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I. 191109999.? .611.

Nuestra sociedad ha estado y continúa estando expuesta a agentes

quimicos ambientales que son deletéreos para la salud. Los tipos de

compuestos que pueden encontrarse en el ambiente pertenecen a muchas

clases diferentes; pueden ser orgánicos o inorgánicos. productos sin

téticos o naturales. Las rutas de exposición humanaa estos agentes

son igualmente variadas y pueden presentarse a través de la polución

del aire, de la contaminación de la comida o del agua por productos

gue se forman sintética o naturalmente, por el uso de drogas terapéu

ticas o aün a través de la propia administración habitual de numerosas

sustancias (Epstein, 1974; Miller, 1978; Miller y Miller, 1981; Vainio

y col., 1983).

Los agentes quimicos entran en el organismo via inhalación, in

gestión o absorción a través de la piel. y se distribuyen en los teji

dos de una forma especifica para cada agente.

Los tipos de problemas sobre la salud que pueden surgir de la ex

posición a agentes deletéreos incluyen defectos en el nacimiento, enfeg

medades neurológicas y cardiovasculares, cáncer y problemas orgánicos

diversos. Estos problemas asociados con exposición son de particular

interés tanto para la comunidadcientifica como_para la que no lo es,

debido a las consecuencias fisicas, psicológicas y económicas involucra

das.

En el caso particular del cáncer humano, los datos experimentales

y epidemiológicos obtenidos han permitido establecer que del 80 al 90%

de los tumores tienen Su etiología en factores ambientales (Epstein,

1974; Matos y Lustig, 1978; Hemminkiy col., 1979).

Entrelos factores ambientales se han identificado a tipos especifi

cos de radiaciones, pero la mayoria es de naturaleza quimica.



Mientras la carcinogónesis en el hombre tiene su manifestacion

final en la aparición de un tumor maligno, el fenómeno de daño en célu

las germinales es más difícil de demostrar. Sin embargo, hay razones

que permiten Suponer que aqui también, los agentes fisicos y quimicos

ambientales constituyen un factor etiológico importante de las enferme

dades genéticas y delaSIHalformaciones congénitas.

Por otro lado, la exposición a factores ambientales no puede elimi

narse totalmente, comosucede en algunos lugares de trabajo o en zonas

urbanas altamente industrializadas.

I.1. Mecanismosde acción de los agentes quimicos ambientales.

A pesar de la gran diversidad de estructuras químicas, muchos agen

tes son electrófilos o metabolizados a intermediarios electrofílicos

(compuestos con átomos deficientes en electrones) capaces de reaccionar

con centros nucleofilicos (sitios con átomos ricos en electrones) que

están presentes en los constituyentes celulares.

Si bien un gran número de agentes quimicos reaccionan covalentemen

te con el ácido desoxirribonucleico (ADN),otros ejercen sus efectos a

través de mecanismosdiferentes. Los metales (plomo, mercurio, etc) y

los agentes intercalantes (actinomicina D, daunomicina, etc) forman asg

ciaciones no-covalentes estrechas con los ácidos nucleicos, los antime

tabolitos (metotrexato, 6-mercaptopurina, 5-fluorouracilo) pueden inter

ferir con el material genético indirectamente; y los venenosdelhuso mi

tótico son capaces de perturbar la segregación normal de los cromosomas

durante la-división celular. Finalmente, los radicales oxigeno libera

dos por determinados agentes también están implicados entre los que da

ñan al ADN(Vainio y col., 1983).

Un mutágeno es un agente capaz de causar cambios que pueden ser he

redables, en el material genético.



Las mutaciones pueden dividirse en dos categorias,micr01esionesyrmí

croiesiones (Hemminkiy c01.,1979). En eucariontes se observaron ambosti

poszmicroïesiones anive] mo]ecu1ar(mutacionesde|3unt0) onmcroïesiones a

nive] cromosómico,comocambios estructuraïesen Ios cromosomas(de1eciones,

rearreglos oroturas)o cambios numéricosene] genoma(aneup10idia,p01ipïoi

dia). En procariontes ,1as mutaciones ocurren por sustitución de pares de bg

ses o por cambioen e] marco de lectura de] código genético. En ciertas bag

terias,1a existencia desecuencias móviies también contribuye a1a preseg

cia delnutaciones por rearregios en 1a cadena de] ADN(Chorazy, 1985).

Cada vez hay más evidencias de que Ios mismos agentes quimicos pue

den exhibir mutagenicidad, carcinogenicidad y teratogenicidad (Hemminki

y c01., 1979). En estos casos, Ios compuestos ejercen sus efectos car

cinogénicos y teratogénicos por inducción de mutaciones.

Un rango de fenotipos aberrantes puede ser inducido en mamíferos

expuestos a agentes quimicos. Estos pueden inciuir tumores (definiendo

asi a un carcinógeno), cromosomasdañados (definiendo a un ciastógeno),

o ma1formación congénita (definiendo a un teratógeno).

En sentido genera], teratogenicidad es 1a inducción de una malfor

mación congénita es decir, de una anormaiidad estructura] que se desa

rr011a durante e] periodo prenatal. Esta anormaïidad puede ser e] resul

tado de dos eventos distintos: 1) una mutación presente en una de ias

céluias germinaïes invoïucradas o 2) una desorganización estructuraï du

rante Ia organogénesis. Soïamente e] segundo evento es considerado como

un efecto teratogénico, mientras el primero seria un efecto mutagénico,

aunque en 1a consecuencia de ios dos procesos, es decir en 1a ma1forma

ción no puede discriminarse.

Desde ahora, e1 término genotóxico será utilizado para representar

cualquier evento que invoïucre modificación quimica, reparación o rearrg



glvs del ADNnuclear. Por lo tanto. dentro de este término se incluyen

a las mutaciones génicas. cromatidicas y cromosómicas, a la sintesis de

ADNno-proqramada, etc. Frecuentemente. mutagenicidad, carcinogenicidad

y teratogenicidad están agrupadas bajo el nombrede genotoxicidad.

Hay también diferencias entre mutáaenos, carcinógenos y teratógenos

(Hemminkiy col.. [979). Mientras carcinogénesis puede ser causada prin

cipalmente por agentes que se unen covalentemente con el ADN.mutagéne

sis y teratogénesis pueden ser el resultado de interacciones no-covalen

tes como la intercalación. Las mutaciones y malformaciones son causa

das por agentes quimicos que interfieren con la replicación del ADN,ta

les comolos análogos de base y los venenos delhusounitótico; además,

las malformaciones son producidas por un gran número de compuestos (por

ejemplo, antimetabolitos, antagonistas de aminoácidos, inhibidores enzl

máticos y citotoxinas no-especificas) que ejercen SUSefectos sobre o

tras funciones diferentes a la de la replicación del ADN.

1.2. Ensayos para probar la acción genotóxica de sustanciasgguimicas.

El paulatino conocimiento de los mecanismos que conducen a muta

génesis, carcinogénesis y teratogénesis ha contribuido a adoptar medidas

preventivas de la enfermedad cada vez más eficaces.

Una primera linea de defensa en esta prevención se apoya en la de

tección de los agentes que dañan al ADN. En base a esto. el desarrollo

de métodos de monitoreo a corto plazo para predecir el riesgo sobre la

salud a largo plazo (mutaciones, cáncer y malformaciones), comoasi tam

bién de sistemas de prueba "in vitro", han sido prioritarias en la in

vestigación sobre este tema.

Estos sistemas son esenciales en vista de los requerimientos multi

generacionales para la expresión de mutaciones y al largo periodo de la

tencia necesario, generalmente, para la expresión de tumores.



[s por ello que un aumento en la frecuencia de mutaciones en celu

las germinales o en tumores humanos debido a la exposición a agentes

quimicos puede no ser observada por varias décadas o generaciones.

Se han utilizado numerosas pruebas distintas de genotoxicidad para

detectar compuestos quimicos presentes en el medio ambiente. Las prue

bas pueden agruparse de acuerdo al organisnn empleado y al reSultado

biológico obtenido.

ComoorganisnDs de prueba se ha utilizado una amplia gama que

va desde procariontes hasta eucariontes. Entre los procariontes se desa

rrollaron cepas especiales de bacterias para diferenciar las mutaciones

resultantes de Sustituciones de pares de bases de las obtenidas por cam

bios en la lectura del código genético.

Entre las bacterias utilizadas ampliamentese encuentran Sajppngjja

txphjmurjum_ (Amesy col., 1973) y Escherichia cgjj_(Mc Carroll y col.,

1981).

Los organismos eucariontes abarcan fundamentalmente los hongos

(Saccharomyces, Neurospora, Aspergillus), la mosca de la fruta Drosophila

melanogaster, plantas (Allium, yigia_jaba) y mamíferos.

De acuerdo al resultado biológico obtenido las pruebas incluyen la

detección de mutagjgn_ggnjga_en los microorganismos ya nombrados, en ra

tón (Shibuya y Murota, 1984), en lineas celulares comolas células de

ovario (Morris y col., 1985) y células de pulmón (Rogers y col., 1985)

de hamster Chino entre otras.

El análisis de otros efectos genotóxicos comosintesis de ADNno

programada, inhibición de la sintesis de ADNy roturas de las cadenas

de ADN(Stich y col., 1983) como asi también la detección de aductos

en el ADN(Poisier, 1984) pueden utilizarse para la identificación de

daño en el material genético.



La observación de efectos cromosomicgs_comola formación de inter

cambio de cromátidas hermanas y de aberraciones cromosómicas estructura

les (Gebhart. 1981)v de micronúcleos (Heddle y col., 1983) y de aneuploi

dia (Dellarco y col., 1986) permiten evaluar la genotoxicidad de los a

gentes estudiados.

Por último, la transformación celular es otro de los parámetros ana

lizados para detectar alteraciones en el ADNluegode la exposición a un

agente quimico (Popescu y col., 1985).

Hay cientos de miles de agentes químicos aún no testeados y se inten

ta permanentementeidentificar a aquellos que sean un riesgo potencial

para el hombre. El efecto dañino sobre la salud ejercido por diferentes

agentes es más difícil de evaluar en el medio ambiente general donde la

exposición involucra comúnmentemuybajas concentraciones, que se extien

den por amplias regiones afectando a una gran parte de la población.

En el ambiente laboral, en cambio, las concentraciones a las que

están expuestos los trabajadores sen altas y están presentes en espacios

más reducidos.

El monitoreo biológico para la vigilancia de la salud consiste en

evaluar individuos expuestos a fin de detectar la presencia de un tóxi

co en el organismo o los efectos tempranos del mismo, la manifestación

de cualquiera de estos fenómenos es una razón para tomar medidas preven

tivas.

En esta área que se refiere a los problemas que afectan la salud

humana,se ha cambiado una alta eficiencia en el cuidado médico del en

fermo por una prevención más efectiva de la enfermedad.

Hasta el presente entre los métodos más útiles para acceder al po

sible daño sobre el material genético en grupos ocupacionalmente expues

tos a agentes exógenos se encuentra el análisis de cremosomasmetafási



cos para la detección de aberraciones cromosómicas (AC) y del intercam

bio de cromátidas hermanas (ICH).

El interés por monitorear individuos con supuesta o conocida expo

sición a través del uso de pruebas citogenéticas a corto plazo comoAC

e ICHse basa en parte, en la imposibilidad de detectar clínicamente

efectos tempranos de una exposición perjudicial antes de que se manifies

te la enfermedad. Cualquier variación en la frecuencia de ACo de ICH

es considerada como un efecto adverso, llevando a la adopción de medidas

de higiene en el lugar de trabajo y/o a la reducción de los niveles de

contaminación ambiental.

Sin embargo es importante hacer notar que, la presencia de cambios

citogenéticos no pueden usarse para predecir efectos especificos sobre

la salud de un individuo sino que dan una estimación de la magnitud de

la exposición que podria incrementar el riesgo de enfermedad en la po

blación.

I.3. Erincipjos y tipos de daños analizados.

La forma estandar de determinar los efectos citogenéticos de agen

tes genotóxicos ha sido la de cuantificar las ACinducidas en células

somáticas.

Recientemente, un método nuevo ha comenzado a usarse para estudiar

otro tipo de daño cromosómico, el ICH, que puede verse en cromosomas que

posean sus cromátidas hermanas diferenciadas.

La inducción de ICHse produce a concentraciones inferiores a las

necesarias para producir AC. Esta diferencia en la sensibilidad, unida

a otros aspectos de la formación de ACy de ICH, permite que estos ensa

yos sean utilizados para determinar distintos rasgos de la respuesta

genética de las células a los agentes genotóxicos.



1.3.1. Aberraciones cromosómicas (AC)

El daño citogenético que producen los agentes fisicos o quimicos

se manifiesta con la discontinuidad del cromosomapara dar oriqen a

fragmentos acrocéntricos libres o a rearreqlos de seqmentos de ADNden

tro del cromosoma o a intercambios de segnentos de ADNentre los cromo

somas.

rstos cambios en la estructura cromosómica. referidas comoaberra

ciones, clasificables en distintas categorías, son visibles al microscg

pio óptico.

1- 3. 1- 1- ’erch.0n.°s__sr9!'aaóymg 9.5_L_r}!_c.t_.l_1_r9L?.s.-_

Las aberracionesob50rvadasen células metafásicas son básicamente

de dos clases, distinguidas sobre la base de la unidad de rotura/inter

cambio: aquellas en las que los cambios estructurales involucran el cro

mosomaentero, es decir, ambas cromátidas hermanas en el mismo locus, o

aberraciones tipo cromosoma,y aquellas en las que la unidad de rotura/

intercambio es la mitad del cromosomao cromátida, es decir, aberracio

nes tipo cromátida. (Evans y col., 1980).

(i) Aberraciones tipo cromosoma:Las aberraciones de este tipo son ca

racterísticas del daño sustentado en células en Gl que es transladado a

eventos de rotura/intercambio antes de la replicación cromosómica.

Las aberraciones inducidas incluyen gaps, deleciones terminales e

intersticiales, inversiones, anillos acéntricos y céntricos, intercam

bios asimétricos (dicéntricos, tricéntricos, etc ) e intercambios simé

tricos (intercambios recíprocos y translocaciones).

(ii) Aberraciones tipo cromátida: Las aberraciones cromatïdicas son ca

racteristicas del daño en una cromátida (ocurrido en cualquier estado

del ciclo celular) que es transladado a eventos de rotura/intercambio



durante o después de la replicación de los cronnsomas en la fase S del

ciclo. La independencia de las cromátidas hermanas con respecto a la

rotura, y Su estrecho apareamiento dentro de los cronmsonms, da origen

a una variedad algo mayor de cambios estructurales cuando se los compa

ra con las aberraciones tipo cromosoma.

En general. sin embargo, las aberraciones son similares e incluyen

a los gaps, deleciones terminales e intersticiales, duplicaciones, in

versiones, anillos acéntricos y céntricos, aberraciones isocromatidicas

e intercambios simétricos y asimétricos, estos últimos resultando en la

formación de cromátidas dicóntricas.

1.3.1.2. Inducción de ACpor agentes fisicos y Quimicos.

Las radiaciones ionizantes y un pequeño número de agentes quimicos

tienen la propiedad de inducir ACen f0rma próxima a la expoxición de

las células, de modotal que aquellas células expuestas en la fase GI

del ciclo desarrollan aberraciones tipo cromosomaen la primera mitosis

luego del tratamiento. Conestos agentes, las células expuestas en la

fase GZdel ciclo revelan aberraciones cromatidicas en la primera mito

sis luego del tratamiento. Muchosagentes quimicos, sin embargo, junto

con la luz ultra-violeta, no producen aberraciones inmediatamente luego

de la exposición de las células, pero las aberraciones ocurren comocon

secuencia de la presencia de lesiones inducidas en los cromosomasque

se transforman en eventos de rotura e intercambio durante la fase S del

ciclo celular (con errores durante la replicación celular). Estos agen

tes quimicos son frecuentemente llamados "de acción retardada", y como

el daño cromosómico producido no se manifiesta como aberraciones hasta

que los cr0nmsomaspasen a través de la fase de replicación, las célu

las expuestas en 62 no producen aberraciones en la primera mitosis lue



go del tratamiento, sino en la segunda división. En todos los casos.

nuevas aberraciones producidas por errores durante la replicación son

del tipo cromatidico. pero hay que tener presente que la duplicación

de una aberración cromatidica existente resulta en un evento de tipo

cromosómicoluego de la replicación en el ciclo celular siquiente.

Las sustancias químicas o sus derivados metabólicos que producen

ACson compuestos reactivos que interactúan con varios componentes del

ADN. Según Evans (1983), en muchos casos, pero no en todos, esta in

teracción no da origen directamente a una rotura de la cadena fosfodies

ter del ADN,sino que tal rotura o intercambio surge como consecuencia

de errores en la replicación en los sitios del daño durante la siguien

te fase S. Siendo la cromátida simple el blanco de la rotura las abe

rraciones cromatidicas prevalecen sobre las cromosómicas conmconsecuen

cia de agentes quimicos.

El hecho que la mayoria de las aberraciones tipo cromatidicas indu

cidas por agentes quimicossoninanufacturadas durante la replicación del

ADNen la fase S, conduce a otros dos rasgos que estan relacionados con

la inducción de aberraciones.

En primer lugar cuando las células en proliferación sonexpuestas aa

gentes quimicos, la incidencia de aberraciones más alta OCurre en aque

llas células que están en la fase G1 tardía/S temprana del ciclo en el

momentode la exposición. La misma sensibilidad se observa respecto a

las mutaciones,debido a que al acortarse el intervalo entre el tratamien

to y la replicación disminuye la oportunidad que poseen los mecanis

mos de reparación del ADNpara remover las lesiones. Además, el daño a

los nucleótidos ocurre más fácilmente en los "pools" precursores que en

las bases protegidas del ADNempaquetado.

En segundo término, se ha demostrado que la exposición de células



a agentes quimicos con vidas medias muycortas re5ulta en aberraciones

cromatidicas no solamente en la primera sino también en la segunda y

aún en las mitosis siguientes al tratamiento. Estos hallazgos muestran

que si las lesiones persisten en el ADNy no son removidas por los pro

cesos normales de reparación del ADN.entonces pueden surgir más abe

rraciones durante las sucesivas replicaciones del mismo.
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Comose verá en la próxima parte, el sistema de linfocitos perifg

ricos es la forma más simple de estudiar la inducción de ACestructura

les en células somáticas humanas.

Desde el punto de vista citológico, la mayoría de los linfocitos

está en la fase Go del ciclo celular conteniendo un número diploide de

cromosomasno replicados (2n=46). Bajo la estimulación de mitóqenos

comienzanlas actividades metabólicas asociadas con la división celular.

Probablemente el factor más importante que influye sobre la producción

de AC"in vitro" es el tiempo de cultivo. Alrededor de las 48 hs luego

de la iniciación de los cultivos la mayoria de los linfocitos transfor

mados están en su primera mitosis. Las preparaciones efectuadas de cé

lulas cultivadas por periodos más largos contendrán proporciones incrg

mentadas de células en su segunda o subsiguientes divisiones.

En consecuencia, si los linfocitos con daño tipo cromosómicono

atraviesan por repetidas divisiones "in vitro", debido a su desbalance

genético o dificultades mecánicas en anafase, el análisis de células

luego de 72 hs de cultivo puede no reflejar el nivel real de aberracig

nes "in vivo". Además, una proporción de aberraciones tipo cromosómi

co observada en este momentopuede ser un tipo "derivado" de una dupli

cación de aberraciones que eran inicialmente tipo cromatidico. Por lo

tanto, las pruebas que son designadas para detectar la presencia o au



sencia de daño cromosómicoen linfocitos de individuos expuestos in

vivo" d un agente determinado. no pasarán las 48 hs, La misma restric

ción se aplica a los estudios "in vitro". pero con la consideración que

el agente puede inhibir el desarrollo celular y asi prolongar el tiempo

de cultivo necesario para obtener células mitóticas.

Las ACnormalmente encontradas en linfocitos son de los siguientes

tipos según Natarajan y Obe (1980):

(a) Lesiones acrométjgas, también llamadas gaps, representan regiones

no coloreadas en la cromátida que no son más largas que el ancho de la

mismay los segmentos aparentemente 'rotos" del área cromatidica están

alineados.

Los gaps no serian indicadores reales de daño en el material gené

tico y en general, no son incluidos en el recuento de las aberraciones.

Para Evans y O'Riordan (1975) muchos gaps son causados por artificios

técnicos, comopor ejemplo. pobres condiciones de cultivo y uso de prg

cedimientos drásticos durante la preparación de los vidrios. Por esta

razón, es particularmente importante que los cultivos controles sean

tratados en forma similar y al mismo tiempo que aquellos expuestos al

agente a ser analizado.

Por otro lado, Brogger (1975) ha establecido que los gaps se deben

a un error en el plegamiento de las proteinas más que a un daño sobre

el ADN.

Donde el gap involucra ambas cromátidas en la misma posición se

habla de un gap isocromatidico o cr0mosómico.

(b) Rotura cromatidica (B'), cuando hay una discontinuidad en el brazo

cromatidico con desplazamiento de modotal que los extremos cromatidi

cos rotos no están alineados. Representan roturas reales en una cromí

tida.



(c) Rotura_cronpsógüca p ispcromatidicg (8"), representa una rotura en

la misma posición en ambas cromátidas de un cromosoma.

(d) Translocación_crgngtidica_(RB'): este tipo de aberración involucra

un intercambio (o intercambios) entre cromátidas de dos (o más) cromo

somas distintos. Los intercambios simples entre cromátidas de dos cro

mosomasresultan en una configuración que tiene cuatro brazos (cuadri

rradial).

(e) groupsopms_djceytrjggs (DIC): aberraciones que surgen del inter

cambio entre dos cromosomas. conduciendo a un cromosoma con dos centró

meros y un fragmento acéntrico asociado.

(f) Cronpsonm_en_anjjlo, representa un intercambio dentro de un cromo

soma. Las estructuras anulares formadas pueden contener o no al cen

trómero. Los anillos de tamaño pequeño parecen pequeños puntos a menu

do llamados "minute" (diminuto).

(g) Irgnslgcacióp_balgngeaga: es una aberración que involucra intercam

bios reciprocos entre dos cromosomasdistintos sin pérdida de material

cromosómico. Los métodos de coloración convencionales no permiten la

detección de este tipo de aberración y se requieren técnicas de bandeo

cromosómicopara su identificación. Generalmente, las translocaciones

balanceadas no son contadas en los estudios de monitoreo poblacional

debido a que este análisis lleva muchotiempo.

(h) inversiones: las inversiones cromosómicaspueden clasificarse en

dos categorias:

(i) inversiones paracéntricas: donde ambospuntos de rotura y reunión

están sobre el mismo brazo del cromosoma.

(ii) inversiones pericéntricas: donde los puntos de rotura y reunión

están en lados opuestos del centrómero. En células donde los dos pun

tos de intercambio están a distancia desigual del centrómero, el cromo



soma anormal puede distinguirse por la posición alterada del centróme

ro. Sin embargo, donde los puntos de intercambio están a la misma dis

tancia del centrómero. y en los casos de inversiones paracentricas, no

hay cambios en la posición relativa del centrómero. La detección de

tales inversiones puede ser solamente posible mediante el uso de técni

cas de bandeo cromosómico.

1.3.2. Intercambio de cromátidas hermanas (ICH).

El ICHrepresenta el intercambio de Subunidades cromatidicas apa

rentemente idénticas dentro del cromosoma. Su formación involucra la

rotura de las dos cadenas de ADNseguida por el intercambio de las dos

cadenas duplicadas recientemente de modotal que se preserve la polari

dad del ADN.Ll ICH, por lo tanto. no produce alteración de la morfolo

gía cromosómicay podrá visualizarse en células tratadas para obtener

cromátidas hermanas diferenciadas

Este evento fue observado originariamente por el Dr. J. Hebert

Taylor y SUScolaboradores (1957) en células de las raices de plantas

luego de la incorporación de timidina tritiada en el ADNen replicación.

Estudios posteriores (Taylor,l958) demostraron que muchos de los ICH

observados en los experimentos autorradiográficos fueron inducidos por

los rayos beta de la timidina tritiada incorporada.

En base a esto se desarrollaron técnicas para distinguir las cro

mátidas hermanas sin el uso de radioisótopos ni autorradiografïa; estas

técnicas se basaron en la incorporación en el ADNde un átomo pesado, pg

larizable como el bromo en la forma de la base análoga S-bromodeoxiuri

dina (BrdU). Esta base puede ser detectada por la perturbación que el

bromo provoca sobre los estados excitados y por consecuencia sobre las

propiedades de luminiscencia de las drogas que se unen al ADN.

Los experimentos iniciales se realizaron utilizando drogas fluores



centes comonaranja de acridina (Kato, 19741alyquinacrina (Latt. 1974,a),

comocomplemento de los estudios ya realizados acerca de la habilidad de

estos c0mpuestos de producir patrones de bandeo en los cromosomas metafá

sicos.

Esta investigación continuó con la incorporación de nuevos tipos

de drogas como drogas bisbenzimidazoles (por ejemplo, Hoechst 33258), ob

servándose que las cromátidas Sustituidas con BrdUpresentaban intensida

des de fluorescencia marcadamentedistintas cuando se teñian con estas

drogas. Si se permite a las células incorporar BrdUdurante dos ciclos

de replicación, los cromosomasde la segunda división mitótica tendrán u

na cromátida con una cadena de ADNsustituida con BrdU y su hermana con

las dos cadenas sustituidas. El colorante Hoechst 33258 fluorece menos

eficientemente Cuando se une a poli (dA-BrdU) que cuando se une a poli

(dA-dT), por lo tanto, la cromátida que fluorece más débilmente contiene

BrdU en ambas cadenas de ADN,mientras que la que fluorece brillantemente

lo posee en sólo una de las dos cadenas (Latt, 1973). Los intercambios

pueden verse comoalteraciones recíprocas en la fluorescencia a lo largo

de estos cromosomas. Estos mismos resultados también pueden obtenerse con

drogas relacionadas estructuralmente con el Hoechst 33258.

Sin embargo, como la emisión fluorescente del Hoechst 33258 es i

nestable ante iluminaciones repetidas y las células sustituidas con BrdU

y expuestas a la droga son sensibles a la luz, el análisis de ICHse rea

lizó sobre células que se procesaron adicionalmente con Giemsa con (Perry

y Wolff, 1974) o sin (Korenberg y Freedlender, 1974) fotosensibilización

de la droga unida, para obtener preparaciones con coloración diferencial

permanente. Esta técnica de coloración con Giemsa permite el usodelensa

yo de ICHen laboratorios sin equipo microscópico de fluorescencia, siendo



además de mayor sensibilidad ya que se observan intercambios pequeños no

detectabies con 1a metodoioqia anterior. La cromátida con BrdU en ambas

(.adenas es menu". condensada y se (:olorea mir; debilmenlm (.on Giem'm que la

cromátida hermana Sustituida en una soïa cadena de] ADN.

Mienlms las tecnicas con lirdll han ()|)VÍ¿NI()el uno (le ratlioactivi

dad para la detección de los intercambios. no han contestado la pregunta

acerca de 1a espontaneidad de Ios ICH. E1 incremento en 1a concentración

de BrdU produce un aumento relacionado en 1a frecuencia de ICH en 1as cé

lulas expuestas (Kato, 1974). [ste efecto es pequeño a bajas dosis de

BrdU, pero una extrapoiación sin ambigüedad a una concentración cero de

BrdU no es posibie.

De] mismomodoque la radiación proveniente del tritio incorpora

do indujo ICH, e] BrdU posee 1a habiïidad en si mismo de introducir ICH,

ya sea como consecuencia de su incorporación directa en e] ADN(Latt, 1974,

b, Suzuki y Yosida. 1983) o por producir perturbaciones en e] "pool" de

deoxiribonucléotidos intracelulares (Davidsony coi., 1980; Maier y c01.,

1983). Los resuïtados sugieren que ambos fenómenos son reales y depende

rán de] tipo ceiuiar utilizado y de] rango de concentración de BrdU.

Ha sido de considerabie interés e] uso de otras pirimidinas halo

genadas para caracterizar 1a formación de ICH. A1 comparar 1a eficiencia

de diferentes análogos haiogenados de deoxicitidina y deoxiuridina para

inducir intercambios se observóqueeiconcentracionesequimoiares ios prime

ros anáiogos son inductOres más potentes que 10s últimos. Se ha especula

do que esta diferencia puede deberse a 1a incorporación preferenciai de

las deoxicitidinas haiogenadas en e] ADN(Tice y c01., 1984).

Entre las tres distintas pirimidinas halogenadas se observa una

relación entre 1a frecuencia de ICHy e] tamaño de] haiógeno (Heartïein,

1985). Estos resuitados permiten estabiecer una relación entre cambios



conformacionales en la cromatina y formación de ICH.

Se considera normalmente, que la dosis óptima de BrdU es la que:

(i) da una coloración diferencia] de alta calidad de las cromátidas herma

nas.

(ii) no inhibe marcadamentela replicación celular o las tasas del ciclo

celular y

(iii) da una frecuencia de ICHbasal apropiada (Allen y col., 1984).

Además de BrdU en el medio de cultivo, cuya presencia es necesa

ria para la detección de las cromátidas hermanas. existen otros factores

metodológicos que influyen sobre la frecuencia de ICH. Entre estos fac

tores se encuentran el medio de cultivo, la fuente de suero utilizada.

las técnicas de coloración diferencial. el tipo de tejido (por ejemplo.

tejido adulto ver5us tejido fetal o tejidos de especies distintas comohu

mano y roedor) y el tiempo de cultivo. (Kramy col., 1980; Mc Fee y SherrilL

1981; Morgan y Crossen,1981; Sharma y Das, 1981; Mc Nally y Ray, 1983).

Cuandose analiza la frecuencia de ICHen linfocitos periféricos

es importante tener presente que los microcultivos es decir, los cultivos

de sangre entera, producen niveles más bajos de ICHque los macrocultivos.

Esta diferencia entre micro y macrocultivos podria deberse al tipo de sue

ro usado, ya que los macrocultivos generalmente utilizan suero humanoau

tólogo, mientras que el suero fetal bovino es usado en los microcultivos

(Lambert, 1984).

La tasa de proliferación celular en el cultivo es otro factor im

portante en la determinación de la frecuencia de ICH. Algunos resultados

indican que los cultivos con una tasa de proliferación rápida poseen un

nivel de ICHmás bajo que los cultivos en los que la proliferación celular

es más lenta; esto es lo que sucede con los linfocitos T que tienen una tg

sa de proliferación más lenta y una frecuencia de ICHmás elevada que los



linfocitos B (Lindblad y Lambert, 1981; Parkes y col., 1985; Miller. 1986).

Es obvio que el método utilizado para el análisis de ICHnecesita

una cuidadosa estandarización con respecto a todos aquellos factores que

puedan influir sobre los resultados a obtener.

1.3.2.1. Ciclo Celular

Cuando las células crecen en presencia de BrdUno solamente se

pueden analizar los ICHsino también se puede determinar cuantas veces se

han dividido las células en cultivo mediante la identificación de metafa

ses en primera, segunda o tercera y más mitosis. Esta técnica involucra

la continua incorporación de BrdUen el ADN eucariótico y la subsecuente

obtención de las cromátidas hermanas coloreadas diferencialmente (Tice y

col., 1976). Las celulas en mitosis 1 (Ml) tienen ambas cromátidas colo

readas oscuranente, las células en mitosis 2 (M2) poseen una coloración

diferencial de las cromátidas hermanas (una oscura y una clara) en todos

los cromosonmsylas células en mitosis 3 o más (M3+) poseen 1/4 o menos de

las cromátidas coloreadas oscuramente.

Comoha sido demostrado en el análisis de ICH. esta técnica ofre

ce mayor resolución y permite un rápido procesamiento de los datos en com

paración con los procedimientos autoradiograficos (Tice y col., 1976).

Por lo tanto, en el mismocultivo, puede determinarse si un com

puesto induce o no ICHy también comoafecta la cinética de proliferación

celular, siendo la inducción de ICHuna medida de la genotoxicidad del

compuestoy la alteración del ciclo celular una medida de su citotoxicidad.

1.3.2.2. Mecanismomolecular y significado biológico del ICH

El mecanismo molecular de la formación de ICHes incierto. Aun

que los ICHpresentan alguna semejanza citológica con los productos de en

trecruzamiento meiótico y con ciertas formas de ACy son bioquímicamente



cercanos a varios pasos o a los resultados conseguidos con los mecanisums

de reparación del ADN,no existe una evidencia contundente en apoyo a re

laciones directas con estos procesos. Por el contrario. los ICHson con

siderados como eventos únicos en el ADN.que. cuando se inducen surgen a

partir de una fracción del número total verdadero de lesiones del ADN.Su

mecánica de formación ocurre aparentemente durante la sintesis del ADNin

distintamente del momentoen que haya sido inducida la lesión.

Muchosmodelos se han propuesto para la formación de ICH(Painter,

1980; Cleaver, 1981; Conner y col., 1984; Fujiwara y col., 1984). Por e

jemplo, Painter (1980) ha sugerido un modelo atractivo donde se represen

tan a los ICHSurgiendo del daño no-reparado en las uniones entre grupos

de replicones. Estos sitios son especialmente susceptiblesiiroturas de

doble cadena, con posterior recombinación entre las cadenas parentales y

las hijas conduciendo a ICH. (replicón: unidad de replicación).

Algunas evidencias favorecen la participación Critica de la "hor

quilla" de replicación en la formación de los intercambios, sin embargo,

ningún mecanismogeneral,hasta el presente, se ha confirmado.

Por otro lado, una de las preguntas que cabria hacerse es justa

mente cónn la inducción de ICHpuede generar daño genético si, como aparen

ta a nivel citológico el intercambio de material genético es perfectamente

recíproco.

Tsongas (1984) establece que la presencia de ICHen una célula in

dicaria un cambio en el ADNde esa célula. Si este cambio está libre de

errores entonces se puede asumir que el intercambio de material entre cro

mátidas hermanasno tendriaconsecuenciassobre la vida 0 las actividades

de la célula. En realidad, el ICHno parece estar asociado con muerte ce

lular, la cual podrá ser el resultado de exposiciones a agentes en concen

traciones altas o a tiempos de exposición prolongados, reflejando quizás



otro tipo de daño más que ICH.

Hay que tener presente que numerosas evidencias apoyan la asocia

ción entre un incremento en el valor de ICHy una exposición a agentes

que dañan el ADN. Por lo tanto. aún si el intercambio de porciones de

cromátidas hermanas no es dañino en si mismo, indica exposición a un agen

te nocivo.

Si el ICH en si mismo es una manifestación de daño en el ADN, es

decir, el__intercanmio_involucra_err9res y asi posiblemente mutaciones u

otro tipo de alteraciones del ADN,entonces se tiene un indicador directo

de un efecto adverso de la exposición a un agente que produce ICH.

En cualqu1era de los casos, intercambio sin o con errores, el ICH

indica que ha ocurrido exposición a una sustancia de riesgo.

1.3.2.3. Inducción de ICngor agentes fisicos y quimicos

Cono ya se ha mencionado determinados agentes como las radiacio

nes ionizantes y algunos agentes quimicos que no dependen de la fase de

sintesis del ciclo celular pueden inducir lesiones en el ADNy producir

aberraciones eficientemente en cualquier parte del ciclo. Otros agentes,

tales comoluz ultravioleta y muchosagentes quimicos, dependen de la fase

S de sintesis del ADN,esto significa que inducen lesiones en el ADNque

solamente se convertirán en aberraciones de tipo cromatidico cuando las

células entren en S.

El ICH inducido por agentes quimicos, como las aberraciones cromg

tidicas, depende de la fase S y se manifiesta cuando las lesiones no-repa

radas están presentes al pasar la célula por S y replicarse los cromosomas.

Los intercambios pueden incrementarse por una variedad de agentes

que dañan el ADN. Algunos mutágenos quimicos pueden causar un aumento de

diez veces en el nivel basal de ICHa concentraciones molares cien veces

menores que las requeridas para producir AC.



Conmen el caso de aberraciones cromatidicas, los ICH pueden

ser producidos por agentes que interactúan directamente con el ADNsin

ninguna modificación quimica. Esto pudo conocerse a partir del trabajo

pionero de Kato (1974, b) en el cual se determinó autorradiográficamente

que los agentes alquilantes podrian inducir ICH. El nuevo método de alta

resolución para estudiar los intercambios en celulas tratadas con BrdU

fué usado por Latt (1974, b) para demostrar que los linfocitos humanos

son extremadamente sensibles a la mitomicina C, un agente que produce u

niones entrecruzadas en el ADN. Este interés en la técnica de ICHcomo

prueba para detectar agentes genotóxicos se generalizó por el extenso es

tudio realizado por Perry y ivans (1975). ln esta investigación se obser

vó que los agentes de acción directa pueden causar un incremento de diez

veces en el nivel basal de ICHy los únicos compuestos que no inducen ICH

bajo las condiciones usadas por ellos son los que requieren activación me

tabólica para convertirse de pro-mutágeno o pro-carcinógeno a la forma mu

tagénica o carcinogénica final.

Hasta ese momento, la prueba de ICH era capaz solamente de deteg

tar compuestos que fueran activos sin activación metabólica. Desde enton,

ces se buscó la forma de incorporar a la prueba aquellos agentes que necg

sitaban ser metabolizados para ejercer su acción. El primer sistema con

sistió en inyectar los compuestos en organismos vivos de modotal que los

compuestos se activaban pasando por el higado y otros tejidos que contie

nen las oxidasas de función mixta y otras enzimas requeridas para la acti

vación. El otro sistema se basó en el cultivo de células tratadas “in vi

tro" en presencia de un sistema de activación extraido de animales.

En el primer caso, los experimentos consistieron en tratar al a

nimal entero y luego cultivar su sangre en presencia de BrdUpara analizar

los ICHen linfocitos (Stetka y Wolff, 1976, a), o tratar a los animales



con BrdUy el agente a analizar. y luego contar los ICHen células de la

médula ósea (Allen y col., 1977, Qin y Huang, 1984), en células de la mu

cosa bucal (Shuler y Latt, 1979) o espermatogonias (Allen y Gwaltney,

1984), entre otros tejidos.

En el segundo caso, el uso del ensayo de ICH pudo extenderse a

aquellos compuestos de acción indirecta con la simple adición de microso

mas de higado de ratas (Stetka y Wolff. 1976, b). Se realizaron varios

experimentos para establecer si los agentes que requerían activación meta

bólica, podrian ser detectados en este sistema "in vitro". El análisis

de los niveles de ICHse realizaron en distintos tipos celulares, células

ováricas de hamster Chino (CHO), células pulmonares V-79 de hamster Chino

y linfocitos humanosentre otros, en presencia de dietilnitrosamina.dime

tilnitrosamina, benzopireno, 7,12-dimetilbenz(a) antraceno, 3-metilcolan

treno que son compuestos que necesitan ser metabolizados por microsomas

hepáticos (Natarajan y col., 1976; Craig-Holmes y Shaw, 1977; Popescu ycol.

1977; Nojciechowski y col., 1981; Okinaka y col., 1981).

El sistema puede ser aún más sensible mediante el uso de lineas

celulares más sensibles quelas células normales a la inducción de ICHpor

distintos agentes fisicos o quimicos (Shiraishi y col., 1979; Popescuy

col., 1983; Morimotoy col., 1984). El tratamiento de una linea celular

de xeroderma pigmentosa. que es defectuosa en la reparación por excisión,

realza la respuesta a estos agentes de un modoanálogo al uso de cepas es

peciales de Salmonella en el test de Amesen las que la sensibilidad se

ha incrementado por inhibición de la reparación (Wolff, 1981).

Una vez que los compuestos pudieron ser activados para producir

lesiones en el ADNque conducen a la formación de ICH. surgieron otras

preguntas acerca de la duración de estas lesiones en el ADNcelular. Los



intercambios se forman durante la fase S del ciclo celular, por tan

to, en teoria, la inducción de ICHpodria estar influenciada por cual

quier proceso que lleva a la remoción o modificación del daño antes que

las células comiencen a replicar su ADN. La frecuencia de ICH inducida

en consecuencia. será dependiente de la tasa de remoción y del tiempo

disponible para la reparación y/o modificación de la lesión (Lambert y

col., 1984). Algunos tipos de daños que llevan a la formación de ICH

son de larga vida, permaneciendo por varias generaciones celulares, mien

tras el efecto de otras lesiones está restringido a la primera o segunda

fase S luego de la exposición a los distintos compuestos.

Se realizaron experiencias para detenninar si un intercambio

era producido en el primer, segundo 0 tercer ciclo luego de la adminis

tración del agente. Es posible realizar esto por el agregado de colchi

cina a las células antes que se dividan por primera vez. Las células son

entonces, tetraploides luego de dos ciclos de replicación. Estas células

tetraploides contienen cromosomascon cromátidas diferenciadas si está

presente la droga BrdUen el cultivo. En estas células, un ICHque fue

inducido durante el primer ciclo de replicación afectaría a los dos cro

mosomashijos en forma similar y seria contabilizado como un "ICH geme

lar", mientras que un ICHinducido en el segundo ciclo, es decir, luego

que los dos cromosomas hijos se formaron, afectaría a uno de los dos

cromosomas y seria analizado como un "ICH simple" (Wolff, 1981). En cé

lulas CHO,que son relativamente deficientes en su capacidad de repara

ción, los ICHson inducidos en los dos ciclos (primero y segundo) poste

riores al tratamiento con un númerodiveraadeagentes quimicos, entre

ellos N-acetoxiacetilaminofluoreno (AAAF)que tiene una vida media extrg

madamente corta de 7.5 min en agua. Cuando se estudian las células CHO

en tercera división, en las que solamente la mitad de los cremosomas

presentan diferenciación en sus cromátidas, se halló que las lesiones



inducidas por AAAFno persistian y no hubo incremento en el nivel de ICH.

De modotal que. en células CHOlaslesiones dunnidosciclos pero no tres.

Experimentos similares con otra linea celular de hamster Chino

(Bl4FAF) que es más deficiente en su reparación que las células CHO,in

dicaron que las lesiones persisten durante el tercer ciclo.

Por último, cuando se llevó a cabo esta investigación en linfo

citos humanos con eficiente capacidad de reparación, se observó que AAAF

era muy ineficiente inductora de ICH.

Asi, la prueba de ICHpuede usarse para determinar la permanen

cia de las lesiones en el ADNde los distintos tipos celulares. indican

do que el tiempo de vida de las mismas depende de las capacidades de re

paración del ADNcelular.

Finalmente, la sensibilidad en la inducción de ICHse explotó

de otra manera para obtener información acerca de los mecanismos bioqui

micos presentes en células de mamíferos. La respuesta_adaptativa descu

bierta en Eschericbja_cgjj por la cual bacterias expuestas a bajas dosis

de un mutágeno son resistentes a Subsecuentes exposiciones a concentra

ciones más altas de los compuestos, fue hallada en células de hamster

Chino y en células humanas.

El posible mecanismopara esta respuesta adaptativa seria la in

ducción de enzimas de reparación, ADNmetil-transferasa y glicosilasa.

Los linfocitos humanostienen estas enzimas, y la estimulación con fito

hemaglutinina reSulta en un incremento de esa actividad enzimática. Se

ha demostrado que los linfocitos muestran una respuesta adaptativa a la

inducción de ACpor una dosis alta de rayos X luego de una irradiación

crónica de bajo nivel por timidina tritiada incorporada (Olivieri y col.,

1984). Este fenómenotambién se ha observado en linfocitos tratados qui

micamente. Morimoto y col. (1986) comunicaron que los linfocitos Cuando



se han pretratado con una baja concentración de N-metil-N'-nitro-N-nitrg

soquanidina (MNNG).pueden mostrar una reSpuesta adaptativa a la induc

ción de ICH por la siguiente exposición a alta dosis de MNNG,pero no de

mitomicina C o etil-nitrosourea.

[.4. Relaciones entre ACo ICHcon otras respuestas biolóqicas.

Los mecanismos involucrados en la inducción de ACy de ICH son

diferentes, y los resultados no Quisiempre paralelos (Palitti y Becchetti,

1977; Hemminki y col., 1979; Wolff, 1979). Asi, por ejemplo, bromuro de

etidio, citosina arabinosa. cloranfenicol y cicloheximida inducen ACpero

no ICH. Mientras que cafeína.hidroxiurea. teofilina. toobromida y actino

micina D inducen ICH pero no AC.

Wolff (1977) utilizando células de xeroderma pigmentosa (defi

cientes en su capacidad de reparación del ADN),demostró que los niveles

de ACinducidos por sulfonato de metilmetano (HMS), sulfonato de etilme

tano (EMS)y N-metil-Nïnitro-N-nitrosoguanidina (MNNG)son los mismos que

los de células normales. En cambio, los valores de ICHinducidos por

estos mismos c0mpuestos son más altos en células de xeroderma pigmentosa

que en normales. Esto permite establecer que las lesiones que conducen

a la producción de ICH por MMS,EMS. y HNNGno son reparadas por las cé

lulas de xeroderma pigmentosa y en consecuencia parecen ser distintas de

aquellas que conducen a AC.

Comomenciona Gebhart (1981) ambas pruebas tienden a complemen

tarse. Por otro lado, la comparación entre el número de anomalías cromo

sómicas y la frecuencia de ICHen lineas celulares de tumores linfáticos

revela una buena correlación (Fonatsch y col., 1980).

El ensayo de micronücleos "in vitro“que detecta tanto a los a

gentes que actúan sobre los cromosomas o clastógenos como a los que afeg



tan al huso mitótico, es ligeramente menos sensible que la prueba de ICH

"in vitro" (Lasne y col., 1984).

Respecto a la relación entre la formación de ICHy la inducción

de_mutagjgngs, se demuestra que las respuestas no son las mismas para

los diferentes agentes quimicos. Estas observaciones conducen a varios

autores a establecer que los mecanismos por los cuales se producen ambos

fenómenosno están relacionados. Esta hipótesis se sustenta en la evi

dencia aportada por los efectos de diferentes agentes fisicos o quimicos

comoluz ultravioleta (Fujiwara y col., 1981), agentes alquilantes (Morris

y col., 1983), hidrocarburos policiclicos (Nayakycol., 1985), arilaminas

N-oxidadas (Morris y col.. 1985). etc. Ni ICHni ACse correlacionan con

la inducción de mutaciones de punto, indicando que diferentes lesiones

primarias en el ADNy distintos caminos de reparación estarian involucra

dos en estos procesos biológicos (Natarajan y col., 1984).

Sin embargo, Carrano y col. (1978) demuestran que en algunos ca

sos existe una relación estrecha entre la inducción de ICHy la respues

ta mutagénica. Los compuestos empleados difieren en Su capacidad de in

teracción con el ADN:EHSy N-etil-N'-nitrosourea (ENU)son agentes al

quilantes simples, mitomicina C es un agente que produce entrecruzamien

tos de las cadenas del ADNy sulfato de proflavina es un agente intercalante.

Analizando transformación celular, Popescu y col. (1985) sostig

nen que, aunque no existe una relación absoluta entre la inducción de

ICHy otras respuestas biológicas, el ICHpuede correlacionarse con trans

formación celular.

La inducción de transformación celular neoplásica está asociada

con alteraciones en el ADNluego de la exposición a agentes carcinogéni

cos. La inducción paralela de transformación celular y de ICHsugiere

quelas lesiones delADNinvolucradasen la formación de ICHpueden ser



esenciales para la inducción de transformación morfológica (Popescu y

col., 1985).

Por ejemplo, las sales de arsénico, níquel y berilio a concen

traciones electivas para causar transformación celular inducen ICHy AC.

mientras que el tungstato de sodio, un agente quimico no-transformante,

ni induce ICH ni produce AC (Larramendy y col., 1981).

Los cambios cromosómicos son también importantes en los estados

tempranos de la transformación. Los carcinógenos dietilstilbestrol (DES).

arsénico y asbestos inducen transformación en presencia de alteraciones

cromosómicas (Barrett y col., 1984). DESinduce no-disyunción cronmsómi

ca llevando a aneuploidia, arsénico es un clastógeno efectivo y asbestos

es un inductor potente de cambios cromosómicos numéricos.

Sin (‘Illlh|l‘(|(), suqún |’o|n.".(,n y I)i I’noln (I‘m/l) Iu'. nlwrrncimn".

están asociadas más estrechamente con letalidad que con la inducción de

transformación.

En base a la correlación existente entre la inducción de ICHy

la presencia de tggjcjggd.cgjulgr_para agentes metilantes (Morris y col.,

1982) y para derivados de arilaminas N-oxidadas (Morris y col., 1984),

entre otros, un paso comúnestaria involucrado en las dos respuestas big

lógicas; aunque los intercambios se observan a dosis de los tóxicos que

no producen una reducción medible en la sobrevivencia celular (Morris y

col., 1985).

Las células con una frecuencia elevada de ICH, como la hallada

en los linfocitos periféricos de pacientes con sindrome de Bloom, no son

menos viables que las que poseen menores valores de ICH (Wolff, 1983).

La relación entre ICHy citotoxicidad no se extiende a todas las

clases de compuestos quimicos, por ejemplo, radiación ionizante y ciertos

agentes quimicos radiomiméticos comobleomicina son ineficientes inducto



res de ICHpero son letales para las células de mamíferos. Tampocoexis

te esta relación con derivados de benzo (a) pireno (Hsu y col., 1979).

Swensony col. (1980), por su parte, han comunicado que la al;

quilación en_el oxigeno_ó_de_la_guanina (06-alquil guanina) parece ser

relevante para la inducción de ICHpor los auentes alquilantes [M8, N

metil-N'-nitrosourea (MNU)y ENU.

Comolas células deficientes en la remoción de 06-alquil guani

na tienen frecuencias más altas de ICHluego de la exposición a agentes

alquilantes que las células eficientes en su reparación, la presencia de

06-alguil guanina seria una lesión inductora de ICH(Popescu y col.,1985).

Cuando la inducción de ICH es comparada con la formación de cada

producto de alquilación por Morris y col. (1984). no se observa una rela

ción cuantitativa entre los niveles de cada aducto especifico de ADNy

la frecuencia de ICH. Los estudios moleculares indican que la alquila

ción del 06 de la guanina es la causa más probable de lesiones que llevan

a mutaciones de punto luego del tratamiento con agentes etilantes (EMSy

ENU). La inducción de ICHno se correlaciona con estos dos parámetros

medidos (Natarajan y col., 1984).

Haydatos que indican una posible participación de la alquilación

del oxigeno en la producción de aberraciones (Abbondandolo, 1984). Las

bases con oxigeno alquilado, tales como05-alquilguanina y 04-alquilti

mina, pueden aparearse mal con timina y guanina, respectivamente.

Por último, no existiría una relación simple entre reparación

gel_figfi_y la inducción de mutaciones, ACo ICH. Las células de xeroderma

pigmentosa ya mencionadas, son deficientes en la reparación del ADNpero

no muestran una aumentada sensibilidad a todos los clastógenos.

Inversamente,células con una buena respuesta a los agentes clas

togénicos no necesitan poseer un defecto en su capacidad de reparación.



La aplicación de cafeína reduce la reparación posterior a la

replicación del ADN,eleva la letalidad, aumentala frecuencia mutacio

nal e incrementa las aberraciones en células tratadas con carcinógenos.

indicando que el mismo tipo de daño en el ADNes responsable de todos

los efectos analizados (Stich y col., 1983). Kato (1973) observó que el

valor de ICHdisminuye en células irradiadas luego del tratamiento con

cafeína.

Sin conocer aún el mecanismo involucrado en la formación de ICH,

estos intercambios no serían el resultado de la reparación posterior a la

replicación del ADN(Palitti y Becchetti, 1977; Bowdeny col., 1979).

De lo expresado en esta sección se puede deducir que diferentes

agentes inducen respuestas genotóxicas medibles en células de mamíferos.

Estas respuestas incluyen inducción de mutaciones, transformación celular,

muerte celular, formación de aductos, reparación del ADN,producción de

ACy de ICH. La comparación entre ellas sugiere la presencia de distin

tos aspectos biológicos de la interacción entre el agente estudiado y la

célula "blanco" que puede responder con ACe ICH según el agente en jue

go y según la célula ensayada.

1.5. Linfocitos humanos como sistema de prueba.

Tanto las ACcomo los ICHson estudiados esencialmente en cual

quier población celular en división, o en cualquier población celular

que pueda ser estimulada por un agente mitogénico a entrar en división.

En animales hay varios tipos celulares que reunen estas condiciones. Apar

te de la sangre periférica, los linfocitos se encuentran en varios órga

nos: bazo, timo, médulaosea, nódulos linfáticos, tejido gastrointestinal,

amfgdalas y apéndice. En sistemas experimentales con roedores. algunos

de estos tejidos han sido utilizados para el análisis de ACy de ICH



(Conner y col., 1980; Tice y col., 1980; Sugujamay col., 1981; Kligennan

y col., 1981; Morimoto y Koizumi, 1983; Putman y col., 1985; Sinha y col.,

1985).

[l indice mitótico elevado de los tipos celulares que se encuen

tran en la médula ósea, ha hechoeaeste tejido muyútil para la elección

rutinaria.

En humanoshay solamente dos tipos celulares que se utilizan pa

ra estos propósitos. Estos son, las células de la médula ósea. que cons

tituyen una población en división y los linfocitos periféricos, que nor

malmente no están en división pero pueden entrar en el ciclo celular cuan

do son estimulados "in vitro" con un mitóqeno.

Por la facilidad de obtención de las muestras sanguíneas en com

paración con la toma de muestras de la médula ósea, la mayoria de los es

tudios sobre la inducción de alteraciones cronnsómicas en humanosse han

realizado en linfocitos periféricos. Enesta tesis se utilizará este en

sayo.

Dentro de los contextos experimentales y de monitoreo humano,

los linfocitos constituyen un tejido conveniente y revelante para el ana

lisis citogenético (Evans y O'Riordan, 1975). Las muestras se obtienen

fácilmente y pueden hacerse en forma reiterada sobre el mismoindividuo,

disponiéndose de un gran número de células humanas con pocos mililitros

de sangre ya que cada mililitro puede contener de 1 a 3x106 linfocitos

pequeños.

Los linfocitos se distribuyen por todo el cuerpo estando en con

tacto intimo y continuo con el suero que es el medio natural para el

transporte e intercambio de los compuestos activos y los metabolitos en

tre las células y los tejidos. Desdeeste punto de vista, los linfoci

tos humanosconstituyen un indicador celular casi ideal para el estudio



del daño sobre el material genético.

Nordenson y col. (1984) han comunicado que "el uso de los lin

focitos conn detectores del daño cronnsómico se basa en la preSunción

que habria una correlación entre el grado de daño cromosómico en linfo

citos y el existente en otras células somáticas, y por lo tanto, los

linfocitos pueden servir comocélulas indicadoras".

Virtualmente todos los linfocitos sanguíneos constituyen una

población celular sincronizada en el mismoestado Go del ciclo celular

y en individuos sanos estas células están infrecuentemente involucradas

en proliferación mitótica "in vivo".

Desde la observación de Moorheady col. (1960) que los linfoci

tos periféricos pueden ser estimulados para entrar en el ciclo celular y

ser observados en metafase, se han obtenido una gran cantidad de datos u

tilizando a los linfocitos humanoscomosistema de prueba.

La fitohemaglutinina (PHA), un extracto del poroto Egasgglus_

vulgaris, es el mitógeno usado más frecuentemente para este propósito.

Se cree que el mecanismo por el cual actúa involucraria la unión del mi

tógeno a receptores de la superficie celular, un proceso que presenta al

guna semejanza con las reacciones inmunes inducidas por el antígeno y es

te proceso estaria acompañadopor cambios metabólicos (Allen y col., 1984)

Además de la PHA, se han utilizado otros mitógenos como concana

valina A, extracto de Nistaria floribunda y lentil lectina para estimular

a los linfocitos a entrar en mitosis (Deknudt y Kamra, 1983). De los mi

tógenos nombrados es la PHAla que posee la mayor actividad mitogénica

(Deknudt, 1982). Actualmente se sabe que en el hombre todos estos mitó

genos activan primariamente a los linfocitos T, es decir, las células de

rivadas del timo. El linfocito T está comprometidocon la respuesta in

mune, de modo tal que, cuando se realiza un análisis de una exposición a



agentes fisicos o quimicos "in vivo", cualquier exposición reciente del

individuo a un estimulo inmunológico puede alterar positivamente o nega

tivamente el número de células con alteraciones cromósomicas, dependien

do del momentoen que las células se hayan extraido del individuo (Evans

y O'Riordan. 1975).

Si bien son los linfocitos T los que primero responden a la PHA.

existe una pequeña fracción de los linfocitos B que también proliferan

(Evans y Vijayalaxmi, 1980). Los linfocitos T que se replican más tempra

namente comienzan la sintesis del ADNaproximadamente 24 hs. después de

la estimulación, otros responden en forma asincrónica hasta cuatro dias

o más luego del tratamiento con PHA. Los linfocitos B responden a la PHA

más lentamente y poseen una tasa de proliferación celular en cultivo más

alta que las células T (Allen y col. 1984).

El tiempo de vida de los linfocitos humanoses variable, siendo

de hasta varios años. Debido al largo tiempo de vida de muchos de los

linfocitos T en sangre periférica, el uso de la estimulación con PHAofre

ce la posibilidad de detectar daño acumulado (Vainio y Sorsa, 1983). En

realidad son los datos de roturas cromosómicas los que indican una vida

media de los linfocitos de aproximadamente dos años o más (Hook, 1981;

Leónard y col., 1984). La evidencia para los efectos de irradiación pue

de manifestarse varios años después de la exposición, comoes evidente

de los estudios de pacientes expuestos a radiación terapéuticaciala ra

dioactividad de las explosiones de la bombaatómica hace más de cuarenta

años. Las lesiones cromosómicas inestables lentamente desaparecen, mien

tras que las translocaciones balanceadas permanecenrelativamente cons

tantes. Las aberraciones inestables son aproximadamente 3.5 veces más

frecuentes que las translocaciones balanceadas inmediatamente después

de la exposición, pero se nivelan de modo tal que son aproximadamente



iguales luego de dos años para luego disminuir. Aberraciones similares

pero menos evidentes fueron inducidas pOr agentes químicos. Una eviden

cia directa de rearreglos cromosómicosluego de la exposición a agentes

quimicos se obtiene de los datos sobre trabajadores expuestos a benceno

dos años antes y de pacientes que habian recibido quimioterapia siendo g

vidente en un caso el efecto once años después de la exposición (Hook,

1981).

1.5.1. Iipgs_de daños analizados en linfocitos periféricos.

1.5.1.1. ACinducidasgpor radiación.

Por una variedad de razones. es importante analizar la utilidad

del ensayo de linfocitos para estimar la exposición a radiación ionizan

te en forma separada de los casos expuestos a agentes quimicos. Todos

los primeros estudios sobre el análisis de ACen linfocitos se realizaron

sobre individuos expuestos a radiaciones. El hecho que, en estos casos

la estimación de la exposición podria hacerse con alguna exactitud ha llg_

vado a pensar que procedimientos similares podrian aplicarse a personas,

grupos o poblaciones expuestas a agentes quimicos ambientales o en el lu

gar de trabajo.

Radiación y un pequeño número de agentes quimicos (por ejemplo,

estreptonigrina, bleomicina, neocarzinostatin, citbsina arabinosida y 8

metoxicafeina) son capaces de producir aberraciones en todos los estados

del ciclo celular; aberraciones tipo cromosomaen G1y aberraciones tipo

cromátida en S y G2.

Luego de la exposición a radiación, aberraciones tipo cromosoma

seran inducidas en los linfocitos en el estado Godel ciclo celular, que

SOncélulas que no se dividen, y podrán ser vistas en la primer metafase

luego de la estimulación mitogénica en cultivo. El hecho que la aberra



ción pueda producirse en células en Go significa que su frecuencia puede

ser relacionada directauwnto con la dosis recibida (es decir, la lrvcuen

cia de aberraciones es proporcional a la dosis). Se ha demostrado para

muchasespecies que la frecuencia de aberraciones inducidas "in vitro"

es la misma que la frecuencia inducida por la misma dosis recibida "in

vivo". (Preston, 1985).

Esto significa que puede obtenerse una curva estandar dosis-res

puesta para cualquier tipo de radiación "in vitro" y luego esa curva u

sarse para estimar las dosis recibidas por los individuos comoresultado

de accidentes, y exposiciones médicas o ambientales a radiaciones. La

frecuencia de aberraciones (generalmente dicéntricos) es medida en mues

tras de sangre de individuos expuestos y luego convertida a una dosis es

timada por medio de la curva dosis-respuesta estandar. Hayextensa lite

ratura sobre el uso de los linfocitos comodosificador biológico para mu

chas radiaciones diferentes (Brandomy col., 1978; Natarajan y Obe, 1980;

Pohl-Rüling y Fischer, 1979).

La prueba de linfocitos también puede usarse para estimar las

dosis resultantes de exposiciónes crónicas a radiaciones (Evansy col.,

1979). Esto es posible nuevamente porque las aberraciones son inducidas

en células en Go, y su frecuencia estaria directamente relacionada con

la exposición.

Las células que contienen aberraciones inducidas por radiación

se perderán gradualmente del "pool" de linfocitos periféricos, comotam

bién sucede con las células normales, es decir que no contienen aberra

ciones, comoresultado del recambio de linfocitos. Sin embargo, las cé

lulas que repueblan el "pool" periférico derivarán de precursores celula

res normales, y no de aquellos que contienen aberraciones. Esto conduce

a que, durante las exposiciones crónicas (meses o años) la frecuencia de



aberraciones no será aditiva con el tiempo, sino que se alcanzará algún

equilibrio donde se formarán nuevas aberraciones y algunas ya existen

tes se perderán de la población muestreada.

Unargumento similar puede aplicarse para determinar el tiem

po máximo de muestreo luego de una exposición aguda con el fin de me

dir la máximafrecuencia de aberraciónes o la frecuencia real induci

da. [l recambio de los linfocitos resultaría en la pérdida decólulas

del "pool" periférico, tanto normales comoanormales. y la repobla

ción por preCUrsores celulares normales. Según Preston (1985) la fre

cuencia de aberraciones permanece constante por seis semanas aproxi

madanwnte luvqo (le la exposición.

Se han tomado muestras de sangre muchos años después de la ex

posición como por ejemplo, en personas expuestas a la bomba atómica

en Hiroshima y Nagasaki. Basándonos en el hecho que alouna porción de

los linfocitos son de muy larga vida (más de 20 años). las aberracio

nes inducidas por radiación pudieron ser aün observadas en los linfo

citos presentes en el momentode la exposición (Bender. 1984). Si se

tiene presente que la frecuencia de aberraciones declina exponencial

mente con el tiempo, puede hacerse una estimación aproximada de la

dosis recibida.

I 5.1.2. ACinducidas por agentes químicos.

Basadosenel éxitxidela prueba con linfocitos para estimar las

exposiciones a radiaciones, pareció apropiado analizar las aberracio

nes presentes en muestras de sangre de individuos expuestos ocupacio

nalmente a uno o a una mezcla de agentes quimicos, e intentar determi

nar si existia exposición a un clastógeno, y relacionar frecuencias de

aberraciones con el posible nivel de exposición.



Aqui, sin embargo. hay que tener en cuenta que la cantidad de

daño en el ADNpresente en el momento de la replicación que tiene el

potencial de convertirse en ACdependerá de varios factores:

1) la dosis recibida,

2) la cantidad inducida de daños particulares que pueden resultar

en AC (un valor que puede variar de agente a agente),

3) la cantidad de reparación del ADNen las células Go antes del mues

treo (es decir, tiempo transcurrido entre exposición y muestreo) y

4) la cantidad de reparación en células G1 a partir de la estimulación

mitogénica a la primer fase S "in vitro".

Por supuesto, muchosde estos factores estarán sujetos a la

variación individual.

Las AC inducidas por tratamientos quimicos son producidas duran

te la fase S independientemente del estado del ciclo celular donde las

células fueron tratadas, siendo estas aberraciones principalmente del

tipo cromatïdico comoya fue mencionado.

Se sostiene entonces, que las aberraciones inducidas por mu

chos agentes quimicos son el resultado de un mecanismo que depende

del pasaje por la fase S, ya sea a través de la replicación del ADN

en si misma o por un fenómeno de post-replicación.

Sin embargo, bajo condiciones determinadas las células trata

das en Go con agentes quimicos que normalmente inducen aberraciones

tipo cromátida, también producen cambios tipo cromosoma. Evans y

Vijayalaxmi (1980) han observado que linfocitos tratados con mitomi

cina C en Go y estimulados a entrar en división con PHAa diferen

tes tiempos luego del tratamiento presentan cambios cromosómicos es

tructurales que dependen de los dias en cultivo entre la exposición

al agente quimico y el inicio de la división.



Finalmente es más apropiado considerar que la posibilidad

de producir aberraciones en células Gl o GZ luego de la exposición

a agentes químicos es normalmente baja, y que la probabilidad

está considerablemente aumentada cuando las células pasan a través

de la fase S.

I -5 - 1- 3- .I_CH.jmi_u_cLips_por. 2362.6111- agentes- 921711159.5..

La respuesta de ICHes débil ante la esposición a [adjagjof

nes jonigantes en cualquier estado del ciclo celular. En linfoci

tor irradiados en Go la reparación del daño inducido en el ADN

conduce a que poco o ningún daño esté presente cuando las células al

canzan la fase S, momento de la formación de los ICH (Preston,

1985). Por lo tanto, el análisis de AC en linfocitos es preferible

al análisis de ICHen los casos de exposición a radiacion.

Sin embargo, a pesar de lo reportado en la literatura acerca

de los reSultados negativos para linfocitos de individuos expuestos

a radiación ionizante, Gundyy col. (1984) han demostrado que

aumenta el valor de ICH en personas expuestas ocupacionalmente a

radiación ionizante. Másinvestigaciones serán necesarias en rela

ción con este tema.

En el caso de exposiciones a agentes guimicos el análi

sis de ICH es un ensayo más sensible para establecer si los in

dividuos han estado expuestos a un agente capaz de producir cam

bios cromosómicos.

Esta mayor sensibilidad de la prueba de ICH se debe posi

blemente al hecho que el daño inducido en células en Go y que per



manece no reparado hasta la replicación, tiene una probabilidad "ás

alta de resultar en un ICHqueeninuiAC(Preston, 1985).

Sin embargo, la prueba de ICH con linfocitos humanos ex

puestos "in vivo" está sujeta a muchosde los problemas discutidos

para AC. Comolos ICH se producen en el momento de la sintesis del

ADN.y la exposición se produjo en células en Go que no se dividen,

la frecuencia de ICHestará influenciada por la reparación del daño

entre la exposición y el muestreo de las células en Go, y por la repa

ración durante la primer fase G1 "in vitro".

En base a esto la frecuencia de ICH estaria relacionada

indirectamente con la exposición debido principalmente a la repara

ción del daño inducido en el ADN.

Hay casos donde puede determinarse alguna estimación razona

ble de la exposición, habiendo una relación lineal entre valores cre

cientes de ICH e incrementos en la mÍSma, como sucede en el caso de

la exposición a óxido de etileno (Stolley y col., 1984). Lambert y

col. (1978) han comunicado que al aumentar el número de cigarrillos fu

mados por dia aumenta la frecuencia de ICHobtenida.

1.5.1.4. Ciclo Celular en linfocitos periféricos.

Luego de la estimulación de los linfocitos humanos c0n PHA

los cultivos contienen diferentes generaciones celulares, es decir,

células que se dividen un diferente número de veces (Tice y col., 1976;

Morimoto y Wolff, 1980).

Esta heterogeneidad de la división celular ha sido atri

buida a diferencias en la duración del ciclo celularpia diferencias en



los tiempos en que las células comienzan su blastogénesis en respuesta

a la PHA (Snope y Rary. 1979).

Morimoto (1984) estableció que esta heterogeneidad se debe al

nnmento en el cual las células comienzan su primer sintesis de ADNen res

puesta a la PHA. Los linfocitos en división, ya sea que entren en mito

sis temprano o tardiamente luego de la estimulación tienen aproximadamen

te el mismo tiempo medio del ciclo celular.

Los resultados sobre la proliferación do los linfocitos sanqui

neos varian dependiendo, en gran medida, del sistema de cultivo y método

de medición empleados. Por ejemplo, Crossen y Morgan (1979) hallaron

tiempos más largos entre una generación y la siguiente, utilizando una

concentración de timidina tritiada más alta que la reportada por Morimoto

(1984).

Tanto Tice y col. (1976) como Morimoto y Wolff (1980) examinando

cultivos de linfocitos de 72 hs., encontraron porcentajes similares de

células en M1, M2y H3+ (aproximadamente el 4% de las células está en M1,

el 20% en M2 y 76% en M3+).

Para estudiar los efectos de un compuesto sobre la cinética de

proliferación celular, se mantienen los cultivos durante 72 hs. (Wolff,

1981). Si la adición de un compuesto produce enlentecimiento de la pro

liferación celular, entonces a las 72 hs. el númerorelativo de células

que se dividen una, dos o tres veces será el observado en un tiempo ante

rior, pudiéndose medir la cantidad de depresión celular en base a la prg

porción de estas células. Por ejemplo, si los porcentajes de células en

M1, M2y M3+obtenidos luego de 56 hs en cultivos controles es observado

a las 72 hs en un cultivo tratado, ha ocurrido una depresión del ciclo

celular de 16 hs.



Los pasos básicos involucrados en el cultivo de linfocitos para

el análisis de AC, ICHy ciclo celular serian los siguientes:

Estimulación de los

linfocitos con PHA/——A——\
Iniciación i G 3 44

del o h 24 h 48 h 2 h
cultivo T S S 7 s

Medio AC en M1 ICH en M2
Suero

Sangre o CICEETEELULAR
leucgfiAtos M1 M2 M3+

De acuerdo a lo establecido previamente, el análisis de ACse

realiza en cultivos de 48 hs, donde la mayoria de los linfocitos transfer

mados está en Su primera mitosis (M1). Rutinariamente, el análisis de

ICHse efectúa en cultivos de 72 hs en presencia de BrdU durante dos ci

clos celulares; aunque las tasas de proliferación de los linfocitos pue

den variar, una proporción elevada de células se hallan en M2a las 72

hs de cultivo.

1.5.2. Análisis de muestras de médula ósea.

También es posible analizar cambios cromosómicos en muestras de

médula ósea. Sin embargo, el uso de esta prueba no puede considerarse

rutinario debido al problema asociado con la obtención de las muestras.

Las células de la médula ósea constituyen una población en divi

sión, a diferencia de la población de linfocitos periféricos. Por lo

tanto, en el momentode una exposición aguda, las células estarán presen

tes en todos los estados del ciclo. Para una exposición a radiación es

to significa que las aberraciones tipo cromosomase inducirán en células

en Gl y aberraciones tipo cromátida en células en S y GZ, y estas serán

vistas comotales en la primera mitosis luego de la exposición, Si trans



curre algún tiempo entre la exposición y el muestreo (más de 24 hs), la

población analizada estará en su segunda o subsecuentes divisiones luego

de la exposición, ya que las células de la médula ósea están normalmente

en división. La frecuencia de aberraciones medida no representará la

frecuencia inducida sino la frecuencia transmitida. Esta será muchome

nor que la frecuencia inducida debido a la muerte celular comoresultado

de la pérdida de fragmentos acéntricos durante la división o a la inhibi

ción mecánica de la mitosis por la presencia de dicéntricos. Además,

las aberraciones tipo cromátida se convertirán en tipo cromosomaderiva

das de las replicaciones subsecuentes. Los únicos tipos transmitidos

con una alta probabilidad son las translocaciones recíprocas y las inver

siones. La eficacia de su análisis no es particularmente alto aún con

preparados bandeados.

No se recomienda el análisis de muestras de médula ósea en si

tuaciones de exposición a radiaciones a menos que se tomen muestras muy

tempranas.

Se aplican argumentos similares luego de una exposición a agen

tes quimicos. Se esperan únicamente aberraciones tipo cromátida indepen

dientemente del estado del ciclo celular tratado. Se necesitan nuevamen

te muestras analizadas en la primera mitosis, luego de la exposición, pa

ra medir la frecuencia inducida. En tiempos posteriores se producirán

aberraciones tipo cromosomaa partir de las aberraciones cromatidicas in

ducidas, y la muerte celular será el resultado de la división de células

aberrantes, dando una frecuencia de aberraciones disminuida. También,

la probabilidad de la transmisión de una translocación recíproca del tipo

cromátida es más baja que la existente para una translocación reciproca

del tipo cromosoma.

Sin embargo, si se puede extraer una muestra temprana, el ensayo



de la médula ósea es más sensible para la detección de una exposición

quimica que la prueba de linfocitos (Jensen y Nyfors, 1979). Esto se

debe al hecho que alguna proporción de las células de la médula estarán

en la fase S en el momentode la exposición, y las aberraciones pueden

producirse en estas células, a diferencia de los linfocitos donde las

células expuestas están en Go. También, como la fase GI en células de

la médula es muchomás corta que la primer Gl "in vitro" de los linfo

citos, se espera que el daño inducido y no reparado en estas células en

Gl estará aún presente en la fase S y se formarán aberraciones. Asi u

na alta proporción de células de la médula ósea tiene la potencialidad

de contribuir a la población celular aberrante, mientras que solamente

una pequeña proporción de linfocitos tiene este mismopotencial.

En el caso de exposiciones crónicas a agentes quimicos es di

ficil extraer conclusiones del ensayo de médula ósea debido al ciclaje

de la población celular durante la exposición.

Por la dificultad de tomar muestras de médula ósea en forma ru

tinaria, esto podrá aplicarse únicamentebajo circunstancias particula

res donde existan indicaciones de riesgo para la salud genética humana

(Vainio y col., 1983), extrayéndose preferentemente muestras cercanas al

momentode la exposición.

Debido a su versatilidad dentro de los sistemas experimentales

y a su relevancia para el monitoreo humano, la prueba de linfocitos ase

gura su aplicación continuada para acceder al riesgo genético resultante

de la exposición a agentes fisicos o quimicos.

I.6. gblgtixg

El objetivo de esta tesis es la de emplear las técnicas citoge

néticas de ACy de ICHpara detectar los efectos provocados por la expo



sición a industrias químicas y a pesticidas sobre el material genético.

Los estudios se realizan utilizando los fluidos corporales (sangre y ori

na) de las poblaciones expuestas.

La importancia de este tipo de estudio se fundamenta en la au

sencia de datos al respecto en nuestro pais.

Por otro lado y mediante la utilización de las mismas pruebas

citogenéticas se investiga el efecto del pesticida Aldicarb y de Su de

rivado nitrosado sobre linfocitos humanoscultivados en presencia de un

sistema de activación metabólica exógeno.

Se ha comunicado que el Aldicarb, principio activo del Temik,

es un veneno muy tóxico, siendo para los mamíferos 250 veces más mortal

que el DDT(un pesticida organoclorado) y 850 veces más potente que el

carbaril (un pesticida carbámico) (Marshall, 1985).

Teniendo en cuenta que el Temik es uno de los pesticidas más usa

dos en la Argentina en floricultura y horticultura para el control de in

sectos y nematodes y que son escasas las descripciones de sus efectos so

bre el material genético. nos pareció interesante elegir al Aldicarb para

los ensayos "in vitro".



II. Parte Experimenta].

II.1. Estudios citogenéticos "in vivo".

II.1.1. Monitoreo biológico de 1a exposición a agentes genotóxicos en e]

ambiente 1abora].

Los métodos de bio-monitoreo para medir 1a exposición a sustan

cias potencialmente mutagénicas y/o carcinogénicas están dentro de dos

grupos distintos (Van Sittert y de Jong, 1985):

(a) Métodos que se basan en 1a medición de 1a concentración de 1a sustag

cia misma, de sus metaboiitos o de ios productos de reacción de 1a sustag

cia activa con ias macromoiéculas ceïulares en medios biológicos (por e

jempïo, sangre, orina y aire exhaïado) y

(b) Métodos basados en 1a medición de efectos biológicos que resultan de

1a exposición a estas sustancias.

En e] primer grupo, 1a dosis tota] en e] cuerpo. 1a dosis pre

sente en un tejido específico o 1a dosis presente en e] órgano "bïanco"

puede determinarse usando métodos bioquímicos. Esto proporciona una me

dida más exacta de 1a absorción de 1a sustancia que 1a que puede ser es

timada de 1a concentración de] agente en e] medio ambiente.

En e] segundo grupo, Ios métodos son usados para la detección y

cuantificación de los efectos bioiógicos que pueden considerarse como

indicad0nes de 1a presencia de agentes quimicos en e] cuerpo. Esto per

mite ]a detección temprana de efectos adversos para 1a sa1ud que resu1

tan de 1a exposición a una sustancia o mezcïa de sustancias determinadas.

La relación entre exposición ambienta], datos de monitOreo bio

lógico y efectos sobre 1a saïud se muestra en e] cuadro siguiente:



DOSIS INTERNA

EXPOSICION AMBIENTAL+—-+CAMBIOBIOLOGIC04-+EFECTOS SOBRE LA SALUD

1’

Los métodos biológicos para monitorear poblaciones expuestas in

cluyen las pruebas basadas sobre efectos biológicos comoACe ICHen lin

focitos sanguíneos periféricos, micronücleos en eritrocitos maduroso en

linfocitos, reparación del ADNen células somáticas, mutantes hipoxanti

na-guanina-fosforibosiltransferasa (HGPRT)en células sanguíneas y mutan

tes de hemoglobina en glóbulos rojos.

Los métodos más desarrollados son la medición de AC e ICH en

linfocitosgperiféricos. Las otras técnicas están aún bajo análisis.

El monitoreo de individuos expuestos para acceder al daño produ

cido en el material genético requiere del uso de procedimientos no-inva

sivos para la obtención de las muestras en las que ese daño será analiza

do.

Una evaluación de la literatura acerca del uso de pruebas con

esperma humanoen relación al daño presente en células germinales enfatl

za las dificultades en aplicar estos métodos a grupos de individuos ex

puestos en ausencia de enfermedad. Aunque las anormalidades espermáticas

pueden ser indicadores de exposición, se desconoce su significado sobre

la función reproductora. Hasta ahora existe escasa evidencia a favor o

en contra de una asociación entre anormalidades en el esperma (número,

motilidad y nprfologia espermática) y consecuencias no deseadas comoa

bortos espontáneos o defectos en el nacimiento (Maugh, 1982; Nyrobek y

col” 1983).

Al estudiar la formación de ACy de ICHen los linfocitos circu

lantes, uno está aSUmiendoque la sangre es un tejido que representa el



daño que ocurre en todo el organismo. Por lo tanto, al examinar las cé

lulas sanguíneas se está monitoreando indirectamente los efectos que es

tán ocurriendo en tejidos distantes e inaccesibles.

El rol del monitoreo citogénetico en el caso de radiación ioni

zante ha sido reconocido y practicado durante años. En cambio, los da

tos sobre efectos clastogénicos en grupos de trabajadores expuestos ocu

pacionalmente a agentes quimicos son aün limitados y de naturaleza cua

litativa.

A pesar de esto y sobre la base de datos experimentales y de ob

servaciones reiteradas de daño cromosómicoinducido "in vivo", podria

considerarse al monitoreo citogenético comoun método útil paradetectar

exposiciones peligrosas (Vainio y Sorsa, 1983).

Varias investigaciones se realizaron midiendo los efectos de gg

notóxicos quimicos sobre la frecuencia de ACy de ICHen linfocitos perl

féricos de poblaciones expuestas laboralmente (Tabla 1)



TABLA1. Resultadospublicados sobre exposición ocupacional a agentes qui
micos y determinaciones de ACy de ICH.

Agente Químico Resultado del estudio Referencias
AC ICH

Agentes de la goma (+) + Máki-Paakkanen y col (1984)

Asbestos * + Romy col. (1983)

Benceno + Sarto y col. (1984)

Cloruro de Vinilo + Hansteen y col (1978)

Anderson y col.(1981)

Combustible fósil + Léonard y col. (1984)

Epiclorohidrina + Picciano (1979)

Epoxi-resinas Mitelman y col. (1980)

Estireno + Meretoja y col. (1977)

Andersson y col. (1980)

Formaldehido Bauchinger y Schmid (1985)

Hidrocarburos aromáticos

policïclicos Becher y col. (1984)

Metil-paratión Stocco y col. (1982)
Yu y col. (1984)

Niquel + Haksvik y col.(1984)

Oxido de etileno + + Stolley y col. (1984)

Galloway y col. (1986)

Plomo (+) Maki-Paakkanen y col.(1981)

Solventes orgánicos + + Funes-Cravioto y col. (1977)

Tolueno + Schmid y col. (1985)

+ Re5ultados positivos (+) posibles resultados positivos
- Resultados negativos * no hay datos



La orina es otro de los fluidos corporales utilizados para el

monitoreo biológico en el ambiente laboral.

Muchos agentes quimicos son excretados en la orina como metabo

litos mutagénicos activos, mientras que otros mutágenos quimicos son ex

cretados como conjugados no-mutagénicos.

Debido a esta conjugación de grupos funcionales del compuesto

original o de sus metabolitos via glUCuronil-transferasas para dar O-glu

Curónicos, es importante que el ensayo se realice en presencia de B-glucu

ronidasa para hidrolizar los metabolitos conjugados (Bartsch y col., 1982).

Por otro lado, en la orina las concentraciones de compuestos mu

tagénicos son generalmente bajas (Sorsa y col., 1981). Por tal motivo,

comúnmentese utilizan procedimientos para la concentración de los compg

nentes urinarios para su posterior análisis(Yamasaki y Ames, 1977).

Una limitación obvia de esta prueba es que puede detectar sola

mente genotóxicos que sean excretados en la orina ya sea en forma activa

o comoconjugados. Aún con esta limitación el ensayo ofrece posibilida

des promisorias para el monitoreo biológico de poblaciones expuestas.

Se han identificado metabolitos mutagénicos en orinas de indivi

duos expuestos usando bacterias, células de hamster Chino o linfocitos

humanos como células indicadoras y contando mutaciones, ICHy AC, respeg

tivamente.

Existió un aumento en la actividad mutagénica con orina de tra

bajadores de la industria de la goma(Vainio y col., 1982), en la frecuen

cia de ICHcon orina de pacientes que recibieron drogas citostáticas

(Guerrero y col., 1979) y de ACcon orina de fumadores y de trabajadores

expuestos a pesticidas (Pilinskaia, 1985).



11.1.2. Factores que influyen sobre la frecuencia de ICHy de AC.

Aún cuando los pasos técnicos comocondiciones de cultivo y tiem

po de cultivo celular sean mantenidos constantes, los linfocitos de indl

viduos diferentes, comoasi también de un miSmoindividuo a través del

tiempo, pueden exhibir considerable variación en los niveles basales e in

ducidos de ICH (Lambert, 1984; Speit y col., 1986).

Aunquelos estudios de mellizos monocigóticos y dicigóticos in

dican que la variación genética no tiene mayor influencia sobre la varia

ción de las frecuencias de ICHespontáneos o inducidos (Hedner y col.,

1984,a), otros reSUltados claramente sugieren que hay una Susceptibilidad

aumentaday/o una resistencia disminuida, determinadas genéticamente, a

los efectos de agentes ambientales que dañan el cromosoma.

Morimoto y Wolff (1980) expusieron linfocitos humanos a benceno

y sus metabolitos (fenol, hidroquinona y catecol) y hallaron que aunque

el benceno y el fenol inducen muy pocos ICH, hidroquinona y catecol son

muyactivos, indicando que estos son los metabolitos responsables de los

efectos deletéreos del benceno. En experimentos recientes (Wolff 1984)

se encontró que esta respuesta no es universal y que la constitución ge

nética de cada persona puede afectar el metabolismo de la hidroquinona.

Habría dos clases de individuos: aquellos cuya sangre responde

a la hidroquinona y aquellos cuya sangre no responde. Una actividad en

zimática determinada genéticamente, podria afectar el modocon el que u

na persona responderia a un daño quimico.

Por un lado existen evidencias que indican que la edad y sexo

no influyen significativamente sobre la frecuencia de ICHen linfocitos

humanos normales (Galloway y Evans, 1975; Morgan y Crossen, 1977), mien

tras que por otro lado hay observaciones opuestas: se ha demostrado un



incremento significativo en el valor de ICHcon el aumento de la edad de

los individuos analizados (Schmidt y Sanger, 1981; Sarto y col., 1984)

y las mujeres poseen una frecuencia de ICHmás alta que los varones entre

adultos normales (Hedner y col., 1982; Soper y col., 1984; Margolin y

Shelby, 1985).

También,_los hábitos de fumar y beber pueden afectar los nive

les de ICH.

A partir de los primeros trabajos acerca de exposición ocupacig

nal que mostraban un aumento en el valor de ICH por célula en los fumado

res, varias investigaciones han confirmado esta observación (Hopkin y

Evans, 1980; Sinha y col., 1985; Stucker y col., 1986), mientras otros

no han otenido los mismos reSultados (Hollander y col., 1978; Ardito y

col., 1980).

Unaexplicación de esta discrepancia podria ser la gran superpg

sición en las frecuencias de ICHentre no-fumadores y fumadores, lo cual

lleva a que cada grupo deba comprender un número relativamente grande de

individuos para permitir la detección, si es que existen, de diferencias

estadísticamente significativas.

Teniendo presente que el humode cigarrillo l'in vivo" puede afeg

tar la frecuencia de ICH, tanto el grupo control comoel expuesto deben

ser Cuidadosamente encuestados con respecto al hábito de fumar cuando se

usa la técnica de ICHen el monitoreo de poblaciones expuestas.

Butler y Sanger (1981) y Hedner y col. (1984,b) han encontrado

un incremento en los valores de ICHen alcohólicos cuando se los compara

con grupos controles.

Estos mismos factores influyen sobre la freCuencia de AC. En

efecto, se ha observado un aumento significativo en los valores de ACasg



ciados con el incremento de la edad (Hedner y col., 1982; Galloway y col.

1986).

Contrariamente, Sinha y col. (1986) no detectaron una influencia

significativa de la edad sobre el númerode aberraciones totales.

Existen diferencias entre los sexos en los valores de ACsegún

Hedner y col. (1982).

Tambiénse han hallado datos contradictorios en relación al há

bito de fumar y su influencia sobre la frecuencia de AC(Andersson y col.

1980; Hopkin y Evans, 1980; Galloway y col. 1986; Sinha y col. 1986).

La identificación y cuantificación de estas potenciales varia

bles debe ser tan completa comosea posible en el monitoreo de poblacio

nes con el objeto deajustarlas al máximogrado. Comotales variables

(edad, sexo, fumar, uso de drogas, radiación diagnóstica o terapeütica)

afectan la frecuencia de ICHo de AC,para determinar si los cambios cito

genéticos han sido inducidos por la exposición a un agente fisico o qui

mico, la freCUencia debe ser comparada a la de un grupo apareado no-ex

puesto.

Es ideal que el mismo individuo sea usado como control antes de

la exposición. Generalmente, esto no es posible de realizar en la prác

tica. Es muydificilconseguirun control apareado para cada individuo

ya que dos seres humanos son genéticamente diferentes y además no tienen

hábitos idénticos.

Por lo tanto, se trata de seleccionar el grupo control más aprg

piado para que la única variable a considerar sea la exposición al compa

rarlo con el grupo expuesto en el ambiente laboral.



11.1.3. Intercampio de cromátidas hermanas en trabajadores de una indus

tria guimica.

El objetivo de esta investigación fue el estudio de los fluidos cor

porales (sangre y orina) de los trabajadores de una industria quimica de Buenos

Aires. Endichaindustriasernoducen taninos sintéticos,EDTAglblanqueadores

estilbénicos yse formulanlos pesticidas malation, diazinón yheptacloro.

Se ha informado que malatión produce aumentos en la frecuencia

de ICHen células de hamster Chino V79 (Chen y col., 1981), en células

CHO(Nishio y Uyeki. 1981) y en fibroblastos fetales humanos (Nicholas y

col., 1979). Ademásincrementa la frecuencia de micronúcleos en células

de médula ósea de ratones Rockland luego de tratamiento dérmico (Dulout

y col., 1982, b) y el número de AC, también en células de médula ósea,

de hamster Sirio tratados "in vivo" (Dzwonkowskay Hubner, 1986).

Diazinón produce aumentos en la frecuencia de ICHen células

linfoides humanasen presencia del sistema S9 de activación metabólica

(Sobti y col., 1982) y ACen células pulmonares de hamster Chino

(Matsuoka y col., 1979).

Heptacloro es mutagénico en Salmonella typhimurium TA 98 y

TA 100 en presencia de la fracción 59 de higado de rata o de la fracción

Sl de maiz (Gentile y col.. 1982). Induce ACen células de médula ósea

de ratones tratados y sintesis de ADNno-programada en células humanas

transformadas con SV40;es hepatocarcinogénico para ratones (IARC, 1979).

No se ha hallado información acerca de la genotoxicidad de los

otros compuestos quimicos manipulados.

El monitoreo biológico de los individuos expuestos de la indus

tria quimica se efectuó mediante el análisis dela frecuenciade ICHenlin

focitos periféricos y del efecto de los concentrados de orina sobre el

ICHde linfocitos de un único dador sano.



Materiaies y Métodos

Descripción de 1a población.

Se estudiaron 42 individuos: 22 trabajadores de 1a empresa y 20

controles constituidos por dadores voiuntarios de sangre no expuestos ocu

pacionaimente a Sustancias químicas.

Los expuestos y ios controles fueron apareados por edad. E1 ran

go de edad fué de 23 a 56 años, con un promedio de 41.0 en los trabajado

res y de 38.4 en ios controies.

Se recoiectó información sobre hábitos de fumar y beber, uso de

drogas, sintomas de enfermedadesanteriores, tipo de trabajo reaiizado,

antigüedad en e] mismo, historia de intoxicaciones previas y niveies de

colinesterasa en sangre.

Brggaración de ios concentrados de orina (C0),

Se estudiaron 14 C0: 9 trabajadores y 5 controles. Las muestras

de orina de 10s trabajadores y de ios controies, que ingirieron una dieta

norma] y no recibieron medicación alguna enias últimas 48 hs, se recogig

ron durante 12 hs comenzando e] dia martes 4 hs después de finalizado e]

dia de trabajo.

E1 anáiisis de rutina de ias orinas por e] ensayo de Combur

(Boehringer) dió vaiores normaies. Se determinó 1a concentración de crea

tinina de todas 1as orinas.

Las orinas fueron fiitradas a través de pape] de filtro Whatman

n“ 1 y almacenadas a —40°C. Posteriormente ias muestras fueron desconge

iadas y nuevamente filtradas. Se usaron cartuchos Sep-pack C18 (Waters

Associated Inc.; Miiford, Mass) para concentrar ias sutancias hidrofóbi

cas de 1a orina.

La orina se dividió en fracciones que contenían dos mmoies de



creatinina. Cada fracción se inyectó en e] cartucho. Luego de remover

1a histidina residual, otras sustancias hidrofiïicas y sales inorgánicas

de] cartucho con 3 m1 de agua destiiada, ios compuestos no poiares se

eiuyeron con 3 mi de acetona.

Antes de usarlo nuevamente se lavó e] cartucho con 3 m1 de meta

no] y se regeneró con 3 m1. de agua. Para 1a concentración de todas las

fracciones de orina de un mismo individuo fue usado un cartucho.

Las fracciones eiuidas de un individuo se reunieron y 1a acetona

se evaporó a 60°C bajo una atmósfera de nitrógeno.

E1 residuo se disoivió en 0,4 m1 de dimetiISuïfóxido (DMSO)por

mmo] de creatinina y se aïmacenó a -40°C hasta suuso.

Con este procedimiento se iogró concentrar aproximadamente 170

veces e] voiumen inicia] de orina.

ICHen iinfocitos periféricos.

Se usó medio F15 (Gibco) supiementado con 13%de suero feta] bg

vino (Gibco), 0.5% de fitohemaglutinina P (Difco), 10 ug/m] de bromodeoxi

uridina (Sigma) y 80 ug/m] de gentamicinap

Esta mezcia se llamará en adeiante Medio Completo (MC).

Se agregó sangre entera heparinizada de los individuos estudia

dos de modo ta] que 1a c0ncentración fina] de sangre en e] MCfue de] 4%.

Los cultivos se incubaron a 37°C en oscuridad durante 72 hs. Se iogró

e] arresto mitótico con 0.2 pg/m] de coichicina, 1a cua] se agregó duran

te los últimos 90 min de] periodo de cuitivo.

Luego ias céiuias se trataron 15 min. con 0.075 MdeCIKy se fi

jaron en metano]: ácido acético (3 1).

Los preparados cromosómicos obtenidos se trataron de acuerdo a1

método descripto por Perry y Holff (1974) con Iigeras modificaciones: ios

preparados se coiorearon con Hoechst 33258 (l ug/m] de agua) durante 20 min



en oscuridad, se expusieron a la luz solar durante 3.5 hs, se lavaron

con agua y se incubaron 1 h. en 2XSSC (0.3 Mde cloruro de sodio-0.03 M

de citrato trisódico) a 60°C.

Finalmente los preparados se colorearon con Giemsa 10%en buffer

Sürensen pH 6.8, durante 4 min.

El valor de ICH/célula/individuo se calculó del análisis de 30

metafases (2n=46) en segunda división. El recuento fué realizado por un

observador en preparados codificados.

Para la evaluación estadistica de los resultados se utilizó el

test "t" de Student.

Efecto de los C0 sobre el ICHde linfocitos periféricos.

El efecto de los COsobre el valor de ICHde linfocitos se estu

dió utilizando la técnica ya descripta. En este caso sangre entera hepa

rinizada de un único dador sano se agregó al MCde forma tal que la con

centración final fuese del 4%. A estos frascos se les agregaron 5 ul/ml

de los C0 disueltos en DMSOdesde el inicio del tiempo de incubación.

Cada C0 se probó con y sin el tratamiento de 833 unidades/ml de

B-glucuronidasa (B-G)(Sigma, tipo H-l). El promedio de ICH/célula se cal

culó del análisis de 30 metafases (2n=46) durante el segundo ciclo de di

visión, contadas por un mismoobservador en preparados codificados.

Los reSUltados se analizaron estadísticamente por el test "t" de

Student.

Efecto de los C0sobre el ciclo celular de linfocitos periféricos.

El efecto que los C0 tuvieron sobre la frecuencia de células en

primera (M1), segunda (M2) o tercera o más (M3+) mitosis se determinó en

los mismoscultivos descriptos anteriormente.

El indice de replicación celular (IR)(Schneider y col., 1981) se



calcuió de] recuento de 100 células en base a 1a siguiente fórmuia:

IRx100=1 (Z de céiuias en M1) +2 (% de céiuias en M2) +3 (% de céiuias

en M3+).

ReSuitados.

Caracterización de 1ajppb1ación.

E1 46% de ios trabajadores de 1a empresa y e] 55% de ios contrg

ies eran fumadores. Mientras que e] 36%de los expuestos bebia medio 11

tro o más de vino por dia, sólo e] 10%de 1a pob1ación contro] tenia es

te hábito.

El 73%de los trabajadores tenia más de 5 años de antigüedad en

1a empresa, no habiendo reiatado ninguno de eilos intoxicaciones previas

pOr sustancias químicas. En e] momentode 1a extracción de las muestras

de sangre. 11 de los trabajadores pertenecen a1 sector de la producción

de taninos sintéticos y EDTA,4 trabajan en 1a producción de blanqueado

res estilbénicos y 7 en 1a formuïación de pesticidas. Los niveies de cg

linesterasa plasmática de los últimos 7 individuos, determinados por e]

servicio médico de 1a pianta, estaban dentro de los valores normaies.

ICHen iinfocitos periféricos de ios trabajadores expuestos x de 105 con

troies.

En las tablas 2 y 3 se muestran los datos recogidos de cada uno

de ios individuos de ios grupos contro] y expuesto.



Tabia 2. Frecuencias de ICHen e] grupo contro].

Individuo Edad N° de cigarrillos ICH/cé1u1a

N° por dia rango media ESM

1 23 + 4-15 8.90 0.58

2 26 4-14 7.10 0.42

3 27 +++ 4-20 9.93 0.77

4 28 2-16 8.73 0.62

5 29 ++ 2-20 9.50 0.64

6 31 3-18 10.80 0.79

7 31 3-16 8.23 0.66

8 31 2-17 8.26 0.55

9 32 1-17 7.36 0.51

10 36 +++ 4-21 11.40 0.88

11 37 ++ 2-18 10.20 0.77

12 37 + 2-15 7.30 0.58

13 46 2-12 5.53 0.42

14 46 + 2-18 6.53 0.66

15 47 +++ 2-19 9.20 0.77

16 48 2-16 8.10 0.66

17 50 1-14 7.66 0.55

18 53 2-17 7.23 0.60

19 54 + 3-20 9.20 0.79

20 55 +++ 3-21 9.16 0 .75

ESM:Error estandar de 1a media.

+ Í1-10 cigarrillos/día.

++=11-19cigarriiios/dia.

+++¿2320 cigarriiioS/dia.



Tab1a 3. Frecuencias de ICHen e] grupo exguesto.

Individuo Edad N° de cigarrilïos ICH/céïuïa
N° por día rango media ESM

1 24 +++ 5-17 10.77 0.51

2 27 + 3-17 7.43 0.53

3 28 4-15 8.57 0.51

4 29 1-15 7.67 0.62

5 33 2-13 7.53 0.62

6 34 +++ 3-21 8.87 0.71

7 36 2-10 6.70 0.42

8 36 2-18 7.70 0.68

9 38 4-16 8.67 0.51

10 38 3-16 7.83 0.66

11 40 + 3-12 7.93 0.46

12 40 1-15 6.07 0.60

13 42 +++ 4-16 8.53 0.53

14 43 2-19 7.17 0.64

15 43 3-16 6.63 0.49

16 48 + 4-18 9.73 0.69

17 51 1-21 8.40 0.80

18 52 + 2-18 8.03 0.66

19 54 2-13 7.73 0.57

20 55 3-15 8.33 0.60

21 55 2-11 6.33 0.42

22 56 + 3-12 6.07 0.46

ESM:Error estandar de 1a media

: 1-10 cigarriiïos/dia.
: 11-19 cigarrÍIIOS/dia.
: 23 20 cigarriïlos/dïa.



Los valores individuales de ICH/célula entre los trabajadores es

tuvieron comprendidos dentro de un rango que va desde 6.07 hasta 10.77;

las variaciones individuales no estuvieron correlacionadas con el tipo de

ocupación.

Tanto en el grupo control como en el expuesto la edad no influyó

sobre la frecuencia de ICH. El valor medio de ICH/célula en linfocitos

periféricos de los 22 trabajadores estudiados fue de 7,85Ï0.26 y el valor

medio de los 20 controles fue de 8.52Ï0.34 (Tabla 4). La diferencia entre

estas dos medias no fue estadísticamente significativa. Los fumadores de

ambos grupos presentaron valores de ICHmás altos que los de los no fu

madores (p (0.05).

Tabla 4. frecuencia de ICHen no-fumadores v fumadores del grupo control

y del grupo expuesto.

Grupo N°de Edad ICH/célula/individuo

individuos media rango media Í ESM rango

Control 20 38.35 23-55 8.52 Í 0.34 5.53-11.40

N0 fumadores 9 38.33 26-53 7.86 Í 0.47 5.53-10.80

Fumadores 11 38.37 23-55 9.05 Í 0.39(a) 6.53-11.40

Expuesto 22 41.00 24-56 7.85 Í 0.26 6.07-10.77

No-fumadores 12 42.67 28-55 7.41 Í 0.23 6.07- 8.57

Fumadores 10 39.33 24-56 8.37 Í 0.41(a) 6.07-10.77

(a) p<0.05



Efecto de Ios C0 sobre 1infocitos periféricos.

Las siguientes tabias muestran las frecuencias de ICHen los Iin

focitos de un ünido dador inducidas por 10s C0 de controies y trabajadores

E1 vaior de ICH/céluia/individuo sin e] agregado de C0 y de B-quCUronida

sa (B-G) fué de 7.1 Í 0.36.

Tabia 5. Efecto de 10s C0 de controïes sobre e] ICHde linfocitos humanos.

concentrado -B-G +B-G

de orina N° ICH/céiula ICH/céiuïa

rango media ESM rango media ESM

l 1-12 6.56 0.53 4-15 10 O3 0.47

2 2-14 7.10 0.58 4-18 8.77 0.60

3 2-15 7.60 0.64 2-17 9.57 0.64

4 2-15 8.00 0.55 2-16 9.77 0.66

5 1-20 8.23 0.71 5-17 10.90 0.62

Tabïa 6. Efecto de los C0 de trabaiadores sobre e] ICHde iinfocitos
humanos.

concentrado -B-G +B-G

de orina N° ICH/célula ICH/célula

rango media ESM rango media ESM

1 1-15 6.10 0.49 3-14 7.10 0.53

2 2-12 6.13 0.46 3-18 7.73 0.60

3 2-15 7.03 0.57 4-16 9.13 0.51

4 4-15 7.93 0.47 4-13 7.87 0.46

5 3-15 8.33 0.55 inhibición de] crecimiento
6 3-18 8.40 0.68 3-18 9.87 0.71

7 1-14 8.80 0.55 4-16 9.53 0.57

8 2-18 9.10 0.60 7-22 11.93 0.57

9 3-18 9.33 0.69 4-16 10.07 0.62

En todos Ios casos se produjo un incremento de 10s valores de ICH/

céluia ante e] agregado de B-glucuronidasa a ias orinas de controies y de

exouestos. Este efecto se hizo más notorio en e1 individuo expuesto N°5



donde e] concentrado de orina con 1a presencia de 1a enzima provocaron

una fuerte inhibición de] crecimiento celuiar.

En 1a tabia 7 se observa e] efecto que los C0 ejercieron sobre

e] número de céiuias en primera (M1). segunda (M2) y tercera o más (M3+)

mitosis y se determina e] IR comouna medida de 1a cinética de división

celular.

Tabia 7. Efecto de ios C0 sobre 1a división ceiuiar gg iinfocitos humanos.

Concentrado -B-G +B-G

de orina N° % de céiuias en % de céiuias en

M1 M2 M3+ IR M1 M2 M3+ IR

Controles

1 20 54 26 2.06 27 63 10 1.83

2 22 62 16 1.94 25 58 17 1.92

3 13 64 23 2.10 38 57 5 1.67

4 43 54 3 1.60 25 59 16 1.91

5 21 63 16 1.95 49 49 2 1.53

Expuestos

1 8 47 45 2.37 37 26 37 2.00

2 14 77 9 1.95 29 65 6 1.77

3 27 69 4 1.77 18 44 38 2.20

4 31 62 7 1.76 23 53 24 2.01

5 88 12 0 1.12 100 0 0 1.00

6 19 64 17 1.98 32 57 11 1.79

7 25 67 8 1.83 21 69 10 1.89

8 18 52 30 2.12 40 56 4 1.64

9 59 41 0 1.41 17 46 37 2.20

IR sin iaadición de COni B-G fue de 2.20



La media de ICH/célula en los linfocitos tratados con C0 de con

troles fué de 7.50 Í 0.31 y en los tratados con C0 de expuestos de 7.91 f

0.40. Los valores de ICHindividuales de los trabajadores estuvieron

dentro de un rango de 6.10 a 9.33. Cuando se agregó B-glucuronidasa a

los cultivos se observó un incremento estadísticamente significativo en

el número de ICH/célula de ambos grupos. controles y expuestos.(Tabla 8).

Los IR de los linfocitos tratados con los C0 son similares para

controles y expuestos, aunque ligeramente inferiores a los IR de los lin

focitos cultivados sin CO(IR=2.20).

De los resultados obtenidos con los COpudo establecerse que no

hubo relación entre los parámetros analizados, es decir, valor de ICH/cg

lula y cinética del ciclo celular.

Tabla 8. Efecto de los C0 sobre el ICfi_y la división celular de linfocitos

humanos.

Grupo C0 de fum/ B-G ICH/célula/ind % de células en

C0 totales mediaÏESM rango M1 M2 M3+ IR

Control 3/5 7.50ÍO.31 6.56- 8.23 23.80 59.40 16.80 1.93
a

+ 9.81Ï0.36 8.77-10.90 32.80 57.20 10.00 1.77

Expuesto 3/9 7.91Ï0.40 6.10- 9.33 32.11 54.56 13.33 1.81
b

+ 9.15Ï0.57 7.10-11.93 35.22 46.22 18.56 1.83

B-G= B-Glucuronidasa

(b) p<0.05; (a) p<0.005

DiSCUsión

Los valores de ICHobservados en ambos grupos estuvieron dentro

del rango citado por otros autores para linfocitos de sangre periférica

de individuos normales (Morgan y Crossen, 1977; Sinha y col., 1985). Al

igual que lo comunicado en estos trabajos la frecuencia de ICHobtenida



fue independiente de la edad.

Cuando se consideró el hábito de fumar se encontró un ligero

aumento en el ICHtanto en los controles comoen los expuestos. Este he

cho confirmó resultados anteriores que evidenciaron efectos genotóxicos

del humode cigarrillo (Lambert y col.. 1978; Lambert y col.. 1982,

Husgafvel-Pursiainen y col., 1984; Sinha y col.. 1985; Stucker y col.,

1986).

Por otro lado, no se observó aumento en el número de ICH cuando

los C0 de controles y trabajadores, sin B-glucuronidasa. fueron adicio

nados a los cultivos de linfocitos. Los valores son similares a los

obtenidos en cultivos realizados sin C0.

En oposición a esta observación, Beek y col. (1982) hallaron va

lOres elevados de ICH cuando C0 de fumadores. no-fumadores y pacientes

cirróticos se agregaron a cultivos de células de hamster Chino. La dife

rencia con estos resultados puede deberse a las distintas sensibilidg

des de los sistemas biológicos de prueba empleados (Morgany Crossen,

1982; Nishio y Uyeki. 1981; Tucker y Ong. 1984).

El hecho que la adición de COcon B-glucuronidasa indujo el

mismo incremento de ICH en ambos grupos en relación al número de ICH in

ducidos por los C0 sin B-glucuronidasa, sugiere que la concentración

de metabolitos genotóxicos conjugados a los ácidos glucurónicos. deteg

tables por este método, fue semejante en los dos grupos. control y ex

puesto.

Cuandose consideró la cinética de división celular se encon

tró que la frecuencia de células en primera. segunda y tercera o más mi

tosis en presencia de orinas tratadas con B-glucuronidasa no mostraron

diferencias con la frecuencia de células tratadas sin B-glucuronidasa.

De esto se deduce que, en este caso, no existió relación entre un valor



elevado de ICHy una inhibición del ciclo celular, lo cual habia sido

sugerido por otros aut0res (Giulotto y col., 1980; Wilmery col., 1981).

Paralelamente con estos estudios otro grupo de investigadores

analizaron el efecto mutagénico de los C0 en el test de Salmonella-59.

Esta prueba mostró que algunos C0 eran tóxicos y la mayor proporción de

orinas tóxicas correspondió a los trabajadores de las plantas que produ

cen taninos sintéticos, EDTAy blanqueadores estilbénicos.

Este efecto tóxico evidenciadoeninhibición del crecimiento ce

lular,sepresentóconla orina provenientedelindividuo númeNJSquepertg

neceal sector de producciónde blanqueadores estilbénicos. Fue dificil es

tablecersi la toxicidad observadasecorrelaciona conla exposición ocupa

cional,yaquenose sabe nada acercadelos metabolitos genotóxicosquepo

drian ser generados por la mezcla compleja de agentes quimicos emplea

dos en el proceso de producción.

No se observaron efectos genotóxicos en el estudio de los fluí

dos corporales correspondientes a los trabajadores que formulan pestici

das, a pesar de conocerse que los pesticidas involucrados producen da

ños sobre el ADNcomo ya fue mencionado.

El pequeño tamaño de los grupos analizados hizo dificil estable

cer conclusiones definitivas acerca del riesgo genotóxicode los trabajado

res basándonos en los valores similares de ICHen sangre y orina con los

del grupo control.

Además,es necesario tener presente que las lesiones que inducen

ICHdeben persistir y no ser removidas por procesos de reparación o por

el recambio de los linfocitos circulantes desde el momentode la expo

sición hasta que las muestras sean tomadas. Por estas razones, la prueba

de ICHpuede no dar un respuesta satisfactoria para exposiciones cróni

cas de bajo nivel como sucede en este caso y como ha sido expresado por

otros autores (Hansteen y col., 1978; Anderson y col., 1981; Lambert,

1984).



11.1.4. Aberraciones cromosómicas estructurales en individuos expuestos

a pesticidas:

En esta parte el estudio se centralizó en determinar el posible

riesgo genotóxico de una población de la Provincia de Buenos Aires ex

puesta a pesticidas.

Se ha hallado un incremento de ACestructurales en linfocitos de

aplicadores de pesticidas durante el periodo de aplicación más intenso

(Yoder y col., 1973). Van Bao y col. (1974) analizaron los cromosomas de

pacientes intoxicados con organofosforados y también hallaron un aumento

de roturas cromatidicas y aberraciones tipo cromosomaestables.

Sin embargo, mientras los linfocitos de trabajadores expuestos

a metil-paratidn de dos plantas de pesticidas evidenciaron un incremento

en la frecuencia de ICH(Yu y col.. 1984). el estudio citogenético de o

tro grupo expuesto crónicamente a metil-paratión no mostró una frecuencia

aumentada de ACen los linfocitos cultivados (Stocco y col., 1982).

Linnainmaa (1983) encontró que no existían diferencias significativas en

los valores de ICHpor célula de muestras tomadas antes, durante o des

pués de la exposición a herbicidas fenoxiacéticos.

Comoson pocas las investigaciones realizadas sobre poblaciones

expuestas a pesticidas y los resultados obtenidos no son concluyentes, se

decidió aportar nuevos datos a los ya nombradosanalizando citogenética

mente a una población de la Provincia de Buenos Aires expuesta ocupacig

nalmente a pesticidas. Este análisis citogenético forma parte de un es

tudio epidemiológico más amplio en el que intervinieron investigadores

de las siguientes instituciones: Instituto Multidisciplinario de Biologia

Celular - La Plata (IMBICE); Instituto de Oncologia "Angel H. Roffo",

INTAy Hospital de Niños “Ricardo Gutiérrez“.

El análisis se limitó al estudio de ACestructurales en linfoci



tos periféricos.

Materiales y Métodos.

Caracterización de la Población.

La población bajo estudio está localizada en José C. Paz, Pro

vincia de BuenosAires, la principal actividad de la mismaes el cultivo

de plantas ornamentales en macetas (helecho. begonias, etc.) y sus inte

grantes están agrupados en la Asociación Japonesa "Tsubomi".

Se entrevistaron 188 individuos requiriéndose información acerca

de hábitos personales, antigüedad en el trabajo, tipo de tareas reali

zadas, plaguicidas utilizados. periodo de uso, tipo de protección habi

tual durante la aplicación y presencia de sintomas de intoxicación sospg

chosos de ser producidos por exposición a pesticidas.

Los datos recogidos mostraron que más del 90 %de la población

habita en el lugar de trabajo. desempeñandosus tareas sin limites de hg

rario los 7 dias de la semana. La antigüedad en esta actividad es im

portante, siendo de por lo menos 10 años en más del 70%de los trabajado

res.

Los cultivadores de plantas usan cerca de 15 clases diferentes

de pesticidas.

A pesar del hecho que la población tiene un nivel cultural

considerablemente alto (el 79%de los mayores de 14 años alcanzó algún

estudio secundario), solamente el 6,8% de los aplicadores usan simultánea

mente máscara, guantes y ropa especial durante la aplicación de plaguicl

das.

El 72%de la población exhibe sintomas relacionados con la expg

ción crónica a pesticidas.



CuItivo de Iinfocitos periféricos.

De Ia encuesta realizada a 1as 188 personas de 1a Asociación

“TSubomi"se seleccionó 1a población a estudiar citogenéticamente entre

Ios trabajadores activos con una edad comprendida entre 20 y 50 años.

Sobre esta pobIación se efectuó un muestreo estratificado por sexo y e

dad, quedando constituido e] grupo fina] por 40 individuos.

Treinta y tres dadores vquntarios de sangre concurrentes a1

Instituto “A.H. Roffo". de] mismo sexo y edad, que Ios expuestos, cuando

fue posibie,se utiIizaron comocontroIes.

Las muestras de sangre de Ios trabajadores de 1a Asociación fue

ron obtenidas por persona] de] IMBICE. Luego de 1a extracción, Ia mitad

de cada muestra se usó para e] anáIisis hematológic0(uie1 Iaboratorio

de anáIisis ciinicos de] Instituto “A.H. Roffo". se determinaron Ias co

Iinesterasas pIasmáticas por e] métododeEiinmILYIastransaminasas qutá

mico oxaiacética (GOT)y qutámico pirüvica (GTP) por e] método de Reitman

y Franke].

La otra mitad de 1a muestra de sangre se utiIizó para e] anáIi

sis citogenético. Los cultivos de Iinfocitos. realizados en e] IMBICE,

se efectuaron en presencia de medio HamF10, suero fetal bovino, fito

hemagiutinina y antibióticos; se incubaron a 37°C durante 48 hs. Luego

Ias céIuIas se trataron con soiución hipotónica y se fijaron;fina1men

te Ios vidrios obtenidos se coIorearon con Giemsa 2%durante 7 a 8 min.

Los preparados se codificaron en eI IMBICEy para cada traba

jador se estabieció anaIizar parte de Ios vidrios en e] IMBICEy par

te por mi en e] Instituto "A. H. Roffo" para obtener un tota] de 200 a

300 metafases por individuo. En Ia mayoria, de Ios casos me fueron en

viados los preparados suficientes para poder contar 100 metafases por in

dividuo.



E1 anáïisis estadístico de los datos se realizó mediante 1a

prueba de X2.

Resuïtados.

Los vaiores de] examenhematoiógico (gióbuios rojos, blancos,

GOT.GPT,coiinesterasa plasmática, etc) fueron similares en expuestos y

controles. Una cantidad menor o igua] a 5000-cé1u1as biancas por mm3

fue hallada en e] 30%de los individuos de cada población. Soiamente

3 expuestos y 1 contro] mostraron vaiores de colinesterasas piasmáticas

iigeramente inferiores a1 norma]. Estos bajos vaiores no estuvieron re

iacionados con exposición a pesticidas.

En e] grupo contro] . constituido por dadores voiuntarios de san

gre, 1a reiación de sexos fue de 25 varones y 8 mujeres, con un rango

de edad de 19 a 52 años, siendo e] promedio de ias edades igua] a 36.9

años.

La siguiente tabla muestra Ias principaies caracteristicas de

los 38 individuos de] grupo expuesto estudiados citogenéticamente por mi.

En 1a tabia se observan 105 tipos de compuestos utilizados en

distintas combinaciones por Ios cuitivadores de plantas, estos datos

corresponden a 1a üitima ap1icación antes de 1a extracción de 1a sangre.

El 1apso entre 1a üitima ap1icación de pesticidas y 1a obtención de 1a

muestra de sangre varia desde 1 dia hasta 8 meses.

E1 33.3% de los individuos fueron fumadores en e] grupo contro]

y e] 39,5%en e] grupo expuesto.



Tabla 9: Datos individuales de 10s integrantes de 1a Asociación “Tsubomi”

Individuo Sexo Edad Fumador Apïicador(a)
N0

Tipo de b)T. transcurrido e/Á apiic. y extracció 49

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

8.

9.

10'

11'

12'

13'

14'

15'

16'

17'

18'

19'

20'

21'

22'

23'

24'

25'

26‘

27'

28'

29'

30'

31'

32'

33'

34'

35'

36'

37‘

73.3'. ,. R'I'ITIZ'HWZZZ'HZZZ'HZ1133'n11'n-n3311

26

26'

27

28

28

28

3o

31

31

32

33

35

37

37

38

38

38

39

39

39

4o

42

42

43

43

44

44

44

44

45

46

47

47

47

48

48

49

51

'k 'k

N.R.

pesticid

C/T 2

N.R.

OF. C/T, M 1

C/T, M 1

C/T, M 1

C/T 10

C/T 10

C/T, M 10

C/T, M 7

C/T 15

C/T 2

OF, C/T. M 1

OF. M, 2-3

OF, C/T, M 7

OF, C/T, M 8

C/T, M 7

OF, M 1

OF, C/T, M 10

OF 7

M 1

C/T, M 7

OF, 0C 1

N.R. 15

OF, C/T 10

OF 15

OF, C/T, M 7

0C 2

OF, C/T, M 7

C/T, M 7

C/T 15

C/T 15

M 2

C/T, 0C 1

N.R. 7

OF, C/T, M 10

N.R. N.

C/T 1

C/T. M 7

meses

N.R.

mes



F: Femenino

M: Masculino

N.R.: No registrado

(a) Individuo que mezcia, diiuye y apiica ios pesticidas.

(b) Tipos de pesticidas a ios que están ocupacionaimente expuestos

los cuitivadores de piantas.

OF: Organofosforados (Mevinfos, Paratión, Fenitrotión).

C/T: Carbamatos y Tiocarbamatos (Aidicarb, Benomi], Tiofanato, Mancozeb,

Zineb).

0C: Organociorados (Heptacloro, Endosulfan, Mirex).

M: Misceláneos (Captan, Bromurode metiio. Nicotina, Permetrina).

(c) Tiempotranscurrido entre 1a üitima vez que se apiicó pesticidas

en e] Iote donde e] individuo trabaja. independientemente de que 1a

persona encuestada io haya hecho, y 1a extracción de sangre.

Los vaiores individuaies de los parámetros citogenéticos estudia

dos están presentes en 1a tabla 10 para e] grupo contro] y en 1a tabia

11 para el grupo de cuitivadores de plantas.



Tabla 10: Frecuencia de ACen e] aru o control.

.
CSIaD
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B

CA

Spag

Cé1u1as
anormaïes
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100

100

100

100

100

1110

14

100

100

100

100

15100

100

100

10

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

100

100

0,548

100 10

16100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

13

22

23

24

25

26

27 100

100

100

28

29

30

31

11100

100

10032

33 100

Para las abreviaturas ver página n° 78.



Tabla 11: Frecuencia de ACen los integrantes de 1a Asociación "Tsubomi"

Individuo N° de céïulas Céïulas ACpor 100 cé1u1as
N° contadas anormaïes gaps BT' B" DIC+ DIC

1' 100 1 3 1 0 0 0

2' 100 2 5 2 0 0 0

3' 100 3 4 3 0 0 0

4' 100 1 7 1 0 0 0

5' 100 2 20 2 0 0 0

6' 100 0 5 0 0 0 0

7' 100 4 5 3 1 0 O

8' 63 0 3.8 0 0 0 0

9' 100 3 9 2 1 0 0

10' 100 0 6 O 0 0 0

11' 100 4 8 1 2 0 1

12' 100 1 4 1 0 0 0

13' 100 2 3 1 1 0 0

14' 100 0 8 O 0 0 0

15' 100 1 6 0 1 0 0

16' 100 3 7 2 1 0 0

17' 100 0 8 0 0 0 0

18' 100 l 6 0 1 0 0

19' 100 0 1 0 O 0 0

20' 100 1 4 O 0 0 1

21' muy pocas metafases

22’ 100 O 2 0 0 0 0

23' 100 0 4 0 0 0 O

24' 100 2 3 2 0 0 0

25' 100 0 4 0 0 0 0

26' 100 0 3 0 0 0 0

27' 100 2 10 1 1 0 0

28' 100 1 4 1 O 0 0

29' 100 O 5 0 O 0 0

30' 100 0 4 0 0 0 0

31' 100 0 2 0 0 0 0

32' 100 1 12 1 O 0 0

33' 100 1 5 1 0 0 0

34' 100 2 6 O 2 0 0

35' 100 3 5 2 0 1 0

36' 100 2 4 1 1 0 0

37' 100 0 6 O 0 0 0

38' 100 2 7 1 0 0 1

para las abreviaturas ver página n° 78.



Cé1u1as anormaïes: Céiulas que poseen por lo menos una aberración cro

mosómicaestructura]. no incluyen a Ios gaps.

gaps: regiones no coioreadas en 1a cromátida cuyo largo no es mayor

que e] ancho de 1a cromátida. (lesiones acromáticas).

B': rotura cromatïdica.

B"; rotura cromosómicao isocromatidica.

DIC+: cromosomadicéntrico con fragmento asociado.

DIC-z cromosomadicéntrico sin fragmento asociado.

La tabla 12 resume las frecuencias de aberraciones cromosómi

cas ha11adas en ambos grupos.



Tab1a

FrecuenciadeACene]grupocontro]yenloscultivadoresdeplantas.

Grupo

Contro

NoFumad

Fumado

Cuitivad

p1an

NoFumad

Fumado

res Y'ES

NúmerodeN°decé1u1as%decéïuias

ACpor100céiuïastESM

individuos(a)contadasanormaiesÍESM(b)gapsroturasroturas

cromatidicascromosómicasdicéntricos

+

+

'l+

323.2001.100.356.100.790.840.310.220.09-Ó.020.02

ores222.2001.270.505.140.881.00Ï 0.430.230.110.020.02

+|

101.0000.700.318.201.480.500.220.210.Í30.00

oresde tas

+|

+|

+|

363.6000.215.700.560.810.150.330.100.060.04

+|

+|

ores222.2000.224.820.440.550.180.230.110.050.03

+

141.4000.357.07.1.211.210.240.500.170.070.05

(a) (b)
Céiuïas

No ESM

gaps:

seconsideraniosindividuosconmenosde100metafasesana1izadas.

Errorestandarde1amedia.

anormaïes:Céïuïasqueposeenpor10menosunaaberracióncromosómicaestructura],noincïuyenalosgaps.

iesionesacromáticas.



Nose hallaron diferencias estadísticamente significativas en

el porcentaje de células anormales entre el grupo cbntrol y el grupo de

cultivadores de plantas y entre los no-fumadorescontroles y los no-fu

madoresexpuestos, sin embargoexistieron diferencias significativas en

tre los fumadores de ambos grupos (p<:0.05).

Con respecto a los diferentes tipos de aberraciones cromosómi

cas estructurales, las lesiones acromáticas y las roturas cromatidi

cas y cromosómicas son similares en ambos grupos, notándose un ligero

aumento en el grupo expuesto en el valor de los cromosomasdicéntricos

con o sin fragmento asociado.

Discusión

Bajo las condiciones de trabajo utilizadas, es decir, inverna

derossin ventilación apropiada, medidasde protección insuficientes, i

nadecuado almacenamiento de los compuestos utilizados y empleo de pesti

cidas en distintas combinaciones, los integrantes de la Asociación Japg

nesa “Tsubomi” pueden considerarse comoexpuestos ocupacionalmente a

pesticidas.

A pesar de esta exposición, no se halló un incremento en la

frecuencia de ACen el grupo expuesto en relación al grupo control. Sin

embargo, se observó un aumento del valor de células anormales de los fu

madores expuestos cuando se los compara con los fumadores controles.

Esta diferencia no se encontró cuando se reunieron los datos hallados

por los investigadores del IMBICEy los analizados por mi, es decir,

al elevarse el número de células contadas por individuo de 100 a 200 o

300 metafases, dando un total de células contadas de 4.892 versus 1.400

entre los fumadores expuestos y de 2.413 versus 1.000 entre los fumadores

controles ( manuscrito en elaboración).



Conner y Wald (1981) han informado que en su laboratorio de

citogenética para la preparación, el recuento y el análisis de 200 cé

lulas mitóticas se necesitan aproximadamente 14 horas-hombre.

Un monitoreo citogenético por medio del recuento de ACpara u

na investigación epidemiológica puede ser de utilidad en grupos expues

tos a agentes quimicos si se tiene un tamaño muestral suficiente.

En base a lo ya mencionado en relación a las horas que inSume

la realización de un análisis citogenético y a la importancia del número

de metafases contadas por individuo, se hace evidente la necesidad de

trabajar en colaboración obteniéndose asi resultados que de otra forma

serian dificiles de concretar.

Los datos obtenidos, comofue dicho anteriormente, indicaron

que no existen diferencias en cuanto a la presencia de ACestructurales

entre la población de cultivadores de plantas y el grupo control.

Tratándose de cultivos de 48 hs. los valores para roturas crg

matidicas y cromosómicas comoasi también para cromosomas dicéntricos

fueron más bajos que los de la población de floricultores de Florencio

Varela, Provincia de Buenos Aires, estudiada anteriormente‘donde los

linfocitos fueron cultivados durante 72 hs (Dulout y col., 1985).

Este análisis citogenético realizado en floricultores expues

tos a pesticidas me dio la oportunidad de interiorizarme de la técnica

de ACestructurales bajo la supervisión del Ing. F.N. Dulout del IMBICE.

Los floricultores exhibieron una frecuencia de aberraciones de

tipo intercambio de 43 x 104 células que difirió de la frecuencia de

6 x 104 células hallada en los cultivadores de plantas. Esta frecuencia

está dentro de los valores presentes en la literatura para grupos contrg

les. Natarajan y Obe (1980) hallaron una frecuencia de ACde tipo inter

cambio de 9.64 x 104 células, Sinha y col. (1984) informaron una frecueg



cia de aberraciones de intercambio cromatidico de 13 x 104 céluias y

de dicéntricos de 8 x 104 células y Duïout y co]. (1985) una frecuencia

de tipo intercambio de 10 x 104 cé1u1as.

Tanto 1a presencia de invernaderos sin ventilación apropiada,

medidas de protección insuficientes cuando se mezclan, diluyen y apii

can los pesticidas y también un inadecuado aïmacenamiento de los com

puestos utiïizados. coloca a Ios cuïtivadores de p1antas en una situa

ción simiïar a 1a observada entre Ios fïoricuïtores. Ademásambas pobia

ciones están expuestas a 1a misma variedad de pesticidas.

A pesar de todo esto de acuerdoa Ios vaïores citogenéticos ha

11ados 1a exposición a pesticidas seria menor en ios cuïtivadores de

piantas. Esto podria atribuirse a 1a frecuencia con que son utiïizados

ios piaguicidas. esa frecuencia es muchomayor en 1os cuitivos intensi

vos de fïores en comparación con 1a producción de'plantas ornamentaïes.

Mientras es evidente que intensas exposiciones pueden producir

daño cromosómico. no existe aumento significativo en e] nive] de anorma

1idades cromosómicasen ios estudios que se refieren a trabajadores ex

puestos a bajos niveles. Unaexposición a1ta a estireno por ejempïo, es

tá correlacionada con una frecuencia incrementada de AC(Meretoja y co]. v

1977; Andersson y c01., 1980), en cambio, una reducción en 1a exposición

a cloruro de viniïo disminuye 1a frecuencia de roturas cromosómicas

(Hansteen y co]., 1978).

La exposición a pesticidas parece ser simiiar a 1a existente con

otros agentes quimicos, p0r 10 tanto, el daño cromosómicodetectado por

medio de] sistema de 1infocitos periféricos dependeria de] grado de expo

sición.



II.2. Estudios citogenéticos "in vitro".

11.2.1. ¿jstema de activación metabólica.

Los metabolitos electrofilicos finales se formanya sea direc

tamente o a través de uno o más intermediarios a partir de pre-mutáge

nos/pre-carcinógenos. Una vez que el mutágeno/carcinógeno final se ha

formado. puede reaccionar con macromoléculas como el ADNpor ejemplo, o

ser desactivado por unión a otros nucleófilos celulares, por roturas

espontáneas. o por detoxificación enzimática. Demodosemejante, los

pre-mutágenos/pre-carcinógenos y los compuestos intermedios pueden estar

sujetos a reacciones enzimáticas y no-enzimáticas de detoxificación.

Por lo tanto. el efecto genotóxico de muchos agentes quimicos

está determinado en gran parte. por la competencia entre reacciones de

activación y de detoxificación.

Los diversos estudios realizados para evaluar si las pruebas a

corto plazo son reales indicadoras del riesgo potencial que los agentes

quimicos puedan ejercer sobre el hombre (Mc Cann y col., 1975; Purchase

y col., 1978; Bartsch y col., 1982). han revelado que además del organis

mo indicador utilizado y del efecto genético analizado. es de importan

cia critica el sistema de activación metabólica usado.

La biotransformación de diversos agentes. incluidos muchosmu

tágenos/carcinógenos quimicos, es generalmente.un proceso de varios pa

sos que involucran reacciones clasificadas comúnmenteen Fase I y Fase

II. Las reacciones de la Fase I crean o modifican grupos funcionales

(hidroxilación, epoxidación, hidrólisis, etc), mientras que las reaccig

nes de la Fase II son reacciones esencialmente de conjugación que unen

varios grupos al compuesto original o a uno de sus metabolitos (transfg

rencia de glucuronil, sulfuril y acetil entre otros grupos, y conjuga



ción con glutatión, aminoácidos. etc.).

Si un mutágeno/carcinógeno es un agente de acción directa, su

metabolismo en mamíferos conduce generalmente a su detoxificación. En

el caso de agentes pre-mutagénicos/pre-carcinogénicos, que no son acti

vos biológicamente “per se" pero son convertidos a intermediarios reac

tivos finales por el metabolismo en la célula,_órgano o cuerpo suscepti

bles, el metabolismo de los mamíferos juega normalmente, un papel doble,

activación y detoxificación (Bartsch y col.. 1982).

Entre las reacciones de activación enzimática de la fase I se

encuentra el sistema de oxidasas de función mixta (OFM). Las oxidasas

de función mixta o monooxigenasas comprenden un sistema de cadena trans

portadora de electrones que requiere NADPHy oxigeno molecular para ca

talizar las reacciones generales: RH+NADPH+H++02—-———*_ROH+NADP++H20.

La detoxificación de agentes quimicos de acción directa o de a

quellos activados metabólicamente es catalizada por enzimas de la fase

I y de la fase II. Muchas de las enzimas involucradas son las mismas

que catalizan los pasos de activación. Por ejemplo, la hidroxilación

de varios átomos de carbono deanillos aromáticos y cadenas alifáticas

puede ser catalizada en reacciones de detoxificación por el sistema de

OFM.

Muchas de las enzimas asociadas con el metabolismo de diferen

tes compuestos quimicos están localizadas en el reticulo endoplasmático

y en el citosol; entre ellas, cuantitativamente el sistema enzimático

más importante para la activación y detoxificación de mutágenos y car

cinógenos es el de OFM.

La actividad de OFMestá localizada principalmente en las

membranasdel reticulo endoplasmático, las cuales son recuperadas en la

fracción microsomal por centrifugación detuihomogenatotisular.



Las comparaciones entre y dentro de las especies han demostra

do que el higado generalmente posee la actividad más alta. Esta activi

dad enzimática también ha sido identificada en pulmón. piel, epitelio

intestinal. riñón, testículos. placenta, glándulas mamariasy otros ór

ganos (Bartsch y col.. 1982; Poiley y Raineri, 1984).

La actividad de las OFMvaria con el pretratamiento de los a

nimales con varios agentes quimicos. Los inductores comúnmenteusados

en sistemas experimentales son fenobarbital (que incrementa la forma

nnyor del citocromo P-450, que es uno de los componentes de este complg

Jo enzimático) 3-metilcolantreno(que aumentaunaforma principal de otro

citocromo p-450 o P-448) y unpolicloruro de bifenilo, el Aroclor 1254.

Se ha generalizado el uso de un sistema subcelular de activa

ción metabólica, la fracción sobrenadante de 9000 g (59) de higado de

ratas tratadas con inductores enzimáticos, para la metabolización de a

gentes quimicos "in vitro".

El uso de la fracción 59 de higado de ratas pretratadas con

Aroclor 1254 en los ensayos rutinarios para la detección de agentes que

dañan el ADNcomienza con las investigaciones de Amesy col. (1975).

En estos estudios el sistema descripto se une a microorganismos

comocélulas indicadoras y aunque la preparación y uso del sobrenadante

post-mitocondrial fué formulado especificamente para la prueba de

Salmonella/microsomas, el sistema puede aplicarse a otros tipos de ensa

yos a corto plazo.

De este modo, la fracción 59 fué utilizada exitosamente para

activar clases diferentes de compuestos quimicos a productos que alteran

el ADNde células de mamíferos (Madle. 1981; Winckler y col., 1984).

NADPH(o un sistema generador de NADPH),que se requiere para



la actividad del sistema de OFM,es el ünico cofactor enzimático agre

gado al ensayo de Salmonella/microsomas por Amesy col.(1975). Sin em

bargo. se ha demostrado que muchos otros cofactores o modificadores de

las enzimas de las fases I y II han incrementado o disminuido la genotg

xicidad de pre-mutágenos/pre-carcinógenos (Bartsch y col., 1982).

Debido al amplio uso del higado para la obtención de la frac

ción S9 para las pruebas realizadas "in vitro", cabria preguntarse acer

ca de por qué se utiliza la fracción sobrenadante de este órgano en

particular comofuente de activación de carcinógenos quimicos, sabien

do que. no todos ellos producen tum0res hepáticos en animales o en el

hombre.

Con algunas excepciones. los estudios han apoyado el uso de

la fracción 59 de higado más que la de otros tejidos extrahepáticos co

mo una primera aproximación al metabolismo de los carcinógenos “in vivo"

por el sistema de OFMy de otras enzimas: 1°) las fracciones de tejidos

extrahepáticos de roedores no producen una actividad mutagénica más al

ta que las fracciones hepáticas de roedores cuando se estudian diferen

tes clases de pre-carcinógenos comoN-nitrosaminas, halo-olefinas y ami

nas aromáticas; y 2°) no hay evidencia de que los pasos por los cuales

muchos carcinógenos son activados metabólicamente en el higado de roe

dores difieran cualitativamente de aquellos de tejidos extrahepáticos.

Estos datos. unidos al conocimiento de que el higado posee la

actividad más alta de enzimas involucradas en el metabolismo de com

puestos extraños, pueden explicar porque las pruebas de mutagenicidad

usando fracciones hepáticas son confiables en predecir que un agente

quimico puede convertirse en electrófilo en el organismo (y asi en pre

decir su potencial carcinogénico), aunque en muchoscasos tales pruebas

nodenindicación del órgano(s) destinatario de su carcinogenicidad. Es



ta limitación puede atribuirse en parte al hecho de que: 1°) los ensayos

que usan fracciones subcelulares (como S9 más un sistema generador de

NADPH)favorecen los caminos de activación y por lo tanto, no imitan la

capacidad metabólica total de la célula intacta y2°) otros factores (no

relacionados con procesos de activación/detoxificación) determinan si

un tumor se desarrollará en un órgano particular. El uso de células

intactas de mamíferos comofuente de activación puede hacer posible la

investigación de la especificidad celular o tisular de carcinógenos

quimicos.

Algunas células de mamíferos contienen en cultivo, una canti

dad apreciable de enzimas involucradas en el metabolismo de agentes

quimicos. Estas células incluyen cultivos primarios dehepatocitos de

ratas, lineas celulares de higado, cultivos primarios o secundarios de

fibroblastos embrionarios de roedores, la linea celular C3H10T 1/2 de

ratón entre otras (Langenbachy col., 1978; Tu y col, 1984).

El uso de estas células para la activación metabólica "in vi

tro" posee tanto ventajas comodesventajas. En células cultivadas, la

arquitectura celular, la localización de varios sistemas enzimáticos y

el nivel endógeno de cofactores permanecen intactos. De este modo, en

comparación con las reacciones catalizadas por los sistemas libres de

células comola fracción 59, las reacciónes que ocurren en células se

parecen más a las que ocurren "in vivo".

El uso de células intactas permite investigar la especificidad

celular o tiSular de un carcinógeno químico, por ejemplo benzo (a) pirg

no puede detectarse comomutágeno en ensayos con fibroblastos y no en

ensayos mediados por hepatocitos.

La especificidad en las reacciones de activación por otro lado,



implica que solamente un espectro limitado de agentes puede ser metabo

lizado. indicando que sistemas celulares de activación no son útiles cg

mo un primer ensayo de mutágenos/carcinógenos potenciales. Además, el

uso de células intactas es técnicamente más dificil, limitando la apli

cación de estas pruebas.

Un fenómeno que hay que tener en cuenta es que además de la

presencia de un sistema de activación exógeno, los organismos indica

dores usados para detectar los agentes genotóxicos pueden también ser

capaces de metabolizar el compuesto de prueba o sus metabolitos. Si

esto sucede, hay que tenerlo presente al analizar los resultados obte

nidos.

Los organismos eucarióticos son metabólicamente más competen

tes que los procarióticos.

Anteriormente se mencionóque algunos tipos de células culti

vadas eran capaces de activar premutágenos/pre-carcinógenos. Estre e

llos están los linfocitos estimulados con mitógenos.

Los linfocitos humanosy otros leucocitos contienen OFM,

siendo capaces de activar muchos agentes quimicos. Pre-mutágenos y prg

carcinógenos clásicos comociclofosfamida y benzo(a)pireno ejercen sus

efectos genotóxicos en cultivos de linfocitos sin sistemas metabólicos

exógenos (Norppa y Tursi, 1984).

11.2.2. Correlación de los datos hallados "in vitro" con los datos in

vivo".

El término correlación refleja el grado en el cual. la respues

ta cualitativa a un agente particular en una prueba a corto plazo es la

mismaque la obtenida en el ensayo crónico y/o en estudios epidemioló

gicos.



La interpretación de los re5u1tados de una determinada prueba

"in vitro“ y su extrapoiación a un organismo entero serán reaiizadas

con cauteia y en e] contexto de ios resuitados de otras pruebas como

por ejempio. toxicoiógicas o de otra información reiacionada.

No obstante. a pesar de ias iimitaciones impuestas por 1a me

todoiogia corriente. cada vez hay más evidencia que e] uso de sistemas

de activación metabóiica apropiados en las pruebas a corto plazo ha

contribuido a 1a predicción o confirmación de] efecto genotóxico de

agentes quimicos en animales y seres humanos.

La siguiente tabla, basada en Vainio y co]. (1983), compara

los haliazgos experimentaies con los epidemioiógicos.



Tabïa13:Correïaciónentreha11azgosexperimentaïesyeidemioïóicos.
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En base a ios datos aportados por las pruebas "in vitro", es

tos ensayos pueden considerarse como un primer paso en predecir e] po

tencia] genotóxico de un agente quimico particular.

11.2.3. Efectos citogenéticos gg] Aidicarb y de] Nitroso-Aidicarb sobre

linfocitos humanosen cuitivo.

A continuación se anaiizan ios efectos citogenéticos de] A1dicarb

y de] Nitroso-Aidicarb (Figura 1) sobre linfocitos humanosen cuitivo.

Comparadocon otros sistemas celulares, ios iinfocitos sanguíneos

ofrecen varias ventajas en ias investigaciones para 1a inducción de cam

bios cromosómicos, comofue estabiecido previamente.

Además, e] sistema tiene 1a ventaja de que los estudios son reg

lizados sobre céiuias humanas con un compiemento cromosómico norma], no

dependiendo de iineas ceiuiares transformadas. comosucede en 1a mayoria

de los anáiisis efectuados "in vitro" (Hehnert y co]., 1984).

Nitrito de

Qn3 H sodio gfi3 N0

CH3S-/C - CH: N-0 -C-'N\ ———- CH3S“/C—CH=N—0—fi—N:
CH3 0 CH3 pH ácido CH3 o CH3

Aidicarb Nitroso Aidicarb

Fig. 1. Fórmulas químicas de] Aidicarb y de] Nitroso-Aidicarb



Los carbamatos, tiocarbamatos y compuestos reiacionados constitu

yen un grupo importante de agentes quimicos ambientaïes utiiizados como

insecticidas, fungicidas o herbicidas. Aigunos de estos compuestos han

demostrado ser mutagénicos en diferentes ensayos (Duiout y c01., 1982,a;

IARC, 1976; Paschin y Bakhitova,1985; Woo, 1983), teratogénicos, o carci

nogénicos en animaïes (IARC, 1976; IARC, 1983, b).

E1 Aidicarb no presenta efectos carcinogénicos,neurotóxicos, re

productivos o cuaïquier otro efecto crónico sobre los mamíferos expues

tos a é] (Marshaïi, 1985).

Este pesticida comootros ésteres carbámicos. ejerce su actividad

comota] a tráves de 1a inhibición reversibïe de la enzima acetiicoii;:'

nesterasa. por imitación de 1a acetiï-coiina, de modota] que 1a enzima*:

se une a 1a moiécuia carbámica más que a1 agente quimico rea]. Las teri..

minaciones nerviosas se recargan de señales conduciendo a una estimulaií:

ción permanente. 'Esto lleva a movimientos incontroïados, paráiisis v?ï5

muerte. (Zaki y c01., 1982). :3

Se anaïizó 1a genotoxicidad de] Aïdicarb midiendo ei daño sobre

e] ADNen fibrobiastos humanos (Bïevins y co].; 1977), usando 1a prueba

de micronücleos en ratón (Seiler. 1977) y e] test de Ames (Dunkeï y

Simmon,1980). En todos estos estudios Ios resuïtados fueron negati

vos.

E1 propósito de esta parte fue investigar los efectos de] Aldi

carb sobre linfocitos humanos"in vitro" en presencia de un sistema de

activación metabólico exógeno por medio de] análisis de: 1) ICHy ci

cio ce1u1ar y 2) AC.



II.2.3.1. Inducción de ICHy efecto sobre e] cicio celuiar de] A1dicarb

en Iinfocitos humanos.

Agentes quimicos utiiizados.

Aldicarb, 2-meti1. 2-tiometi1 oxima de] propionaidehido 0-meti1

carbamoi], (Unión Carbide Corporation. grado anaïitico CASReg. 116-06-03)

fue un obsequio de] INTAde Castelar.

Cicïofosfamida (Labinca) adquirida bajo e] nombre comercia] de

Endoxan-AstaR.

Cuïtivo gg linfocitos periféricos.

Sangre entera (0,45 m1) de un dador sano se agrega a 10 m1 de

medio MEM(Gibco, Cat. N° 410-1500) supiementado con 13% de suero feta]

bovino (Gibco), 0.5% de fitohemagiutinina P (Difco), long/m1 de bromodeg

xiuridina(Signm)‘y80ug/m1 de gentamicina (Gador).

Los cultivos se incuban a 37°C en tota] oscuridad. A 1as 48

hs de iniciado e] periodo de incubación se realiza e] tratamiento con

Ios agentes quimicos mencionados en presencia o ausencia de 1a mezcia

59.

E1.A1dicarb se disueïve en acetona inmediatamente antes de su uso.

E1 voïumen de] soïvente fue de 5.u1/m1 de medio de cultivo (0,5%). Los

cuitivos de iinfocitos se tratan con ias siguientes concentraciones de

Aldicarb: 10, 40. 75, 150 y 250 ug/m] de medio de cuïtivo (aproximadamen

te 5, 20, 4o, 80 y 13o x 10-5 M).

La ciciofosfamida (CP) se usa comocontro] positivo a ias concen

traciones de 0.5, 1.0 y 2.0 x 10‘5 H.

Los cultivos controies se procesan de 1a misma manera, agregándg

se 0.5% de acetona.

Luego de dos horas de tratamiento, Ios cu1tivos se centrifugan



y ias cé1u1as se 1avan con medio precaientado.

Los iinfocitos se cultivan nuevamente durante 24 hs con medio

condicionado recogido de Ios cuitivos realizados simuitáneamente. De es

ta forma, las condiciones experimentaies fueron ias mismas antes y des

pués de] tratamiento.

Durante ios ü1timos 90 min. de] periodo de cuitivo se agregan

0.2 ug/m] de coichicina. Las céiulas se centrifuganyreibotónceluiarse

resuspende en soiución hipotónica precalentada iCIK 0.075 M) durante 15

min., fijándose luego en netano]: ácido acético (3:1).

Los preparados cromosómicos obtenidos se procesan de acuerdo a

1a técnica modificada de fluorescencia más Giemsa ya mencionada. (Perry

y Woïff, 1974).

Preparación de 1a mezcia S9.

Se usan ratas machos Sprague-Dawiey de aproximadamente 100 g de

peso inducidas con fenobarbita] sódico durante 3 dias. Se inyectó i.p.

a cada rata una dosis de 80 mg/kg de peso. Las ratas se dejan en ayu

nas 12 hs. antes de ser sacrificadas.

Los pasos siguientes se realizan a 4°C. Se extraen Ios higados,

se pesan (4-6 g cada uno) y se procesan de acuerdo a Madle (1981): 1

3gdehigado se homogeiniza con 10 m1 de buffer fosfato 18.6 mM,pH 7.4,

que contiene 16 mMde C12Hg y 20 mMde C1K. E1 homogenato se centrifuga

10 min a 9.000 g y e] sobrenadante se extrae y conserva (fracción S9). Se

determina e] contenido proteico de 1a fracción obtenida mediante e] métg

do de Lowryy co]. La mezcïa 59 se obtiene agregando los cofactores

NADP(Sigma) y giucosa 64osfato (Sigma) a 1a fracción S9 en e] momento de

usarse.

La siguiente mezcia 59 se agrega a cada miiiiitro de medio de cul



tivo: 166pl de fracción 59 (equivaiente a 8 mgde proteinas hepáticas),

1.4 umoi de NADPy 2.8¡umoi de glucosa 6-fosfato.

Anáiisis de] ICHy de] cicio ce1u1ar.

E1 promedio de ICH/céiuia se obtiene dei recuento de 30 metafa

ses (2n=46) en segunda división.

Para e] anáiisis de] ciclo ceiular, se examinan 200 metafases

clasificadas según e] patrón de coloración en primera (M1), segunda (M2)

o tercera o más (M3+)mitosis. E1 índice de repïicación (IR) se caicuia

de acuerdo a Schneider y co]. (1981).

Tanto e] análisis de] ICHcomode] ciclo ce1u1ar fue reaiizado

por una persona en preparados codificados.

E1 vaior de ICHy 1a cinética de división ceïuiar fueron analiza

dos estadísticamente por e] test "t" de Student y 1a prueba de X2, respeg

tivamente.

Resuitados

Los valores correspondientes a1 ICHse muestran en 1a tabla 14.



Tabia 14: Frecuencias de ICHen iinfocitos humanostratados con Aidicarb

o con Cicïofosfamida.

Tratamiento Concentración ICH/cél. sin mezcla 59 ICH/ce]. con mezcia S9

rango media Í ESM rango media Í ESM

Control 4-14 7.5 Í 0.5i"b 2-12 7.4 Í 0.5b'c

. + d + dl
Aldicarb 10 ug/mi 1-9 5.8 - 0.4 2-16 7.5 - 0.6

4o.ug/m1 1-13 7.7 Ï 0.6d 4-18 9.7 Í 0.7b"d'

75 pg/m] 4-13 8.6 Í 0.6 3-16 9.4 Ï 0.5b

150 pg/m] 5-16 9.1 Ï 0.5a ’e 5-24 13.4 Ï 0.9°"d

250pg/mi 4-15 10.0 Í o.6*'b' sin mitosis

Ciciofosfa- 0.5 x 1o M 3-14 7.4 Ï 0.5 12-43 26.5 Ï1.3C'

mida + c.1.o 1o M 1-15 6.3 - 0.5 14-59 29.4 -1.9

2.o 1o M 2-18 10.2 Ï 0.7b' sin mitosis

* Se contaron soiamente 25 metafases.

Leer verticalmente: a,a' p<:0.05; b,b' p<:-0.005, c,c' p«<:0.0005

Leer horizontaimente: d,d' p<:0.05; e,e' p<< 0.0005



Se observa un incremento dependiente de la dosis en los valores

de ICHluego del tratamiento con diferentes concentraciones de Aldicarb

(coeficiente de regresión byx= 2.6; ecuación de la recta de regresión

yx= 2.6 x + 6.9). Sin embargo, solamente se observan diferencias sig

nificativas entre los cultivos tratados con dosis de 150 o 250 ug/ml

de Aldicarb y el cultivo control tratado con el solvente (pn<:0.05 y

pc: 0.005. respectivamente).

El agregado de Aldicarb y de la mezcla S9 al cultivo de linfoci

tos indujo valores de ICH/célula más altos que los anteriores, siendo

estos incrementos también, dependientes delas dosis utilizadas(coeficien

te de regresión byx= 7.5; ecuación de la recta de regresión yx= 7.5 X

+ 7.3). Las diferencias fueron estadfsticamente significativas para

las dosis de 40 y 75¿Ig/ml (p<0.005) y de 150 ¿ig/ml (p<0.0005). En

los cultivos de linfocitos tratados con 250.pg/ml de Aldicarb y la mez

cla S9 no se observan mitosis.

Se hallan diferencias estadísticamente significativas entre los

cultivos tratados con Aldicarb y los tratados con Aldicarb y mezcla 59

para la dosis de 10 y 40.ug/ml (p<:0.05) y de 150 ug/ml (p<:0.0005). La

figura 2 muestra el.análisis de las relaciones dosis-respuesta, con o sin

la presencia de la mezcla 59, por medio de los coeficientes de regre

sión y de las rectas de regresión correspondientes. El incremento de la

frecuencia de ICHaparece directamente relacionado con las dosis de Aldi

carb empleadas a niveles significativos (p.=0.05 sin S9 y p.50.01 con

S9).

La CP se usa para comparar los efectos cromosómicos del Aldicarb

con un agente genotóxico conocido. Sin un sistema metabólico exógeno,

la CP indujo una respuesta significativa (p<:0.005) con la concentración

más alta (2.0 x 10'5 M). Esta misma dosis usada junto con la mezcla S9



inhibió totalmente la mitosis. Cuandolos tratamientos se realizan con

dosis menores de CP (0.5 y 1.0 x 10'5 M) y la mezcla 59, se observa un

incremento de 4 veces en el valor de ICHpor célula sin efectos citotó

xicos aparentes.

El IR refleja el número promedio de ciclos de replicación complg

tados por los linfocitos durante el periodo de cultivo. Lós datos corres

pondientes a este parámetro se muestran en la tabla 15.

Tabla 15: Cinética de la replicación celular de linfocitos humanostrata

dos con Aldicarb.

Concentración Mezcla 59 Porcentaje de células en IR

M1 M2 M3+

Control 18 28 54 2.36

+ 45 34 21 1.76

Aldicarb 28 54 18 1.90

10 .ug/ml + 40 42 18 1.78

40 .ug/ml 39 41 20 1.81

+ 44 41 15 1.71

75 pg/ml 50 39 11 1.61

51 35 14 1.63

150 pg/ml 36 39 25 1.89

+ 51 36 13 1.62

250 pg/ml crecimiento pobre*

sin mitosis

* Insuficiente para el recuento de metafases.



ICH/célula

Los valores del IR de los cultivos tratados con Aldicarb solo o

de los cultivos tratados con Aldicarb y la mezcla 59 fueron similares al

valor del IR de los tratados con la mezcla S9.

El cultivo control que no recibió ningún tratamiento. presentó

el valor de IR más elevado.

Los linfocitos tratados con la concentración más alta de Aldicarb

crecieron escasamente y por lo tanto, no se obtuvo el número de metafases

suficientes comopara determinar el IR.

SIN MEZCLA 89 CON MEZCLA 89

ya 2.6¡4 6.9 y: 7.5x+7.3

r: 0.89 f: 0.99

A 4

15 — 1'
D 15

‘ B
p 0\
_ I9

10 10

5 — 5 .

l. .

l- .

0 l ’ l Al l _ l l

IO 40 75 150 250 dosis(ug/ml) 10 40 75 150 250 doslsluqmll

Figura 2: Coeficientes de regresión y rectas de regresión para las fre

cuencias de ICHen relación a las dosis de Aldicarb.



Discusión

Los resultados obtenidos de estos experimentos muestran que tan

to el Aldicarb comola CP inducen un aumento significativo en los valores

de ICHen ausencia de la mezcla 59. Estos resultados sugieren que la ac

tivación metabólica de los dos compuestos;9curriria en los cultivos de

sangre humana. Mehnert y col. (1984), Norppa y col. (1983) y Naalkens y

col. (1981) han obtenido resultados similares para CP.

La activación metabólica "in vitro" de la CP incrementa enorme

mente los valores de ICHpor célula; fenómeno ya documentado por otros

autores (Madle y Obe, 1977; White y Hesketh. 1980).

El tratamiento de los cultivos con Aldicarb en presencia de la

mezcla 59 induce valores de ICHpor célula ligeramente superiores a los

obtenidos con el pesticida solo. Este resultado podría indicar una acti

vación débil del Aldicarb por el sistema metabólico exógeno. Además, la

mezcla 39 parece potenciar los efectos citotóxicos del Aldicarb ya que

se encuentran muypocas metafases en los cultivos tratados con la concen

tración más alta de Aldicarb solo y no se observan metafases en los tra

tados con esta misma dosis y la mezcla 59.

El indice de replicación (IR) se determina comouna medida indi

recta de la cinética de división celular y junto con la inducción de ICH,

podria evidenciar la existencia de daño provocado por los compuestos estu

diados. Sin embargo, los cultivos de linfocitos tratados con Aldicarb o

Aldicarb y la mezcla 59 muestran valores de IR similares a los hallados

en los cultivos tratados solamente con la mezcla 59. Este hecho indica

que tanto el sistema de activación metabólica comoel pesticida depri

menligeramente la progresión mitótica de las células en cultivo en rela

ción al cultivo control.



Comoya se ha mencionado, el Aldicarb no produjo daño sobre el

ADNde fibroblastos humanos-(Blevins y col.; 1977), no indujo micronu

cleos en ratón (Seiler, 1977) y no fue mutagénico en el test de Ames

aün cuando se agregó la mezcla 59 como sistema de activación metabólico

(Dunkel y Simmon, 1980). Sin embargo. indujo un incremento en la frecuen

cia de ICHen linfocitos humanos "in vitro“.

Para completar el análisis citogenético ya comenzadose decidió

investigar el efecto del Aldicarb sobre linfocitos por medüadelanáli

sis de AC. pues ambas técnicas tienden a complementarse.

11.2.3 2. Análisis de ACen linfocitos humanostratados con Aldicarb.

Cultivo de linfocitosgperiféricos.

Cada frasco de cultivo contiene: 0.45 ml de sangre entera hepari

nizada de un dador sano. 10 ml de medio MEM(Gibco, Cat. N°410-1500),

13%de suero fetal bovino (Gibco), 0.5% de PHAP y 80 pg/ml de gentami

cina (Biocrom).

Los cultivos se incuban a 37°C. A las 24 hs de iniciado el perig

do de incubación se realiza el tratamiento con el Aldicarb y la CP en

presencia o ausencia de la mezcla 59.

El Aldicarb se disuelve en acetona inmediatamente antes de su uso,

siendo el volumen del solvente de Siul/ml de medio de cultivo (0,5%).

Los cultivos de linfocitos se tratan con las siguientes concentraciones

de Aldicarb: 40, 75. 150, 250 y 3504ug/ml de medio de cultivo (aproxima

damente 20, 4o. 80, 13o y 185 x 10-5 M).

La CP se usa a la concentración de 2.0 x 10'5 H.

Los cultivos controles se procesan de la misma forma, agregando

se 0. 5%de acetona.



Luego de dos horas de tratamiento los cultivos se centrifugan y

las células se lavan con medio precalentado. Los linfocitos se cultivan

durante 24 hs más con medio condicionado obtenido de cultivos realizados

al mismo tiempo.

Se agrega colchicina (0.2.Mg/ml) durante los últimos 90 min. del

periodo de cultivo. Luego de hipotonia (ClK 0.075 M)y fijación (meta

nol 3: ácido acético 1), los preparados obtenidos se colorean con Giemsa

4% durante 7 a 8 min.

Preparación de la mezcla S9.

La técnica detallada se ha descripto anteriormente. Se sigue el

procedimiento de Madle (1981).

La siguiente mezcla 59 se agrega a cada mililitro de medio de cul

tivo: 143ul de fracción 59 (equivalente a 4 mgde proteinas hepáticas),

1.4 pmol de NADP(Sigma) y 2.8 umol de glucosa 6-fosfato (Sigma).

Análisis de AC.

Se examina un total de 150 a 200 metafases por dosis para la pre

sencia de los diferentes tipos de aberraciones citogenéticas estructura

les. Cada concentración se testea en por lo menos 2 experimentos separa

dos.

Las metafases que poseen solamente lesiones acromáticas (gaps)

no se consideran como anormales.

Los preparados codificados fueron analizados por una persona.

Los resultados fueron analizados estadísticamente por la prueba de X2.

La relación dosis-respuesta fue determinada por medio de las rectas y de

los coeficientes de regresión.



Resultados.

La tabla 16 muestra los tipos y frecuencias de ACestructurales.

Los cultivos de linfocitos muestran un incremento en el nümero de células

anormales que está en relación con las dosis crecientes de Aldicarb (cog

ficiente de regresión byx= 12, recta de regresión yx= 1.3 x + 1.2). Sin

embargo, sólo aquellos cultivos tratados con la dosis de 350,ug/ml de

Aldicarb muestran diferencias significativas con respecto a los culti

vos controles tratados con el solvente solo (p<:0.05). Esta mismadosis

produce también un aumento significativo en la frecuencia de lesiones

acromáticas (gaps) cromatidicas y cromosómicas (p<:0.001).

La adición de la mezcla 59 a los cultivos tratados con Aldicarb

induce valores más elevados de células anormales, que también dependen

de las concentraciones empleadas (coeficiente de regresión byx= 2.8,

recta de regresión yx= 2.8 x + 2.8). Con relación a los controles, nue

vamentese obtienen diferencias significativas en la frecuencia de célu

las anormales (p<=0.01) y de lesiones acromáticas (gaps) (p<:0.02) con

la dosis de 3501ug/ml.

La mezcla S9 “per se"produceunincremenhadecélulas anormales

de más de 2 veces. Mientras que con la concentración de Aldicarb de 350 ¡ig/ml

se observa una ligera inhibición delas mitosis, la adición de la mezcla 59

provocaelmismo efectoa partir de la dosis de250pg/ml (Datos no mostrados).

El análisis de las relaciones dosis-respuesta, en presencia a

ausencia de la mezcla 59. por medio de los coeficientes de regresión y

de las rectas de regresión se muestra en la figura 3. El aumento de cg

lulas con aberraciones citogenéticas aparece relacionado significativa

mente con las dosis de Aldicarb empleadas (p<:0.05).



Tabla16:FrecuenciadeACenlinfocitoshumanostratadosconAïdicarboconCiciofosfamida.

Tratamiento

SINMEZCLA59

contro]

ciciofosfamida

A1dicarb

CONMEZCLAS9

contro]

ciciofosfamida

A1dicarb

DosisN°decéls.Céiuiasanormaies(*)

contadas

gaPS

zÏ ESMcromatïdicos
ha

Número

40061.73Ï 0.021.53Ï 0.03

2x10-5M35082.500.042.900.01

+|

+n

40pg/m]3006 75ug/m]3006
150pg/m]3509 250pg/m]50011 350pg/m]41517

1.20 1.20 3.00 2.20 3.90

0.10 0.10 0.08 0.01 0.06

3.20 4.60 3.30 1.20 3.30

0.10 0.05 0.13 0.05 0.10

+l

+l

+| +|

+I +|

+|

+|

+|

+|

35014

M40066

4.00
17.13

0.00 0.13

2.10 5.33

0.07

5 0.12

2x10'

+n

+1

40¡ug/m130010 75pg/mi3008
150pg/m]35012 250pg/m]33o21 350pg/m]28726

4.40 2.40 3.30 6.20 8.80

0.11 0.03 0.02 0.06 0.06

3.00 6.20 3.00 2.15 4.70

0.08 0.31 0.08 0.11 0.14

+u

+|

+a +u

+| +l

+|

+l

ACpor100células
gaPS

cromosómicos

roturasroturas

cromatidicascromosómicas

1.33-0.06 0.700.02

0.47-0.03 1.500.09

1.53-0.03 1.200.09

+|

+|

0.00 0.00

+

1.40-0.05 0.60Í 0.04 2.700.15

0.60 1.00 0.70 1.20 1.60

6.05 0.08 0.02 0.00 0.03

0.60 0.40 2.30 1.00 2.50

0.05 0.03 0.05 0.01 0.04

+|

+|

+s

+|

+l

+l

+n

+l

+u

+|

+|

+l

0.60 2.73

0.05 0.08

1.90 8.00

0.07 0.10

2.30
11.53

+l

+|

+n

1.20 0.80 0.60 5.05 5.45

0.07 0.02 0.02 0.03 0.05

1.60 0.60 0.90 0.40 2.00

3.20 1.80 2.70 1.90 3.65

0.03 0.05 0.01 0.03 0.17

+|

+|

+n

+n

+n

+1

+n

+|

+|

+n

+|

+0

(*)Céiuiasqueposeenpor10menosunaaberración

cromosómiCaestructura];noinciuyena1asiesionesacromáticas(gaps).EE



porcentajede

.a

célulasanormales

Por otro iado, 1a concentración utiïizada de CP más 1a mezcia S9,

(control positivo) producen un incremento de más de 4 veces en 1a frecuen

cia de céluias anormales cuando se 1a compara con ios cuitivos tratados

sólo con 1a mezcia 59. Este tratamiento induce figuras de intercambio

cromatidico y cromosómico(0.40 Í 0.03 y 0.47 Í 0.03, respectivamente)

que no se obtienen en los cultivos de iinfocitos tratados con e] A1di

carb. Sin 1a adición de mezcïa 59 no se observan efectos en presencia

de 1a CP.

SIN MEZCLA 89 CON MEZCLA 89
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Figura 3: Coeficientes de regresión y rectas de regresión de céiuias

anormaies en reiación a las dosis de Aidicarb.



Discusión

Los datos obtenidos de estos experimentos muestran e] efecto

ciastogénico dei Aidicarb manifestado en 1a inducción de lesiones acro

máticas cromatidicas y cromosómicasy de roturas cromatidicas y cromosó

micas en reiación a las dosis empleadas.

La observación de céiuias anormales en ausencia de 1a mezcia 59

podria indicar que 1a activación metabóiica de] Aidicarb ocurriría en cuiti

vos de sangre humana, como fue ya informado (en e] punto anterior sobre

inducción de ICHpor e] Aidicarb; Norppa y c01., 1985).

E1 tratamiento con e] Aidicarb en presencia de 1a mezcla S9 indu

ce frecuencias de ACmás eievadas que aqueiias obtenidas con ei Aidicarb

solo. Este resuitado podria considerarse comouna activación débi] de]

pesticida por e] sistema metabóiico exógeno.

La mezcia S9 muestra un efecto genotóxico “per se", produciendo

un incremento de más de] doble en e] valor de células anormaies; además

parece potenciar e] efecto citotóxico dei Aidicarb; se obtienen menosme

tafases con 250 pg/m] de Aidicarb y 1a mezcia 59 que con 1a dosis de 350

ug/m] de] pesticida soio. La citotoxicidad de 1a mezcla 59 sobre e] cul

tivo de ieucocitos humanosha sido ya descripta por otros autores

(Madie y Obe, 1977; Madie, 1981).

E1 funcionamiento correcto de 1a capacidad metabóiica de 1a mez

cla S9 se demuestra con ciciofosfamida. E1 tratamiento de ios iinfocitos

con esta droga en presencia de 1a mezcla 59 no sóio aumenta 4 veces 1a

frecuencia de céiuias anormales. sino que también induce transiocaciones

cromatidicas y cromosomasdicéntricos.

En 1a parte anterior se informó que e] Aidicarb fue tóxico a do

sis más bajas (250 pg/mi) y que no se observaron mitosis cuando se agre



ga e] sistema de activación metabólico. La diferencia existente entre

ambosestudios podria atribuirse a ias sangres empleadas: mientras en

e] primer caso e] dador era un fumador. en ios experimentos presentes

e] dador es un no-fumador. Esto expiicaria 1a menor toxicidad observada

a 1a misma dosis. ya que ha sido demostrado que e] fumar puede potenciar

1a respuesta ceiuiar a un tratamiento quimico (Morimotoy co]., 1984;

Lundgreny Lucier, 1985).

Los datos obtenidos muestran que ei Aidicarb, comootros compues

tos relacionados, es capaz de inducir ACen un sistema celuiar de mamifg

ros. Ishidate encontró que dos homóiogos de Landrin (3-meti1feni1 y 3,

4-dimeti1feni1 de] N-metiicarbamato). e] Carbary], e] Haneb, e] M-toiii

meti] carbamato y e] meti] propil trimetiieno carbamato, fueron capaces

de producir ACen céluias de hamster Chino "in vitro" (Ishidate y

0dashima, 1977; Ishidate y Yoshikawa, 1980).

En conciusión, los experimentos reaiizados permiten estabiecer

que e] pesticida Aidicarb induce un aumento en los vaïores de ICHy en

las frecuencias de ACestructurales de iinfocitos humanoscuitivados,

siendo estos incrementos superiores cuando se agrega la mezcla S9 como

sistema de activación metabólica exógeno.



II.2.3.3. Nitroso-Aldicarb: Análisis del ICHy del ciclo celular en lin

focitos humanos"in vitro".fi_-__-_———'
El Nitroso-Aldicarb es un derivado del éster carbámico Aldicarb,

que como fue mencionado. es un pesticida usado para el control de in

sectos y nematodesen floricultura y horticultura.

El Nitroso-Aldicarb es mutagénico es Salmonella txphimurium his

G46 (Seiler, 1977) y en Escherichia 5911 (Lijinsky y Elespuru. 1976).

induce roturas de cadena simple en el ADNde células de piel humana

(Blevins y col.. 1977) y es carcinogénico en ratas. (Lijinsky y

Schmeahl. 1978).

Los compuestos nitrosados podrian formarse "in vivo" a partir de

residuos de pesticidas bajo condiciones particulares (IARC,1983. a).

En base a esto se decidió investigar si el Nitroso-Aldicarb era capaz

de modificar la frecuencia de ICHy la cinética del ciclo celular de

linfocitos periféricos humanos"in vitro".

Materiales x Métodos.

Preparación del Nitroso-Aldicarb.

El Nitroso-Aldicarb se obtuvo en nuestro laboratorio a partir

del Aldicarb de acuerdo con la técnica de Blevins y col. (1977).

El residuo sólido obtenido tuvo un espectro tipico de un éster

carbámico nitrosado con un grupo de picos máximosde similar intensi

das a 385, 400 y 420 nm.

La espectrometria de masa se usó para acceder cualitativamente

a la presencia del Nitroso-Aldicarb.

Tanto el Aldicarb comoel Nitroso-Aldicarb se disolvieron en

dimetilsulfóxido (DMSO)inmediatamente antes de su uso.



Efectos sobre e] crecimiento ceïuiar.

Se utiiizó 1a iinea ce1u1ar humanaHep II; para acceder a1 cre

cimiento celuiar se determinó 1a proteina ce1u1ar (Oyamay Eagie, 1956)

1uego de 48 y 72 hs a partir de] comienzo de] tratamiento con 50, 150

y 300.ug/m1 de Nitroso-Aidicarb (0.23, 0.69 y 1.38 mM)y 150 ug/m] de

Aidicarb (0.80 mM).

Efectos citogenéticos.

Cultivo de 1infocitos humanos.

Sangre entera (0.20 m1) de un dador sano no-fumador se agrega a

5 m1 de medio MEM(Gibco, Cat. N°410-1500) sumpiementado con 15% de

suero fetal bovino (Gibco), 0.5% de PHAP (Difco), 10.ug/m1 de bromodeg

xiuridina (Sigma) y 80 pg/mi de gentamicina (Biocrom).

Los cuitivos se incuban a 37°C en tota] oscuridad.

Se reaiizan 2 experiencias por separado (I y II) utilizándose

e] mismotipo de medio, suero, mitógeno, bromodeoxiuridina y antibióti

co en todo ei estudio.

Los iinfocitos se tratan 1uego de 24 hs. de cu1tivo con ias mis

mas concentraciones de Nitroso-Aldicarb3/de Aidicarb que en e] ensayo

sobre crecimiento ceiuiar. E1 voiumen de] DMSOfue de 5.u1/m1 de medio

de cultivo (0.5%).

Las céiuïas se incuban 1uego por 48hs. más.

Durante ios üitimos 90 min. de] periodo de cu1tivo se agregan

0.2'pg/m1 de coichicina. Luego de hipotonia(C1K 0.075 M)-y fijación

(metanol 3: ácido acético 1), ios preparados cromosómicos obtenidos se

procesan de acuerdo a 1a técnica modificada de Perry y Woiff (1974) pa

ra conseguir 1a diferenciación de 1as cromátidas hermanas.



Análisis de] ICHy de] ciclo celular.

E1 vaior de ICHpor célula se obtiene de] análisis de 50 meta

fases (2n= 46) durante e] segundo ciclo de división por experiencia.

Cada metafase se ciasifica en primera (M1). segunda (M2) o ter

cera o más (M3+)mitosis según e] patrón de coïoración. Para e] análi

sis de] ciclo ceiular se examinan 200 metafases por experiencia y se

calcula un indice de rep1icación ceiular (IR) de acuerdo a Schneider y

c0]. (1981).

Las observaciones se reaiizan en preparados codificados por una

sola persona.

E1 vaior de ICHy 1a cinética de división ceiuiar se analizan

estadísticamente por e] test "t" de Student y 1a prueba de X2 respecti

vamente.

Resultados.

Ensaxo de citotoxicidad.

Se estudió e] efectodelNitroso-Aidicarb sobre e] crecimiento

de céiuias Hep. II con e] objeto de encontrar 1a dosis no tóxica para

1a reaiización de 10s estudios posteriores.

Si bien no se observaron efectos sobre e] crecimiento ceiuiar

ni una morfoiogia alterada con ias dosis de 50 y 150‘pg/m1 de Nitro

so-Aldicarb, Iuego de 48 y 72 hs de tratamiento 1a concentración de

300pg/m] de Nitroso-Aïdicarb inhibió ligeramente e] crecimiento ceiu

lar.

Anáiisis citogenético.

La tabia 17 muestra ias frecuencias de ICHen iinfocitos humanos

tratados con Nitroso-Aidicarb y con Aidicarb.



Para todos los tratamientos no se observaron diferencias signi

ficativas entre los resultados de las experiencias I y II realizadas

en dos dias distintos, excepto para la dosis de 300.pg/ml de Nitroso

Aldicarb (p<0.001).

Los cultivos de linfocitos tratados con las distintas dosis

de Nitroso-Aldicarb mostraron diferencias estadísticamente significati

vas con respecto a los cultivos controles tratados con el solvente solo.

Ademásse observó un incremento en el valor de ICH/célula en relación

a las concentraciones crecientes de Nitroso-Aldicarb. siendo este aumen

to dependiente de la dosis significativo sólo para la experiencia II

(coeficiente de regresión byx=0.02; recta de regresión yx=0.02x+8.27).

Por otra parte, el tratamiento con 150¡ug/ml de Aldicarb no pro

dujo diferencias significativas en el valor de ICH/célula al compararlo

con los cultivos no tratados.

Luego de 72 hs de cultivo muchas de las células en los cultivos

controles se encuentran en M2. La exposición al Nitroso-Aldicarb duran

te 48 hs produjo una depresión del ciclo celular evidenciada por un a!

mento del número decélulas en M1y una reducción de células en H3+

(Tabla 18).

En este caso, ambas experiencias (I y II) dieron resultados homg

géneos, de modotal que se pudieron reunir los datos.

Al comparar el número de células en M1y en ¡'12entre los cultivos con

troles notratados y los cultivos tratados conel pesticida y su derivado

nitrosado, sóloseobservaron diferencias significativascon300.ug/ml de

Nitroso-Aldicarb (p<:0.02).

Los IRmásaltos se hallaron en los controles y en los cultivos tratados

conAldicarb. Cualquier concentración utilizada de Nitroso-Aldicarb redujo

este valor.



Tabla 17. Frecuencias de ICHen 1infocítos humanostratados con Nitroso
Aldicarb o con Aïdicarb.

Tratamiento Número de ICH

céïuïas contadas tota] ICH/CéIUÏa ESM r¿"9°

Control

I 50 417 8.34b 0.52 2-19

II 50 442 8.84C 0.54 2-16

Tota] 100 859 8.59a 0.37 2-19

Nitroso-Aldicarb
50 ug/m]

I 50 489 9.78 0.57 3-20
II 50 480 9.60 0.49 4-21

Tota] 100 969 9.693' 0.37 3-21

Nitroso-Aldicarb
150 ¿Ig/ml

I 50 519 10.38 0.44 4-18

II 50 573 11.46 0.42 6-18

Tota] 100 1092 10.926" 0.30 4-18

Nítroso-Aldicarb
300 ug/m]

I 50 618 12.36b 0.61 6-24

II 50 787 15.74C 0.78 8-29

Aïdícarb 150 pg/m]
I 50 459 9.18 0.66 2-24

II 50 497 9.94 0.55 3-24

Tota] 100 956 9.56 0.43 2-24

ESM:Error estandar de 1a media.

am' p<035
a,a" p<0.001
b,b' b<0.001
c,c‘ p<0.001
b',c' p-=0.001



Tabïa 18. Cinética de 1a reglicación ce1u1ar de Iinfocitos humanos

tratados con Nitroso- Aïdicarb o con Aldicarb.

Tratamiento Númerode Porcentaje gg cé1u1as gg IR
células contadas H1 M2 M3+

Contro]

I 200 33.5 47.5 19.0 1.86

II 200 30.5 45.5 24.0 1.94

Tota] 400 32.0 46.5 21.5 1.90

Nitroso-Aïdícarb
0 ¡lg/m1

I 200 44.0 46.0 10.0 1.66

II 200 45.0 45.5 9.5 1.65

Tota] 400 44.5 45.75 9.75 1.655

Nítroso-Aldicarb
150 ¡ug/m1

I 200 46.0 44.0 10.0 1.64

II 200 38.0 50.0 12.0 1.74

Tota] 400 42.0 47.0 11.0 1.69

Nitroso-Aldicarb
300 ,ug/m]

I 200 63.5 34.0 2.5 1.39

II 200 59.5 37.0 3.5 1.44

Tota] 400 61.5 35.5 3.0 1.415

A1dicarb 150 pg/m]
I 200 37.0 47.5 15.5 1.79

II 200 33.5 43.0 23.5 1.90

Tota] 400 35.25 45.25 19.5 1.845



Discusión.

El incremento de la frecuencia de ICHobservado confirmó la ha

bilidad delNitroso-Aldicarb de actuar sobre el ADNcomo fuera demostra

do en trabajos anteriores. Blevins y col. (1977) observaron roturas

de cadena simple en fibroblastos humanostratados durante 1 h0ra con

0.01 x 10'3Mdethroso-Aldicarb. Lijinsky y Elespuru (1976) indujeron

3Mde Nitroso-Aldicarb. En la premutaciones en bacterias con 0.1 x 10'

sente investigación el efecto del Nitroso-Aldicarb sobre el valor de

ICH/célula se observó a partir de la dosis de 0.23 x 10-3Mcon una ex

posición de 48 hs. Al mismotiempo. la presencia del nitroso derivado

del Aldicarb en el cultivo de linfocitos produjo enlentecimiento del

ciclo celular con acumulación de metafases en primera división; esto

podria ser una evidencia más de daño biológico provocado por este com

puesto.

En dos experiencias (I y II) realizadas en dias distintos con

sangre de la misma persona, sin bien los niveles basales de ICHy la

respuesta a las dosis menores no mostraron diferencias entre experien

cias, se observaron diferencias significativas en el tratamiento con

la dosis mayor.

Speit y col. (1986) han encontrado que cultivos repetidos de

linfocitos del mismoindividuo bajo las mismas condiciones experimen

tales presentaban diferencias significativas en la frecuencia de ICH.

Esta variación fue vista con la concentración de 300 pg/ml lo

cual podria quizás indicar, cambios a través del tiempo en la sensibi

lidad celular que sólo seria manifestada con esta dosis.

El tratamiento de 48 hs con 150 pg/ml de Aldicarb no mostró di

ferencias significativas con respecto al control ni en la frecuencia



de ICHni en e] cicïo celuïar.

Previamente fue mencionado que con una exposición de 2 hs. y

con sangre de un dador fumador. e] Aldicarb a 1a misma concentración

produjo depresión de] ciclo ceiular y un aumento en e] va1or de ICHque

fue estadísticamente significativo a1 compararïo con el cuïtivo contro].

Aqui nuevamente se|31antea e] hecho de 1as sangres empïeadas, fu

mador versus no-fumador, ya que como fue comunicado por otros autores

(Morimoto y c01., 1984; Lundgren y Lucier,1985) "ei fumar puede poten

ciar 1a respuesta ceiular a1 tratamiento quimico".

Estos resuïtados sobre e] materia] genético sugieren que 1a expo

sición a] pesticida Aidicarb podría afectar 1a sa1ud genética de 1a po

blación humanaa través de 1a formación de derivados nitrosados.
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III. RESUMEN

Cuando una célula está expuesta a un agente fisico o quimico mu

tagénico. carcinogénico y/o teratogénico existe 1a posibiiidad que ese

agente pueda causar algún daño sobre su materia] genético ya sea direc

ta o indirectamente.

Si e] daño se produce en células germinaies. podria provocar es

teriiidad en los mismosindividuos expuestos o mutaciones perjudiciales

que se expresan en sus descendientes (Archer y co]. 1981). Si e] daño

ocurre en céiuias somáticas puede conducir a cambios neopiásicos o a en

vejecimiento prematuro (Sorsa, 1984). Estas mutaciones en céïuïas somáti

cas pueden ir desde simpies cambios de pares de bases hasta cambios cro

mosómicosnuméricos o estructuraies. Este daño en 1a estructura de] crg

mosomase manifiesta como incrementos en ios vaiores de aberraciones crg

mosómicas (AC) estructuraies en reiación a 1a exposición.

La exposición a agentes genotóxicos puede producir también, un

aumento en 1a frecuencia de] intercambio de cromátidas hermanas (ICH).

E1 ICHinvoiucra un intercambio simétrico entre cromátidas hermanas que

no da origen a una aiteración de 1a morfología cromosómica.

E1 anáiisis de ACestructuraies y de] ICHconstituyen hasta aho

ra, los únicos métodos útiles para acceder a] daño sobre e] materia] ge

nético humano provocado por agentes exógenos.

Estos ensayos capaces de detectar efectos biológicos en respues

ta a una exposición ambienta], son esenciaies para determinar e] peligro

potencia] de una exposición y tomar las medidas preventivas necesarias

para 1a protección de 1a salud humana.

La detección de ese daño "in vivo" puede ser realizada soiamen

te con muestras de células humanas en división, comomédula ósea o teji



do testicular. Debidoa la dificultad en obtener estas muestras, tales

técnicas no pueden usarse para un monitoreo biológico rutinario. En ba

se a esto, el sistema frecuentemente usado es el de linfocitos sanguí

neos estimulados con mitógenos en cultivo.

Existiria una correlación entre el daño cromosómicoocurrido en

los linfocitos con el presente en otras células somáticas y por lo tanto,

los linfocitos serian útiles células indicadoras (Nordensony col., 1984).

En esta Tesis se utilizaron las técnicas citogenéticas menciona

das para detectar los posibles efectos genotóxicos en sangre y orina de

dos poblaciones expuestas ocupacionalmente.

Unade estas poblaciones está constituida por trabajadores de una

industria quimica de BuenosAires donde se producen taninos sintéticos,

EDTAy blanqueadores estilbénicos y se formulan los pesticidas malatión,

diazinón y heptacloro.

El valor medio de ICHen los linfocitos periféricos de 22 traba

jadores (7.85 Í 0.26) no fue estadísticamente diferente del valor medio

del grupo control (8.52 Í 0.34). Ademásno se observaron efectos de los

concentrados de orina de 9 trabajadores sobre la frecuencia de ICHde

los linfocitos de un único dador.

Estos re5ultados confirman hallazgos anteriores (Hansteen y col.,

1978; Anderson y col.. 1981; Lambert, 1984) donde se demuestra que el en

sayo de ICHpuede no dar una respuesta satisfactoria en el caso de expo

siciones crónicas de bajo nivel.

La otra población estudiada está localizada en José C. Paz, Pro

vincia de BuenosAires, y su principal actividad es el cultivo de plantas

ornamentales en macetas. Bajo las condiciones de trabajo empleadas, se

puede considerar que los integrantes de esta población están expuestos a

una mezcla compleja de pesticidas.



A pesar de esta exposición, no se halló un incremento en la fre

cuencia de ACestructurales en el grupo eïpuesto en relación al grupo

control (porcentaje de células anormales: {.25 Í 0.21 en los cultivado

res de plantas y 1.10 Ï 0.35 en los controles).

Nuevamentees evidente que, mientras exposiciones intensas a pes

ticidas pueden producir daño cromosómico (Yoder y col.. 1973; Dulout y

col., 1985), no existe un aumento significativo en el nivel de ACen tra

bajadores expuestos crónicamente a bajos niveles (Stocco y col., 1982).

Finalmente,el daño cromosómico detectado “in vivo" por medio del

sistema de linfocitos periféricos dependerá del grado de exposición.

Por otro lado, el pesticida carbámico Aldicarb fue probado por

su habilidad para inducir ICHleZypara alterar la cinética de división

celular en linfocitos periféricos humanos"in vitro", en presencia de un

sistema de activación metabólica exógeno.

El Aldicarb es un pesticida muyutilizado en nuestro pais y del

que se conoce poco acerca de sus efectos genotóxicos.

Los resultados obtenidos mostraron un aumento significativo en

la frecuencia de ICHy de roturas cromatidicas y cromosómicas, siendo es

te aumento superior en presencia de la mezcla S9.

El agregado de este sistema metabólico disminuyó ligeramente la

sucesiva progresión mitótica de las células en cultivo.

El Nitroso-Aldicarb es un derivado altamente tóxico del Aldicarb

y puede formarse en presencia de nitrito de sodio a pH ácidos como los

hallados en el estómago de mamíferos.

Se analizó si el Nitroso-Aldicarbera capaz de modificar la fre

cuencia de ICHy la cinética de división celular de linfocitos perifé

ricos.

Los cultivos de linfocitos mostraron un incremento en el valor



de ICHpor célula en reiación a 1as dosis crecientes de Nitroso-Aidicarb.

La presencia de esta sustancia en e] medio de cultivo produjo además en

1entecimiento de] cicïo celuiar.

E1 uso de estos ensayos a corto plazo “in vitro" con céiulas de

mamíferoscomoios iinfocitos ofrece 1a posibilidadtkeanaiizar e] efecto

de un agente quimico en particuïar sobre céïuïas humanasy estabiecer si

este agente podría ser considerado comopotencialmente mutagénico, carci

nogénico y/o teratogénico.

Los efectos genotóxicos producidos "in vitro" por e] Aidicarb y

su derivado nitrosado sugieren que 1a exposición a estas sustancias po

dria tener consecuencias para 1a saïud genética humana.
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