.50 32/F 32 NO 
78258 1.442 S.15 33/F 10 NO 
117894 1.200 4.00 34/F 34 NO 
63700 l.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 39/F 39 NO 
99547 2.337 s.so 40/F 40 NO 
01412 1.295 3.70 44/F 43 NO 
62880 2.983 7,85 44/F 44 NO 
89964 ND 45/F 23 NO 
42626 3.330 11.10 45/F 44 NO 
44105 1.423 7.3 62/F 62 NO 
94211 ND 29/F o NO 

L:CNFOC.: lin:f'ocitoa1 LEUCOC.: leucocitos; A.DE RES.: at'los de residencia 
LES.DE Pl:'EL: lesiones de piel. 



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

CODIGO 

83463 
94771 
67079 
2255• 
05999 
42866 
47366 
76999 
64620 
66892 
15345 
85436 
58212 
39765 
67382 
54463 
81619 
13858 
82627 
01432 
65978 
05'37 
63116 
39220 
82995 
06468 
00015 
16777 
2-5 
M318 
97017 
•7361· 
39693 

CEL.x 1015 EDAD/ 
LINFOC. LEUCOC. SEXO 

2.488 
3.503 
2 ..... 
2.952 
2.1142 
3.360 
2.432 
0.967 
2.719 
2.437 
2.436 
2.150 
6.187 
2.760 
5.620 
2.572 
2.790 
2.201 
3.105 
NO 

3.526 
3.798 
4.463 
4.745 
2.583 
3.737 
NO 
2.855 
3.165 
1.330 
3.074 
3.180 
2.273 

7.20 
11.30 

7.25 
7.20 

11.60 
8.00 
7.05 
6.45 
7.35 

12.50 
5.80 

12.65 
12.50 
12.00 

9.95 
10.50 

9.00 
6.20 

13.80 

7.75 
10.55 
7.90 

13.00 
7.45 

10.10 

7.00 
10.05 
7.00 
5.80 

12.00 
5.35 

28/M 
32/M 
32/M 
34/M 
38/M 
38/M 
38/M 
40/M 
41/M 
42/M 
43/M 
44/M 
46/M 
49/M 
68/M 
24/F 
27/F 
28/F 
29/F 
30/F 
31/F 
33/F 
33/F 
35/F 
37/F 
38/F 
42/F 
42/F 
43/F 
44/F 
47/F 
47/F 
66/F 

A.DE 
RES. 

10 
32 
28 
34 
38 
16 
38 
40 
41 
19 
43 
17 
46 
49 
65 
3 
27 
28 
13 
15 
15 
33 
9 
7 
20 
20 
42 
42 
26 
44 
47 
30 
36 

LES.DE 
PIEL 

1,4 
NO 
NO 
NO 
2,3 
NO 
NO 
4 
1.2.J.4.5 
2,3,4.5 
NO 
1,2,3,4,6 
NO 
2,3 
2;3.4 
NO 
NO 
NO 
NO 
NO 
NO 
4 
NO 
NO 
NO 
NO 
4 
2,3,4 
NO 
4 
NO 
NO 
4 

LXNFOC.: 1in~ocitos1 LEUCOC.:1eucocitos:A.de RES.: anos de residencia¡ 
LBS. DB PXBL: 1esiones de pie1 
Claei~icaci6n de 1ae 1esionea.de pie1: 
1: hiperhidrosis¡ 2: hipocrom~as1 3: hipercrom~as1 4: hiperqueraeosis 
punctaea pa1mop1antar1 Si hiperqueratosis papu1ar1 6: cuernos cucaneos. 



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

TESTIGOS EXPUESTOS 

Bo•bra 
Linfocitos 13" 2.70 ± 1.2• 15 3.00± 1.2 
Leucocitos 6.85 ±2.3 9.2s ±2,5• 

Mujeres 
Linfocitos 16 2.40± 1.1 16 3.10±0.8. 
Leucocitos 7.69±2.7 9.87±2.S 

Todoa 
Linf'ocitos 29 2.60± 1.1 31 3.10±1.0• 
Leucocitos 6.85±2.3 9.10±2.5• 

•número de individuos;• promedio :1:: desviaci6n estándard; e U-de Mann-Whitney. p<0.05 



TABLA 5a. INDICES DE MARCAJE Y Ml:TOTICOS EN INDIVIDUOS TESTIGOS 

CODIGO EDAD/ A. DE LESIONES l:NDl:CE DE l:.M. 
SEXO RES. DE P:IEL MARCAJE M1 

00236 36/M 36 NO 14. 24 0.89 
88629 37/M 37 NO 1,88 o.so 
96887 38/M 38 NO NC NC 
62111 39/M 39 NO º·ºº o 
34833 39/M 39 NO 1.92 2.26 
12479 43/M 22 NO 3. 04 1.76 
46614 45/M 45 NO 3,20 0.99 
50948 46/M 36 NO 2.40 0.37 
13428 45/M 45 NO 3,76 1.10 
17918 47/M 47 NO 3,52 1.98 
29881 52/M 52 NO 1,28 0.94 
97978 66/M 47 NO 4,16 0.83 
61210 36/M o NO 1,76 1.10 
82414 47/M o NO 2.92 1.41 
60609 64/M 64 NO 0,48 0.62 
53342 22/P 22 NO 6,24 3.24 
83091 24/F 24 NO 3,24 1.41 
93758 26/F 26 NO 9,64 s.oe 
17676 28/F 2e NO NC NC 
55784 32/F 32 NO 4,88 1.67 
78258 33/F 10 NO 5,20 1.67 
87894 34/F 34 NO NC 
63700 34/F 34 NO 3,16 1.35 
33851 36/F 36 NO 1,92 o.so 
37231 35/F 20 NO 1,52 1.17 
67879 39/F 39 NO 1,24 Q.37 
995•7 40/P 40 NO 3,84 2-14 
01412 44/P 43 NO *21.,4 1.86 
62880 44/F 44 NO 4,88 1.91 
89964 45/F 23 NO 14,80 3.19 
42626 45/P 44 NO 1,44 Q.97 
44105 62/P 62 NO NC NC 
89380 41/F o NO 4,48 1-93 
94211 29/F o NO 1,.60 .096 

NC: No ereci6. . consider6 por presentar otitis. 



TABLA 5b. :INDICES DE MARCAJES Y MITOT:CCOS EN :INO:CVl:OUOS EXPUESTOS 

COO:IGO EDAD/ A. DE LESJ:ONES :INDICE DE :I.M. 
SEXO RES. DE Pl:EL 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 34/M 34 NO 2.96 1.90 
05999 38/M 38 2,3 o.os o 
42866 38/M 16 NO 2.36 3.75 
47366 38/M 38 NO 1 .. 28 0.23 
76999 40/M 40 4 1.08 0.52 
64620 41/M 41 1,2,3,4,5 4.68 1.39 
66892 42/M 19 2,3,4,5 1.00 0.44 
153ol5 43/M 43 NO e.ea 1.75 
85436 44/M 17 1,2,3,.4,6 NC 
58212 46/M 46 NO 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 S.52 2.25 
65978 31/F 15 NO 4.08 1.82 
05 .. 37 33/P 33 4 2.12 2.35 
63116 33/F 9 NO 6.24 2.22 
39220 35/F 7 NO NC 
82995 37/F 20 NO 0.48 º·º' 06468 38/P 20 NO 4.20 1.15 
00015 42/F 42 4 2.04 0.39 
16777 4.2/F 42 2,3,4 3.12 2.67 
29085 43/F 26 NO 0.36 o 
84318 44/F .... 4 4.00 0.29 
97017 47/F 47 NO 3.20 0.40 
47361 47/F 30 NO 5.20 0.54. 
39693 66/F 36 4 2.40 0.96 

•e, No creci.O. 
C1aai.ri.caci0n de 1eeiones de pie1: 
1• hi.perhi.dro•ia1 2, hipocrom.!aa 1 3, hipercrom.!as1 4, hi.perqueratosi.s 
punctata pa2mop1antar1 5, hiperqueratoai.s papu1ar1 6• cuernos cut&neos. 



Tibia k Vllora promedios de los IMC en testigos y expuat>s. 

N 
e .. 11ra 

• c:Jles. 

slles.1 12 

M1jem 

c:Jles. 

siles. 13 

Tllll 

c:Jles. 

siles. 2S 

INDICES DE MAllCAJES 

Cullivos a 36 h 

TESTIGOS EXPUESTOS 

• EDAD' AdeR' X± EE N X :l:EE EDAD AdeR . 

6 2.14±0.86 39.6±2.7 32.8±6.1 
(O.OS-4.6)' 

3.32 ± 1.06 46.6±2.8 42.4±2.9 5 4.05±1.31 37.0±1.9 31.8±2.8 
(0-14.24) (1.28-8.8) 

5 2.74:1:0.32 45.4±5.5 39.4±2.1 
(2.04-4.0) 

35.4±2.2 22.72±3.2' 4.77 ±1.06 35.0±2.1 30.3±2.9 11 3.90±0.49 
(1.2-14.8) (0.36-6.24) 

11 2.42±0.49 42.2±2.9 35.8±3.4 

3.37 ± 0.61 40.6±2.0 36.2±2.3 16 3.95 ±0.561 35.8±1.6 25.5±2.1 
(0.48-14.8) (0.36-8.8) 

• • • Error~ prom~ ± desvi~ eslÍlldlrd, ·~ de residencia (promedio± desviación. estmdard); con lesiones de piel; ' 
llllfl; llD ltliones deptd; 'Mann-Whi1ney, p<<0.05; q de dos colas, test de Dunn no paramétrico, p<0.05. 



TABLA 6a. INDICES MlTOTICOS EN INDIVIDUOS TESTICiOS 

CODIGO EDAD/ A.DE LESIONES l.M l.M. l.M. 
SEXO RES. DE PIEL 48H 60H 72H 

00236 36/M 36 NO 0.95 3.75 3.40 
88629 37/M 37 NO o.so 1.15 O.llO 
968117 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 2.1.5 3.20 4.20 
46614 45/M 45 NO 1.00 2.35 2.65 
50948 46/M 36 NO 0.40 1.50 5.20 
13428 45/M 4S NO 1.15 3.00 5.00 
17918 47/M 47 NO 2.20 4.55 .5.00 
29Ul .52/M 52 NO 1.00 2.40 3.llO 
97978 66/M 47 NO 0.90 2.55 1 . .50 
61210 36/M o NO 1.15 5.60 2.65 
82414 47/M o NO 1.SO 2.20 NC 
60609 64/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 3.3!5 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 
87894 34/F 34 NO NC 1.70 2.00 
63700 34/F 34 NO 1..55 5.25 4.40 
33851 36/F 36 NO 0.95 3.00 3.15 
37231 3.5/F 20 NO 1.25 2.85 4.70 
67879 39/F 39 NO 0.40 1.65 2.10 
99547 40/F 40 NO 2.95 2.85 o.os 
01412 44/F 43 NO 2.30 8.10 S.50 
62BllO 44/F 44 NO 2.20 6.110 6.10 
89964 45/F 23 NO 3.85 6.80 7.20 
42626 45/F 44 NO 1.05 2.25 4.30 
44105 62/F 62 NO NC NC 0.25 
89380 41/F o NO 2.25 5.10 2.9.5 
94211 29/F o NO 0.10 2.30 6.00 

A.DE RES.: afta• de rcsidcncia; NC: No acdó. 



TABLA 6b. :CNO:CCES M:CTOT:CCOS EN CULT:CVOS DE :CNO:CV:COUOS EXPUESTOS 

COO:CGO 

83463 
94771 
67079 
22554 
05999 
42866 
47366 
76999 
64620 
66892 
15345 
85436 
58212 
39765 
67382 
54463 
81619 
13858 
82627 
01432 
65978 
05437 
63116 
39220 
82995 
06468 
00015 
16777 
29085 
84318 
97017 
47361 
39693 

EDAD/ 
SEXO 

28/M 
32/M 
32/M 
34/M 
38/M 
38/M 
38/M 
40/M 
41/M 
42/M 
43/M 
44/M 
46/M 
49/M 
68/M 
24/F 
27/F 
28/F 
29/F 
30/F 
31/F 
33/F 
33/F 
35/F 
37/F 
38/F 
42/F 
42/F 
43/F 
44/F 
47/F 
47/F 
66/F 

A. DE 
RE~. 

10 
32 
28 
34 
38 
16 
38 
40 
41 
19 
43 
17 
46 
49 
65 
3 
27 
28 
13 
15 
15 
33 
9 
7 
20 
20 
42 
42 
26 
44 
47 
30 
36 

LES:CONES 
DE P:CEL 

1,4 
NO 
NO 
NO 
2,3 
NO 
NO 
4 
1,2,3,4,S 
2,3,4.5 
NO 
1,2,3,4,6 
NO 
2,3 
2. 3,4 
NO 
NO 
NO 
NO 
NO 
NO 
4 
NO 
NO 
NO 
NO 
4 

4 
NO 
NO 
4 

A. de Res.: aftos de residencia; NC: No creció. 
Cla•iricaci6n de la lesiones de piel: 

:C.M. 
48 H 

1.70 
2.45 
1.20 
2.os 
o.os 
3.95 
o.2s 
O.SS 
1.50 
0.45 
1.7S 
3.Js 
NC 
2.35 
0.70 
3.Js 
0.65 
2.ss 
1.32 
2.90 
2.25 
2.50 
2.65 
3.10 
o.os 
1.60 
0.45 
2.70 
o.oo 
0.30 
0.45 
0.65 
1.15 

:C.M. 
60 H 

4 .30 
3.35 
3.55 
2.30 
1.50 
4.40 
2.75 
4.80 
3.90 
1.05 
5.40 
4.05 
o.os 
3.90 
4.95 
2.70 
NC 
6.10 
7.50 
NC 
7.40 
3.SS 
S.35 
2.90 
o.so 
2.65 
1.65 
2.90 
0.70 
4.55 
2.45 
3.95 
3.60 

:I.M. 
72 H 

s.20 
7.75 
7.50 
2.50 
S.50 
9.00 
5.80 
S.95 
5.65 
4.25 
3.65 
4.95 
NC 
NC 

10.35 
9.10 
1.85 
8.00 

11.00 
NC 
7.00 

11.50 
5.50 

10.15 
4.00 
5.00 
3.35 
6.90 
3.75 
6.20 
2.75 
6.75 
9.40 

1s hiperhidrosis; 2: hipocrom!asr 3: hipercrom!as; 4s hiperqUeratosis 
punctata pa1moplantar; 5: hiperqueratosis papular; 6: cuernos cut&neos. 



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

Hombres 

Mu jera 

Total 

Hombres 
c/lesionea 
a/lesiones 

Mlljera 
clleaiones 
a/lesiones 

Total 
e/lesiones 
slleaiones 

INDICES MITOTICOS 

TESTIGOS 

Horas de cultivo 

48h 60h 

1.15 "' 0.23"(12)° 2.53"' 0.30(12) 

2.54"' 0.48(13) 4.68"' 0.80(14) 

1.87"' 0.30(25) 3.69"' 0.50(26) 

EXPUESTOS 

Horas de cultivo 

48h 60h 

J.59"' 0.29(14) 3.35"' 0.39(14) 
J.37"' 0.44 ~6~ 3.84 ±O.SS ~6~ 
1.75"' 0.44 8 3.39±0.40 8 

1.59"' 0.26(17) 
1.42 ± 0.63 (S) 
J.65 "'0.33(12) 

3.65"' 0.48(16) 
3.25 ± 0.47 (S) 
3.97"' o. 70(11) 

1.59 ± 0.20 r I} 3.51 ± 0.~30~ 
1.39 "' 0.39 11 3.57"' 1.07 11 
1.69"' 0.38 20 3.47±0. 19 

72h 

3.52"' 0.37(12) 

3.96 ± 0.52(13) 

3. 78 ± 0.34(25) 

72h 

6.00 ± 0.55(13) 
6.0S ± 0.89 (6) 
5.95 ± 0.79 (7) 

6.60 ± 0.69(17) 

~:~j: k~M51> 
6.34 ± 0.4Sf3o~• 
6.70 ± 0.78 11 
6.13±0.59 19 

• promedi08 ::t: el'R>r estindard; •número de individuos; •U de Maan-Wbitnay,. p<O.OS. 



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

CODIOO EDAD/ ADE LESIONES f,R. l.R. I.R. 
SEXO RES. DEPIEL 48H 60H 72H 

00236 36/M 36 NO 1.06 1.42 2.40 
88629 37/M 37 NO 1.00 1.31 1.60 
96887 38/M 38 NO NC NC NC 
62JJI 39/M 39 NO NC 1.1.5 1.3.5 
34833 39/M 39 NO J,22 1 • .56 2.06 
12479 43/M 22 NO 1.18 1 • .51 1.92 
46614 45/M 45 NO 1.01 1.40 1.87 
509411 46/M 36 NO 1.07 1 • .56 2.24 
13428 45/M 45 NO 1.04 1 • .56 2.16 
17918 47/M 47 NO 1.10 1.47 2.03 
29881 52/M 52 NO 1.06 1.42 2.01 
97978 66/M 47 NO 1.07 1 • .52 2.IJ 
61210 36/M o NO 1.04 1.43 2.05 
82414 47/M o NO 1.06 1.43 NC 
60609 64/M 64 NO 1.04 1.37 1.47 
.53342 22/F 22 NO 1.30 J.47 1.81 
83091 24/F 24 NO 1.06 1.SO 1.88 
93758 26/F 26 NO 1.34 1.66 2.22 
17676 28/F 28 NO NC NC NC 

·.5.5784 32/F 32 NO 1.24 1.73 2.07 
78258 33/F IO NO 1.10 1.42 1.91 
S7&94 34/F 34 NO NC 1.09 2.19 
63700 34/F 34 NO 1.13 1.37 2.02 
338.51 36/F 36 NO 1.16 1 • .52 2.14 
37231 35/F 20 NO 1.06 1.6.5 2.07 
671179 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 
62llllO 44/F 44 NO 1.13 1.1111 2.18 
119964 45/F 23 NO 1.17 1 . .59 2.16 
42626 45/F 44 NO 1.07 1.41 2.02 
44105 62/F 62 NO NC NC 2.23 
119380 41/F o NO 1.14 1.62 2.23 
"4211 29/F o NO 1.04 1.4'1 2.02 

1 
1 
' 

A. DB RES.: mio• de rcAdenda; NC: No creció. 

1 
l ¡ 
1 



Tabla 7b. INDICES DE REPLJCACJON EN CUL TJVOS DE INDIVIDUOS EXPUESTOS 

CODIGO EDAD/ A.DE LESIONES l.R. l.R. l.R. 
SEXO RES. DEPIEL 48H. 60H. 72H. 

83463 211/M JO 1.4 J.Ot J.45 2.11 
94771 32/M 32 NO 1.00 1.32 1.25 
67079 32/M 28 NO 1.13 t.26 1.79 
22554 34/M 34 NO 1.07 1.24 2.14 
05999 311/M 38 2.3 1.00 1.0S 1.30 
421166 311/M 16 NO 1.05 J.37 2.16 
47366 311/M 38 NO 1.07 1.38 1.72 
76999 40/M 40 4 1.05 1.65 2.41 
64620 41/M 41 1.2.3,4,5 1.03 1.36 1.66 
66892 42/M 19 2,3,4,5 1.02 1.26 1.83 
15345 43/M 43 NO 1.02 1.57 l.BO 
85•36 44/M 17 1.2,3,4,6 1.21 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 6$ 2,3,4 1.02 1.39 2.29 
$4463 24/P 3 NO 1.20 1.26 1.85 
111619 27/F 27 NO 1.05 NC 1.38 
138511 28/F 211 NO 1 .. 20 1.41 1.97 
S2627 29/F 13 NO 1.15 1.63 2.03 
01432 30/F 15 NO 1.02 NC NC 
65978 31/F 1$ NO 1.19 1.45 2.00 
05437 33/F 33 4 1.06 1.38 1.79 
63116 33/F 9 NO 1.16 1.76 2.06 
39220 3$/F 7 NO 1.03 1.23 1.87 
11299$ 37/F 20 NO 1.os 1.16 1.311 
06468 38/F 20 NO 1.28 1.28 2.03 
0001$ 42/F 42 4 1.14 1.22 1.79 
16777 42/F 42 2,3,4 1.01 1.35 2.os 
2908$ 43/F 26 NO 1.00 t.36 1.64 
84318 44/F 44 4 1.03 1.56 1.66 
97017 47/F 47 NO 1.09 1.18 1.BO 
47361 47/F 30 NO 1.16 1.34 1.96 
39693 66/F 36 4 1.111 1.47 2.15 

A.DE RBS.: do• do raidatcia; NC: no creció 
Clulflc:aclón de lall l......._ de pld: 1: lllpahldruaia; 2: lúpoc:maúu; 3: bfpcn:romlu; 4: 
~--~-$:hlpa..--.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 1.07 ± 0.01°(11)" 1.43 ± 0.03(12) 1.93 ± 0.09(12) 

MuJerá 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 

Hombrea 1.06 ± 0.01(14) 1.39 ± 0.04(14) 1.89 ± 0.09(13) 
e/lesiones 1.06 ± 0.03 ~6) 1.46 ± 0.07 ~6~ 2.08 ± 0.11 (6~ 
siles ion ea 1.06 ± 0.01 8) 1.33 ± 0.05 8 1.73 ± 0.10 (7 

M•jerea 1.1 o± 0.02(18). 1.37 ± 0.04(16)' 1.84 ± 0.05(17). 
e/lesiones 1.08 ± 0.03 (5) 1.39 ± 0.05 (5) 1.88 ± 0.09 (5) 
s/lesionea 1.10 ± 0.02(13) 1.36 ± 0.05(11) 1.83 ± 0.06(12) 

Total 1.08 ± O.Olr2r 1.38 ± 0.0~30). 1.86 ± o.~30)' 
c/laiona 1.07 ± 0.02 11 1.44±0.02 11 1.99 ± 0.07 11~ 
a/lesiones 1.09 ± 0.01 21 1.36 ± 0.03 19~ 1.80± o. 19 

: ... •promedio± error estándard; •número de individuos; cprueba U- de Mann-Wbitney. p<O.OS 
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Tllill 1. &--. de CÍll*!licidld y de Gmolmicidld '°" rqieao a la EllpClliciáa Pmdnla a Al en d q11dc bebida 

S..-. ....... fNAtt••J 

<!999 6000-12000 >12001 

Laillls(%) 1/31(3.2) Ul2(16.6) llll(!l.2) 

Lile~ 3.9'>0.70' (21)' 3.!2'0.62 (11) 3,lli0.61 (ll) 

1114iceMitóeko 

41 lms 2.00i0.29 (29) 1.63t0.39 (12) 1.2li0.:U (13) 

601ms l.86i0.4l (30) 3.l9t0.69 (10) 3.43%0.30 (IS) 

72)ins 4.6!i0.43 (30) l.64i0.6l (11) 6.2li016 (14) 

1114icedc~ 

Ulms l.lli0.01 (28) 1.09%0.02 (12) 1.0li0.01 (13)' 

601ms 1.48%0.03 (JO) 1.31%0.03 (IO)' Uli0.04 (llJ' 

721Mm 1.98i0.04 (29) 1.84%0.08 (11)' 1.84%0.09 (14)' 

%dci:l!Ud• 3.44%0j9(JI) 6.7±1.72 (11)' 7.1±1.!8 (ll)' 

°Plnlllilllt---
'NiMo de .... 
'ANOVAmplllmillica de Knlllbll-Wallis ¡RJ.06! 
• • • • • ti • p<0.025 .. . . . . • ¡RJ.09! 



TABLA 9. EFECTO EN LAS PROPORCIONES DE M1, M2 Y Ml Y EN EL I.M. DEL 
TRATAMrENTO "rN VITRO" CON As rir y As V 10-9M EN GO 

DuracJ.6a. de1 trataaJ.9Dto 

2 boraa 6 hora• 

-au••ncJ.a •ramedJ.o• +/- •-••tAa.~ -...... 
M1 Testigo 13.00;t0.99 12.50;t1.49 18.00;t0.99 

As nr 24.75±1.24* 3B.75;t9.24* 73.00;tO* 
As V 24.50;t0* 33.25;t2.74* 50.00;t35.46* 

M2 Testigo 31.50;t2.49 39.50;t4.49 37.00;t4.99 
As nr 3B.25;t5.74 34.50;t3.99 9.00;tO 
As V 39.50±0 45.00;tl.99 16.67;t20.47 

M3 Testigo 55.SO;t1.49 48.00;tS.99 45.00;t3.99* 
As nr 37 _ OO;t4 .49 26.75;t5.24 18.00;tO 
As V 36.00;tO 21.75;t6.74 33.34;t40.94 

UM Testigo 2 .47:t:O .57 1.SO;t0.2'2 1.1S;t0.4S 
As nr 1.35;t0.55* 1.05:t:0.95* o 
As V l..5S:t:0.09* 0.87:t:0.07• o - pre•9a.Cj,a -...... 

M1 Testigo 11.SO;t3.SO 14.SO:t0.49 16.00;t0.99 
As nr 22. 00±2 .49* 35.00:1:0.49* 44.00;tO* 
As V 19.75:1:4.24* 33.SO;t2.99* 46 .SO;tS .49* 

M2 Test:.igo 29.50:1:3.49 36.SO;t6.49 36.00:t;0.99 
As nr 34. SO:t:1.49 30.50:1:0.99 36.00;tO 
As V 37.25:t:S.74 37.75:1:2.74* 34.50;t2.49 

M3 Testigo 59.00:t:O 49.00:t:G.99 48.00:t;1.99 
As rn 43.50;t0.99 34.SO;tl..49 20.00:t:O 
As V 43.00±1-49 29-75±6.99 19.00;t2.90 

.. rM Te•tigo 2.3B:t:0.20 1.92:t:0.12 2.97;t0.17 ,.. :ur 1.48:1:0.50* 1.51;t0.39* 0.27;t0.22* 

"" V 1.28±0.45* 1.67:t:0.26* 0.67:t:0.17* 

*Prueba de Ji cuadrada, peo.os. En est:.a ·tabla se presentan a 
manera demostrativa 1oa promedios de 1oe porcentajes. Para 1a 
prueba eetad!atica se usó e1 nQmero total de c61ulaa en Ml., M2. 
etc. de las cuatro muestras. 



TABLA 10. EFECTO SOBRE EL I.R. DEL TRATAMIENTO IN VITRO CON D:I.PERENTES 
CONCENTRAC:IONES DE As zzr. y As V. EN MUESTRAS DE 4 :IND:IV:IDUOS. 

o 

~09ed:l.o• •I - • ·••t.&ndar 

Testigo 
As ::r.rx 
As V 

2.12:1:0.07• 
2.16:1:0.07• 

• Prueba de •t• de Student. p<0.05 

1.89:1:0.10• 
1.96:1:0.13• 

1.62:k0.11• 
1.73:1:0.08• 



Tabla 11. PRECOBllCIA DB ABIRl!ACIONES CR<J!OSCllICAS BN DIDIVIDOOS TESTIGOS 

Tlpo1 41 1b1rr1cloa11 

ClllillO Dlll/ &. DI Lll.DI lncllu IIKlloncll .... 111 • .... 111. :bltuc. :bltuc. •• cjl/ l'abur/ 
11111 mm. tm c:r-t. I1ocroat c:r-t. er-. lbur. ctlula 

00236 36/M 36 llO 6 o o 
88629 37/M 37 RO 5 1 2 2 0,02 
62111 39/M 39 NO 1 6 1 7 0,07 
34833 39/M NO 5 5 4 0,04 
12479 O/M 22 NO 5 5 5 2 9 0,09 

46611 45/M 45 NO 7 4 l 4 0,04 
50948 46/M 36 NO 4 1 l 0,01 
13428 45/M 45 NO 3 1 1 2 0,02 
17918 47/M 47 NO 3 o o 
29881 52/M 52 NO 3 l l º· 01 
97978 66/M 47 NO 2 1 l 2 0,02 
60609 64/M 64 NO 1 1 1 2 0,02 
53342 22/P 22 NO 3 l o o 
83091 24/P 24 NO 3 3 1 4 0,04 
93758 26/P 26 NO 7 1 l 0,01 
55784 32/P 32 NO 1 2 o o 
78258 33/P 10 NO 10 4 4 0,04 
87894 34/P 34 RO 5 1 6 1 1 8 0,08 
63700 34/P 34 NO 5 o o 
33851 36/P 36 NO 2 1 3 3 0,03 
37231 35/P 20 NO 4 2 2 0,02 
67879 39/F 39 NO 2 1 2 2 0,02 
99547 40/F 40 NO 4 1 1 0,01 

01412 U/F 43 NO 2 o o 
62880 U/P u NO 4 4 1 5 o.os 
89964 45/P 23 NO 5 1 3 5 8 0,08 
42626 45/P u RO 10 5 4 8 0,08 

lrmediOI Ut o 2.15 1.13 o 0.1 2.H o.m 
l.lltbllr 0.04 o 0.03 0.03 o 0.01 0.05 o 
I•obrech: italnehM; ... i• era.t. :l'Cllfillicto crcmtitico; Intuc.crcaat. :intercubio c:rauticlico; Iaterc.cro.o.. :intercubio crtt1o16dco; ll" 
ctil/ablrr.: IWMro ele c6lulu ea:t abernciODH; l'abu'r/dlula: llliltro de aberracianu por eflula. Se uaran lu ai111111 abnviaturu en la tabla 
11. 



Tabla 12. FRECUENCIA DE ABERRACIONES CRCMOSCJ!ICAS EN INDIVIDUOS EXPUESTOS 

Tipo1 di ab1rracio1111 

C(mIQO ~/ A.DI wuas llrlclla1 I1abncb JclFla. JclFla. Illtuc. Illtuc. l'cel/ l'lblrr/ 
sao us. DI •IIL I1ocroat CrtMI. Crmat. er-1. lblrr. c6lula 

83463 28/M 10 1,4 5 · 17 4 13 0,13 
94771 32/H 32 NO 16 JI 5 22 0,22 
67079 32/M 28 NO 1 1 2 0,02 
22554 34/H 34 NO 6 1 7 6 10 O,! 

05999 38/M 38 2,3 8 14 14 1 18 0, 18 
42866 38/M 16 NO 6 J 2 5 0,05 
47366 38/M 38 NO 2 2 2 4 0,04 
76999 40/M 40 4 12 2 9 5 14 0,14 
64620 41/M *41 1 al 5 1 6 1 1 7 0,07 
66892 42/M 19 2,J,4,5 7 4 J 7 0,07 
15345 43/H 43 NO 5 l 1 4 0,04 
85436 44/M 17 1 al 4,6 8 4 J 7 0,07 
39765 49/M 49 2,3 14 10 5 9 0,09 
67382 68/H 65 2,3,4 1 1 1 2 0,02 
54463 24/F J NO 1 1 J 1 4 0,04 
13858 28/F 28 NO 1 1 1 1 0,01 
82627 29/F 13 NO 2 2 0,02 
01432 30/F 15 NO 5 2 7 4 1 11 0,11 
65978 31/F 15 NO 2 2 1 J 0,03 
05437 33/F 33 4 1 1 1 2 0,02 
63116 Jl/F 9 NO 16 4 9 12 0,06 
39220 35/F 7 NO 2 4 2 1 7 0,07 
82995 37/F 20 NO 8 20 2 1 20 0,2 

06468 38/F 20 NO J 6 6 2 12 0,12 
00015 42/F *42 4 J 7 J 1 10 O,! 
16777 42/F 42 2,3,4 1 1 1 2 0,02 
29085 43/F 26 NO 2 J 1 4 0,04 
84318 44/F 44 4 5 2 1 J 0,03 
97017 47/F *47 NO 4 5 1 6 0,06 
47361 47/F JO NO l 2 2 0,02 

39693 66/F 36 4 10 2 2 4 0,04 

l'rmldio1 5,U 1,57 6,2 3,56 1 1,12 7,31 0.07 
1.11tlúlr 0,07 0,01 0,1 O,H o o º·º' o 

~· •individuos estudiados anteriormente¡ lesiones de piel: 1: hiperhidrosis, 2: hipocrom!as, 3: hipercrom!as, 4: 

f. hiperqueratosis punctata palmoplantar, 5: hiperqueratosis papular, 6: cuernos cutaneos. 

:~ 
ti -------··--
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Fig.12. Correlacion entre el porcentaje de Ml a 72 hs de cultivo 

y el porcentaje de celulas con aberraciones en expuestos. 
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