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RESUMEN

La prueba del cometa es una excelente herramienta para detectar el efecto
genotdxico inducido por agentes quimicos, fisicos e inclusive biolégicos en las
células de cualquier ser vivo independientemente de que éste sea o no utilizado
como biomonitor. Esta caracteristica le otorga ventajas sobre otros sistemas de
prueba que sélo evalian la actividad genotdxica inducida bajo condiciones
controladas; es ademas, sensible, sencilla y reproducible.

Con un creciente uso, la prueba del cometa empieza a utilizarse en diferentes
disciplinas bioldgicas con diversos propositos. En el presente trabajo se realiza
una revisién de articulos relacionados con el empleo, ventajas y potencialidad de
la prueba del cometa con respecto a otras pruebas para evaluar genotoxicidad.



LAS SUSTANCIAS QUIMICAS TOXICAS

La conciencia sobre los peligros de las sustancias quimicas toxicas ha
proliferado en aros recientes. Las noticias de primera plana describen de manera
lugubre acontecimientos tales como la tragedia de Bhopal, India, donde la
liberacién accidental de gas de una fabrica de pesticidas mat6 a varios miles de
personas y provocd enfermedades cronicas en decenas de miles mas. En Estados
Unidos el gobierno reubicd toda la ciudad de Times Beach, Missouri, debido a la
contaminacion del suelo con dioxina. A la miriada de temores que enfrenta el
mundo moderno, la humanidad agrega ahora el temor a que un camién o un tren
cargado de material toxico pueda chocar, exponiendo a numerosas personas a su
contenido potencialmente letal, 0 a que un nifio que juega en un lote baldio pueda
regresar a su casa cubierto de algun polvo irreconocible que escapé de un barril
desintegrado que se hallaba enterrado ahi (Harte, J. et al., 1995).

En la decada de 1940, el
insecticida diclorodifeniltricloroetano
(DDT) parecia casi milagroso. En el
trépico, el DDT salvdé millones de
vidas al matar los mosquitos
transmisores del paludismo. Los
mayores  rendimientos  agricolas
conseguidos al destruir plagas de

insectos con DDT salvaron a muchos

Figura 1. Trabajadora mozambiquefia fumiga con millones mas de morir de inanicién
DDT sus tiefras.

(figura 1).

El quimico suizo Paul Maller, descubridor de sus propiedades como
plaguicida, se hizo acreedor al Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en 1948. La

gente confiaba en el advenimiento de una nueva era libre de plagas de insectos,



sin sospechar que el uso indiscriminado de este plaguicida estaba deshaciendo la
compleja trama de la vida (Audesirk, T. et al., 2004).

Distintas sustancias quimicas como el DDT y otras nuevas, son fuentes de
deterioro ambiental en contra de muchas especies, en especial de las aves.
Aguilas, halcones, gavilanes, carrofieros y otras aves de presa han sido muy
vulnerables a la contaminacién quimica (Guzman y Anaya, 2001).

Las actividades humanas generan productos que directa o indirectamente,
afectan la calidad de los cuerpos de agua receptores. Este tipo de contaminacién
es generada por emisiones de industrias, plantas tratadoras de aguas residuales,

descargas municipales tratadas o no, etc.

Muchos de los hijos de mujeres que consumieron peces contaminados por
Bifenilos policlorados (PCB; compuestos clorados que se utilizan en los
transformadores y cables eléctricos) del lago Michigan, presentan un desarrolio
intelectual retardado (Harte, J. et al, 1995). La exposicion a niveles altos de
plaguicidas y otros contaminantes persistentes ha sido vinculada a ciertas formas
de cancer, infertilidad, afecciones cardiacas e inhibicion de la funcion inmunitaria
en los seres humanos (Audesirk, T. et al., 2004).

Los indigenas inuit que habitan al norte del Circulo Artico tienen niveles
altos de PCB y clordano (un plaguicida prohibido similar al DDT) en su cuerpo
debido al consumo de grasa de ballena y de otros depredadores marinos. Varios
productos quimicos sintéticos de uso muy extendido comparten la tendencia del
DDT a persistir, acumularse e interferir en las funciones hormonales. Estas
sustancias quimicas, llamadas “perturbadores endocrinos” son emitidos por los
plasticos, detergentes y plaguiEidas y como productos colaterales de los procesos
de manufactura (Audesirk, T. et al., 2004).

También es preciso considerar los residuos peligrosos que producen la
industria, los laboratorios, los talleres y las empresas de servicios. La legistacion



ambiental considera peligrosos los residuos corrosivos, reactivos, explosivos,

toxicos, inflamables y biologico-infecciosos. (Guzman y Anaya, 2001).

Mientras que esos acontecimientos dramaticos justificadamente captan la
atencion de los encabezados periodisticos, un aspecto de igual importancia
respecto al problema de las sustancias téxicas ha sido relegado: las exposiciones
pequenas pero recurrentes a las sustancias quimicas pueden provocar cancer y
otras enfermedades (Repetto, 1995). Dicha exposicion a largo plazo se denomina
cronica, en contraposicion con la exposicion mas breve que resuita de los grandes
derrames y otros accidentes, a la cual se le da el nombre de aguda. La exposicién
crénica puede ocurrir con cada bocado de alimento o cada trago de agua que
ingerimos y con cada bocanada de aire que inhalamos; ocurre diario mientras
trabajamos en el jardin, la oficina o cuando preparamos los alimentos (Harte, J. et
al., 1995).

Los compuestos inorganicos juegan un doble papel en la fisiologia, algunos
son indispensables para la vida y se denominan esenciales, mientras que otros
pueden ser toxicos, dependiendo de la dosis; a dosis aita todos son toxicos
(Repetto, 1995). Nuestra sociedad esta atrapada en sustancias quimicas, tanto las
de origen natural que le provee su entorno, como las sintetizadas por su
propia industria.

Cada afno de las dltimas décadas
se manufacturan e introducen al
mercado  aproximadamente 1000

nuevas sustancias quimicas. Casi

todos los aspectos de nuestras vidas

Figura 2. Cada afio se introducen al mercado mas son tocados por estas sustancias,

de 1000 nuevas sustancias a través de diversos desde la produccion de alimentos,

productos y fa velocidad con la que se producen - .
) ) _ utensilios, herramientas hasta Ia
supera la velocidad con la que se diagnostica su

peligrosidad genética. recreacion (figura 2).



No importa que tan cuidadosamente las utilicemos, alguna porcion termina
de manera inadvertida en nuestra comida, agua o aire. Y no toda la exposicién es
inadvertida; una gran cantidad de sustancias quimicas comerciales, como
conservadores alimentarios y pesticidas, son introducidas de forma deliberada en
nuestro ambiente. Preocupan principalmente aquellas que se cree provocan
cancer, defectos congénitos, mutaciones y otros problemas de salud para los

humanos, como dafio hepatico o problemas respiratorios (Harte, J. ef al., 1995).

La reciente implantacion de la disciplina de toxicologia como el estudio de
los efectos adversos de sustancias quimicas sobre los seres vivos (Klaassen y
Watkins, 2001), en distintas facultades universitarias de habla espariola, no se ha
visto acompafnada de un aporte bibliografico en este idioma que facilite el estudio y
la metddica adquisicion de conocimientos (Repetto, 1995).

Por ofra parte, los datos sobre los riesgos de los toxicos para la salud son
escasos y cargados de incertidumbre experimental. La literatura técnica contiene
muchas contradicciones y son comunes los desacuerdos entre los cientificos.
Ademds, la naturaleza politica del problema de los tdxicos implica que no toda la
informacidn disponible para el publico sea imparcial (Harte, J. et al., 1995).

LOS TOXICOS EN EL AIRE

Los efectos conocidos de la
contaminacién del aire (figura 3) en la
salud pueden dividirse en agudos (a
corto plazo), los cronicos (a largo

plazo), cancer pulmonar y efectos no

respiratorios. Efectos respiratorios
Figura 3. La contaminacién del aire producida por agudos de la contaminacion del aire

las cenizas del combustible de los automéviles son: reacciones hiperreactivas de las

puede ser un problema en ciudades en las que se

; ) vias respiratorias, ataques asmaticos,
concentra un gran ndmero de vehiculos de

_ gasolina y diesel. i



infecciones respiratorias y cambios reversibles en la funciéon pulmonar. Los dos
efectos cronicos principales de la exposicion a largo plazo a contaminantes del
aire, aparte del cancer pulmonar, son la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) y los cambios en el desarrollo y envejecimiento de los puimones (Vander,
A J, 1991)

LLa EPOC corresponde a un grupo de enfermedades que comparten los
sintomas comunes de falta de aire, ya que el diagndstico bien definido suele ser
imposible hasta después de la muerte. El grupo incluye: la bronquitis, el enfisema
y la enfermedad de las vias respiratorias pequefias crénicas. Estas enfermedades

pueden aparecer por separado o de manera conjunta.

Las principales causas de
EPOC son:
Tabaquismo, exposicién ocupacional
a sustancias como el polvo de carbén
y de algodoén, las concentraciones
elevadas de dioxido de azufre,

factores genéticos y particulados

) (figura 4). La mala calidad del aire da

Figura 4. Las macroparticulas se asocian a una

4 ) lugar al aumento de la tasa de asma
amplia gama de patologias, entre ellas las

enfermedades cardiacas y pulmonares. y ofras afecciones respiratorias.

La contaminacién del aire participa en forma importante, aumentando las
infecciones infantiles y contribuyendo a la enfermedad pulmonar en edades
avanzadas (Amdur, Mary O, 1995).

Cancer pulmonar
Es responsable de una cuarta parte de todas las muertes por cancer.

Aunque el tabaquismo es la causa principal de este padecimiento, la



contaminaciéon del aire provoca cierto porcentaje de los canceres puimonares;

exactamente cuanto, esta en discusion todavia.

Los analisis quimicos del aire muestran la presencia de productos
secundarios de la combustion, causales de cancer como los benzo-(a)-pirenos y
las dioxinas, fibras como el asbesto y metales como el arsénico y el cadmio
(Amdur, Mary O., 1995).

Estudios toxicolégicos muestran que extractos de aire contaminado pueden
producir tumores pulmonares en ratones, ratas y hamsteres y es posible que
produzca lesion al material genético ADN. En estudios en poblaciones humanas
se ha encontrado aumento de la frecuencia de cancer alrededor de fundidoras y
fabricas, en ciudades comparadas con areas rurales y con la duracién de la
exposicién a la contaminacién (Turiel, 1., 1995).

E! humo del tabaco interactia sinérgicamente con otros carcinégenos como
el raddn, el asbesto, el arsénico y el alcohol, aumentando el riesgo subyacente de
cancer de cada uno de estos materiales.

Entre los efectos no respiratorios, el plomo presente en el aire ha causado
trastomos nerviosos en nifios, incluyendo problemas de aprendizaje (disminucion
en el coeficiente intelectual) e hiperactividad, dafio renal que favorece presién
sanguinea elevada en nifios y adultos, y en casas extremos, envenenamiento. Los
niveles de plomo han caido draméaticamente en los dltimos 15 afios conforme se
elimindé la gasolina con plomo, pero los depdsitos en el suelo de los afos

anteriores son una fuente de exposicion persistente.

El benceno es una causa de leucemia en trabajadores del caucho y de la
industria quimica, y se halla en el aire proveniente de operaciones de refinamiento
y combustion de gasolina. En vista de que las concentraciones de benceno en el
aire son bajas, es dificil conocer que efecto tiene en la pE)blacién general.



LOS TOXICOS EN EL AGUA

Contaminantes que se agregan en el origen: varian dependiendo de la
geologia local, actividades agricolas y fuentes industriales/municipales de
contaminacion. Como regla general, el agua subterranea contiene mas
contaminantes minerales (nitratos, arsénico y bario) que el agua superficial; ésta
tiende a contener mas contaminantes bioldgicos (bacterias y virus) y mas
contaminaciéon organica natural podrida. Ambas fuentes pueden contener
desperdicios industriales de origen organico e inorganico.

Contaminantes que se agregan al
sistema de distribucion: la corrosion
de las tuberias puede liberar metales
como plomo, cadmio, hierro, zinc,
niquel y otros al suministro de agua

(figura 5), el asbesto también puede

) i liberarse por la falla de tubos de
Figura 5. Los metales liberados en el agua nunca

se degradan, y permanecen como un peligro que asbesto-cemento que utilizan algunos
puede valverse a mavilizar en el futuro. sistemas. Se desconoce si el asbesto
representa un riesgo significativo contra la salud al beber esta agua, aunque la

exposicion ocupacional al asbesto se relaciona con canceres gastrointestinales.

LOS TOXICOS EN EL SUELO

Los contaminantes del aire generalmente se emiten sobre la tierra, por eso
es comprensible que muchos toxicos abandonen la atmésfera cayendo a la tierra y
perietrando en el suelo.



Ya en el suelo es probable que los contaminantes sean transformados
quimicamente por los organismos que habitan en él. Ya sea que los
contaminantes en el suelo se transformen quimicamente o no, a la larga tendran

uno de cuatro destinos.

Primero, pueden ser captados por plantas que iuego podrian ser ingeridas
por las personas u otros organismos. Una segunda posibilidad es que los
contaminantes del suelo sean limpiados por la lluvia hacia cuerpos de agua, como
ocurre desde los campos agricolas hasta los rios y lagos. Una tercera posibilidad
es que el contaminante del suelo sea tan volatil que pase hacia la atmésfera. El
DDT es un ejemplo de esto, se codestila con la evaporacién del agua proveniente
de la superficie de la tierra, y una vez en la atmésfera, pueden viajar grandes
distancias. Por ultimo, algunos contaminantes del suelo, en particular algunos
metales toxicos, residen virtualmente para siempre en la tierra debido a que no
son voldtiles, solubles ni accesibles a las piantas (Harte, et al., 1995).

Los sitios donde se tiene alta probabilidad de contaminar los suelos, son
las industrias, centros poblacionales, sitios de almacenamiento (de combustibles,
aceites, solventes, pesticidas y lubricantes), vehiculos de transporte de quimicos o
sitios de disposicion ‘final’ de residuos municipales e industriales.

En muchos casos, fos métodos
utilizados para el control de la
contaminacién van dirigidos a
purificar el aire y depositos de agua,
no tanto a la proteccién del suelo

(figura 6). Estos contaminantes, por

tanto, pueden llegar a & por

Figura 6. La produccién de cantidades enormes

de residuos plantea el problema de su eliminacién,
por ello se destinan al abandono y se acurnutan

en vertederos.

aplicacién directa de quimicos tales
como pesticidas y fertilizantes; por
derrames accidentales de sustancias,

10



por la deposicién de contaminantes atmosféricos o por disposiciéon de residuos
antropogénicos. El dafio que causan al suelo, depende tanto de la cantidad, como

de la naturaleza fisica y quimica del contaminante (Enkerlin, ef a/, 1999).

Las industrias y los centros pobiacionales estan intimamente ligados por la
dependencia econémica que existe entre uno y otro. Siendo éstas las fuentes
primarias de generacion de residuos, constituyen el primer punto que debe ser
abordado para disminuir su cantidad en el ambiente, por medio de la

implementacion de estrategias de minimizacién de residuos.

Potencialmente, los medios fisicos que sirven para transportar tanto los
productos como los residuos industriales y municipales, constituyen la segunda
fuente de contaminacion en importancia. Esto se da cuando ocurren accidentes o
cuando los conductores de estos vehiculos descargan clandestinamente los
materiales que transportan. Debe buscarse en este caso, la manera de minimizar
la cantidad de material a transportar, asi como cumplir con las recomendaciones

de seguridad para evitar fugas o accidentes.

Los sitios de almacenamiento, ya sea temporal, como es el caso de
productos comercializables y de los combustibles, o permanente, como en el caso
del confinamiento de residuos sélidos deben manejar estrategias propias para la
minimizacién y el manejo de dichos residuos. El sobrecrecimiento poblacional
hace complicado por si solo el problema de la generacion de residuos.

Siendo éste un problema social, su solucién no depende tanto de la ciencia,
es necesario amortiguar el aumento en la demanda de bienes y generacion de
residuos, mediante una planeacion integral para el aprovechamiento éptimo de los
recursos naturales y la debida divulgacion de la informacion pertinente a la
poblacion; su implementacion comprometida por todos, su monitoreo y evaluacion

de los resultados.

1



Figura 7. Los métodos convencionales para
enfrentarse a los desperdicios que se generan en
la sociedad industnalizada no difieren mucho de
los utilizados por nuestros antepasados; los
enterramos o los incineramos cuando se
acumulan.

Los residuos generados por las
actividades humanas (figura 7)
pueden contaminar al aire, suelo y
agua. Los contaminantes del suelo, al
igual que los contaminantes del aire y
agua, pueden sufrir transformaciones
quimicas y desplazarse en direccién

horizontal y vertical.

Debido a que hay varios tipos
de suelos, el comportamiento de un
contaminante depende de |Ia
composicion y caracteristicas fisicas

de los mismos. Tantos contaminantes

permiten observar sustancias cuyos efectos son inmediatos pero también de
sustancias cuyos efectos no son visibles inmediatamente y pueden pasar afios

antes de que se vean sus consecuencias (Denison y Ruston, 1990).

Muchos desechos industriales son carcinogénicos y pueden estar
contaminando agua, aire y suelo, que al convivir con ellos de forma cotidiana se
tiene practicamente garantizado el cancer o anormalidades en los hijos de estas

personas; sindrome de Down, por ejemplo (Garro y Lieber, 1990).

RESIDUOS TOXICOS Y PELIGROSOS

Se aplica a los materiales sélidos, liquidos o gaseosos que contienen
sustancias que por su compasicion, posibilidad de combinacidn o mezcla
representan un riesgo para la salud humana, los recursos naturales y el medio
ambiente. Pueden estar contenidos en recipientes que son destinados al
abandono. Ejemplos de residuos téxicos y peligrosos son los productos

farmacéuticos, los aceites usados o las pilas con mercurio.
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Los principales componentes que dan a los residuos su caracter peligroso
son: metales pesados, cianuros, dibenzo-p-dioxinas, biocidas y productos
fitosanitarios, éteres, amianto, hidrocarburos aromaticos policiclicos, fosforo y sus

derivados, y compuestos inorganicos del fltor.

Las actividades principales
que generan este tipo de residuos
son la mineria, la energia nuclear y
la industria en general (papelera,
quimica o siderdrgica, entre otras)

(figura 8). Los sistemas basicos de

gestion de los residuos toxicos y
Figura 8. Las fuentes de los principales peligrosos son: la_ incineracion, el
contaminantes  incluyen las  actividades tratamiento fisico-quimico, el
industriales y la generacién de energia. depésito de seguridad y la
recuperacion o reciclaje. Cada pais en materia legisiativa adopta sus normativas
correspondientes para la gestion de estos residuos, asi como diversos
organismos internacionales como la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU
(EPA), la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE),
la Comunidad Europea (CE) y el Programa de las Naciones Unidas para el Medio

Ambiente (PNUMA) (Enkerlin, et al., 1990; OCDE, 1998).

La industrializacién ha supuesto un aumento espectacular en la exposicién
a agentes quimicos, algunos de ellos nuevos. Entre éstos destacan productos
inorganicos como el plomo, mercurio, arsénico, cadmio y asbesto, o productos
organicos como los bifenilos policlorados (BPC), el cloruro de vinilo, o el pesticida
diclorodifeniltricloroetano (DDT). Una peculiaridad de algunos de estos agentes
quimicos es la capacidad de facilitar el desarrollo de un cancer por producir
cambios‘quimicos en el ADN (Herrera, ef al,, 1992), como el cancer de puimén y
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los mesoteliomas relacionados con el asbesto, el cancer de higado por cloruro de
vinilo, o las leucemias relacionadas con la exposicién al benceno. La enfermedad
de Minamata, producida por ingerir pescado contaminado por mercurio, y la
enfermedad de Yusho, relacionada con alimentos contaminados con furanos
clorados, son ejemplos de procesos tdxicos agudos que acaecen fuera del dmbito
laboral (Repetto, 1995).

No se conoce con detalle el efecto perjudicial de la mayoria de los toxicos
del entomo. La incidencia y frecuencia de cada enfermedad guardan relacién con
la dosis de toxina. Para los efectos crénicos o retardados, como el cancer o las
alteraciones en los descendientes de los individuos expuestos, no hay un umbral
de dosis seguro por debajo del cual no se desarrolla la enfermedad. En
consecuencia, el efecto cancerigeno de ciertos agentes ambientales
contaminantes como el DDT o los BPC es de una magnitud desconocida (Calow,
1990).

BIFENILOS POLICLORADOS (PCB)

Sustancias consideradas como residuos toxicos y peligrosos, que son
utilizadas sobre todo en mezcla liquida con triclorobenceno en el aislamiento
eléctrico y la refrigeracion de determinados tipos de transformadores eléctricos.
Estos transformadores pueden estar situados en postes de vias publicas o
terrenos privados, asi como en el interior de edificios, industrias o locales. Las
fuentes de PCB en la naturaleza proceden exclusivamente de la actividad
humana.

Son sustancias poco biodegradables y se acumulan en los organismos; en

los peces, algunos de los efectos que producen son: la inhibicién del crecimiento

de organismos marinos, mayor probabilidad de aparicion de tumores y la
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disminucién de {a resistencia a parasitos. El hombre tiene contacto con estas
sustancias al ingerir sobre todo pescado.
En el caso del ser humano, las exposiciones repetidas pueden dar lugar a

irritacion de piel, afecciones hepaticas, neurologicas y bronquitis cronica.

En la mayoria de paises, la fabricacién de PCB esta totalmente prohibida y
también se han dictado normas en relacidn al transporte, almacenamiento y
etiquetado; ademas, es precisa una autorizacion para gestionar y eliminar los
residuos de PCB (Harte, J., et al., 1995).

DIOXINAS
Cada uno de los compuestos organicos conocidos quimicamente como

dibenzo-p-dioxinas, estan formados por dos anillos de benceno unidos por un par

de atomos de oxigeno: E @- O—O@ j

Son poco solubles en agua y muy estables, ya que pueden permanecer en
el aire, el agua vy el suelo durante varios afios sin ser degradados. Generados en
distintos procesos industriales, son compuestos altamente contaminantes y toxicos
(Enkerlin, et al., 1999). Las principales fuentes de emision de dioxinas son los
procesos de incineracion, los de fabricacién de Cloruro de polivinilo (PVC) y
algunas industrias del metal y del pape! (Tschirley, F., 1986).

El 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina (2,3,7,8-TCDD), o solamente
dioxina, es el mas toxico de todos
ellos. Puede originar enfermedades
en la piel y anomalias genéticas, asi

como varios tipos de cancer. En 1976

se produjo un accidente industrial en
Figura 9. En 1976, la explosion de la planta

quimica italiana Seveso, que expuso a miles de Seveso ('ta“a)' liberandose a la

personas a la dioxina acentu6 la inquietud general atmésfera una cantidad importante de

hacia este producto este compuesto (ﬁgura 9)’ lo que
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llevd a la evacuacion de unas 700 personas y ocasiond la muerte de un gran

ndmero de animales. No se conocen aplicaciones benéficas de la dioxina.

El dioxano y el tetrahidrofurano (THF) son disolventes muy Gtiles debido a
su relativa baja reactividad frente a otros reactivos; son miscibles en el aguay en
muchos compuestos organicos. El tetrahidrofurano se emplea con frecuencia, en
lugar del éter etilico, como disolvente en reacciones de grignard y en reacciones

de reduccién con hidruros metalicos.

El furano generalmente se halla combinando en las estructuras de muchos
productos naturales. En sus reacciones, el furano se asemeja bastante a sus
analogos de nitrogeno y azufre, el pirrol y el tiofeno. El tiofeno exhibe muchas de
las propiedades de un éter ciclico, de un sistema diénico 1, 3 y de un compuesto
aromatico. El acido acuoso se rompe formando un compuesto dicarbonilico 1, 4;
adiciona cuatro atomos de hidrégeno dando tetrahidrofuranoc y experimenta

muchas reacciones de sustitucién electrofilica (Repetto, 1995).

Los procesos industriales generan, ademas:

1. TETRACLOROETILENO: solvente de las tintorerias rapidas; genera

reacciones alérgicas; puede provocar abortos y cancer.

2. FENOL o HIDROXIBENCENO: Se usa para prevenir o reducir el deterioro
oxidativo de los alimentos. Al igual que algunos conservadores como el
Hidroxitolueno (BHT) y el hidroxianisol butilado (BHA), tienen efecto

antimicrobiano. Se les combina para conservar la calidad del alimento.

- intoxicacion cronica: La absorcion de fenol en pequenas dosis de forma
repetida puede provocar trastornos digestivos, irritacion de las vias
respiratorias y trastornos nerviosos (marasmo fénico). Pueden edtar

acompariados de manifestaciones cutaneas (eritemas, eczema, etc.).
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Intoxicacion aguda. Accidn sobre la piel y las mucosas; el fenol provoca
lesiones locales cuya gravedad esta en funcién del tiempo del contacto o
de la concentracion de las soluciones, hasta producir gangrena fénica.
Accidn por ingestion: puede sobrevenir la muerte en un lapso de tiempo
generalmente corto por sincope respiratorio.

Puede causar la muerte por cianosis, ya que transforma la hemoglobina
en meta hemoglobina (donde la porcion HEM esta en estado férrico). De
este modo, este componente esencial de la sangre pierde su capacidad
de transportar oxigeno a los tejidos.

. BENCENO: respirar benceno puede causar somnolencia, mareo y pérdida
del conocimiento; la exposicion de larga duracion produce alteraciones en

la médula de los huesos, puede causar anemia y leucemia.

. CADMIO: las fuentes mas comunes son las pilas, pinturas, barnices, el
PVC. Dafa los pulmones, los rifiones e irrita el tubo digestivo. Es

cancerigeno y puede provocar afecciones serias en el embarazo.

. CLOROBENCENQO: los efectos por respirarlo incluyen pérdida de la
conciencia, temblores, agitacion y la muerte. La exposicion prolongada ha

producido dario al higado y los rifiones y el SNC.

. CROMO: La exposicion ocurre al ingerir alimentos o agua contaminada o al
respirar aire contaminado en el trabajo. La exposicion a altos niveles de

cromo puede dafar la nariz y producir cancer.

. HIDROCARBUROS POLICICLICOS AROMATICOS: sospechosos como
agentes de cancer de pulmones. Se sintetizan cuando se calientan los
aceites y sobre todo en productos ahumados. Estan relacionados con
cancer de colon y préstata.
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NITRATOS: originados en desechos cloacales. Modifica la capacidad de la

hemoglobina para transportar oxigeno. Genera cianosis.

NITRITOS: también afecta la hemoglobina; ademas, puede formar

compuestos cancerigenos, como las nitrosaminas.

10. PENTACLOROFENOL: pesticida de uso restringido. Se usa industrialmente

11.

para preservar la madera. Aumenta la temperatura corporal, afecta al

higado, dafa al sistema inmunitario, afecta la reproduccion y el desarrollo.

PLOMO: sintomas precoces; fatiga, dolor de cabeza, dolores 0Oseos,
abdominales, musculares, trastornos del suefio, de la conducta, impotencia,
etc. Sintomas avanzados: anemia, cdlicos intestinales, nauseas, vomito,
impotencia sexual, trastomo renal, delirio, esterilidad, darios al feto,
hipertension arterial, estrefiimiento agudo, afectacidn de los nervios,
problemas 6seos, cancer, muerte. Causa el saturnismo, enfermedad que
puede desembocar en la locura. Deteriora la capacidad de aprendizaje.

12. TALIO: en dosis altas se han descrito vomitos, diarrea, caida del cabello,

efectos al sistema nervioso, pulmones, corazdn, higado y rifiones
(Cérdoba, 1991; Klaassen y Watkins, 1999).

13.EL CLORURO DE POLIVINILO (PVC): EI plastico envuelve gran cantidad

de quesos y flambres, ademas de usarse en botellas y embalaje. Como al
resto de plasticos, para hacerlos maleables, se les agrega ablandadores,
estabilizantes, lubricantes, blanqueadores, etc. Los elastificantes del PVC
pertenecen a la familia de los ftalatos, comprobados como cancerigenos
(Repetto, 1995). Algunos alimentos grasos como los quesos, son
particularmente sensibles al fendmeno de migracion, donde se transfieren
componentes desde el envase hacia el producto contenido en ellos debido
a cambios fisicoquimicos (Harte, J. et al., 1995; K|aasseriiy Watkins, 1999)



NITROSAMINAS

En Noruega en 1962, después de un brote epidémico de intoxicacion por
pienso en las ovejas, se detectaron concentraciones muy altas de nitrosaminas en
harina de arenque que se habia tratado con nitrito como conservante. Las ovejas

presentaron una grave alteracion hepatica y muchas murieron (Shibamoto, 1996).

La preocupacion crecié a partir de observaciones hechas por Magee y
Barnes en 1967, al advertir el caracter toxico de la N-nitrosodimetilamina (NDMA).
Dos anos mas tarde, en 1969, los mismos autores descubrieron el caracter

mutageénico y carcinogénico de esta misma sustancia.

Las nitrosaminas son insolubles en el medio acuoso, y generalmente se

separan como aceites amarillos.

Las N-nitrosaminas pueden encontrarse en alimentos de diversa naturaleza,
aunque generalmente se hallan siempre en cantidades muy pequefias en ellos.
Posteriormente, otras investigaciones
evidenciaron la formacion de N-
nitrosaminas a partir de precursores
durante el procesamiento y el
almacenamiento de alimentos (figura
10) e incluso in vivo en el estdmago
(Sen, et al., 1969) en el intestino por
accion bacteriana (Shepard, et al.,

1987) y en la boca a partir de los

componentes de la saliva Figura 10. Los nitritos son elaborados en especial

- para usarse en la conservacion de carnes (jamén,
(Tannenbaum, et al., 1976). 6

tocino, salchichas) y pescado encurtidos.

Las sustancias de las q‘ue se sospecha son por tanto, aminas secundarias,

primarias y terciarias, diaminas y agentes nitrosantes, como los nitritos, que
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durante largo tiempo han sido utilizados para tratar y conservar carnes y otros
alimentos. Los nitritos se combinan en los alimentos o en el organismo humano
con aminas y amidas naturales para formar nitrosaminas. Se cree que jos altos
niveles de nitritos/nitrosaminas presentes en la dieta contribuyen a la elevada
incidencia de cancer esofagico caracteristicas del norte de China e Iran (Repetto,
1995).

Desde principios de la década de 1960 hay conciencia de los problemas
potenciales de los nitritos, aunque la alarma aumenté en 1973 cuando se

detectaron nitrosaminas en el tocino frito (OMS, 1978).

Los nitrosocompuestos han demostrado ser carcindgenos potentes vy,
recientemente, se ha tomado consideracién en el uso de nitritos como
conservadores de alimentos. Las bacterias estomacales reducen los nitratos a
nitritos y, en presencia del HCI estomacal, los nitritos se convierten a acido nitroso.
Asi, el acido nitroso reacciona con ciertas aminas secundarias corporales
formando nitrosaminas (Repetto, 1995; Klaassen y Watkins, 1999).

ADITIVOS ALIMENTARIOS

Los aditivos alimentarios son agregados intencionadamente a los
alimentos y bebidas, a diferencia de los contaminantes (presencia generalmente
accidental), con el objeto de modificar sus caracteres organolépticos, facilitar o

mejorar su proceso de elaboracién y/o conservacion.

Aungue muchos de estos aditivos han sido usados durante largo tiempo y
se consideran sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS) las
intoxicaciones crénicas que se han producido por su presencia en mdiitiples
alimentos, los fenémenos de hipersensibilidad y riesgo de cancerogénesis, hacen
que continuamente se estén investigando las posibles acciones de estas
sustancias, sus mecanismos de toxicidad y se revisen las reacciones

idiosincrasicas (reactividad anormal) a las mismas.
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CONTAMINACION AMBIENTAL POR PLAGUICIDAS

Con el incremento de la contaminacion por pesticidas aumentd la necesidad
de la poblacién por conacer los efectos causados por dichas sustancias (Carrillo y
Velez, 1996). Los plaguicidas son ampliamente utilizados en todo el mundo (figura
11) a pesar del dafio ecologico que muchos han provocado debido a su baja tasa
de biodegradabilidad, como el DDT, aldrin y dieldrin (Klaassen y Watkins, 1999).

Muchos de estos compuestos
estan prohibidos en México pero
algunos otros contindan utilizandose.
Se han detectado pozos de agua
contaminados con 1,2 dibromo-3-
cloropropano, en el area de Fresno,
California (Grella, et al., 1994; Zou, et
al., 1995; Klos, 1996).

Por otra parte en México se

Figura 11. El uso de insecticidas incluye Ia

detectaron  plaguicidas  llamados
aplicacién en poivo o en forma de liquido

atomizado; en los cultivosmuy extensos, los organoclorados en aguas de riego en
plaguicidas se esparcen con avionetas. el Valle de Mexicali (Carrillo y Vélez,
1996). Varios tipos de pesticidas
fueron encontrados en camarén de
granjas acuicolas del centro de Sinaloa y e puerto de San Blas, Nayarit (Ramirez

et al., 1996).

Los efectos directos de la exposicién a plaguicidas en el hombre comprenden
dafnos que van desde simples irritaciones epidérmicas hasta envenenamientos,
mutaciones genéticas, cancer y finalmente la muerte (Gémez, et al., 1992; Moses,
1992; IARC, 1991).
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Al mismo tiempo, los efectos genotoxicos de pesticidas y sus mezclas se
reportan in vitro (Dolara et al., 1994). Por lo anterior, la contaminacién del suelo,
aire y agua por pesticidas es un riesgo. E! plaguicida DDT y muchas otras
sustancias elaboradas por el hombre que experimentan amplificaciéon bioldgica
contienen cloro, el cual tiende a estabilizar las moléculas. Todas las sustancias de

este tipo tienen tres propiedades que las hacen peligrosas:

1. No son biodegradables, es decir, los organismos descomponedores no
las degradan facilmente a sustancias inocuas.

2. Son venenos universales, causan envenenamiento no selectivo en los
animales.

3. Son solubles en grasas, pero no en agua; por tanto, se acumulan en el
cuerpo de los animales, especialmente en la grasa, en vez de ser degradadas y

excretadas en la orina acuosa.
En virtud de que estas sustancias permanecen en el cuerpo, un depredador

acumula el veneno de su presa a lo largo de muchos afios (Turk, Turk, Wittes;
1991; Audesirk T. et al., 2004).
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MUTACION Y MUTAGENOS

Una mutacién es un cambio en el material genético de las células; este
cambio puede ser espontdneo o por causas externas, y si ocurre durante el

desarrollo de una célula sexual, las mutaciones pasan a la generacion siguiente.

Los mutagenos son agentes externos que pueden ocasionar cambios en el
material genético de células (Ramirez, 2001), debido a esto, ia frecuencia de
mutacion puede incrementarse con la exposicion a ellos. Se dividen en fres

grupos: agentes fisicos, quimicos y biologicos.

MUTAGENOS FISICOS

Aqui se agrupan varios tipos de
radiaciones que elevan la frecuencia
de eventos mutacionales como:
rompimientos, rearreglos ylo
distorsion de la cadena de ADN al
alterar las bases (dimeros de timina)
bloqueando asi futuras replicaciones

(Ramirez, 2001). Las radiaciones

pueden ser ionizantes como los rayos
alfa, beta, gamma (figura 12); y las Figura 12. Una bomba nuclear fibera radiacion que
radiaciones no ionizantes como los origina lesiones graves a largo plazo en los

rayos X rayos ultravioleta. etc. individuos que sobreviven a la explosion inicial.

= Rayos Ultravioleta (UV)
Los rayos ultravioleta inducen mutaciones de tipo puntual y cromos6mica (Griggs y
Bender 1973; Meltz, 1991) y se han abtenido un gran nimero de mutantes en
Neurospora en diversas levaduras (Li y Loretz, 1991).
En adicién, el sistematico deterioro de la capa de ozono incrementé la penetracion

de este tipo de radiacion y algunos estudios sefialan ia relacién entre la exposicién
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solar y el incremento de cancer de piel. La radiacion uitravioleta se emplea para

esterilizar superficies porque mata a bacterias y virus.

* Rayos X
Las mutaciones causadas por la accién de los rayos X fueron descubiertas por
Muller, H.J. en 1927, desde entonces, el modelo mas utilizado para estudiar las
radiaciones a sido la Drosophila melanogaster y es con ella, que se han obtenido
gran cantidad de datos sobre la induccién de mutaciones génicas y variaciones

estructurales por estos agentes (Lindsley y Grell, 1968).

* Ondas ultrasonicas
Las ondas ultrasdnicas con una frecuencia de 400.000 ciclos por segundo pueden
producir mutaciones letales en Drosophila melanogaster (Ciaravino et al., 1986),
asi como variaciones estructurales en los cromosomas somaticos de plantas
(Meltz 1991).

MUTAGENOS QUIMICOS

Los mutdgenos quimicos
producen cambios en el ADN como
son las sustituciones de bases y
ocasionan errores de apareamiento.
Se calcula que en la actualidad un ser
humano comun puede estar expuesto

a un promedio de 100 mil diferentes

sustancias (figura 13).

Fig. 13 Siempre queda un resto de sustancia en el

] Aungue se calcula que en la
envase, que termina normalmente en la basura

acumulando residuos peligrosos potenciaimente actualidad existen aproximadamente
mutagenos. 13 millones de diferentes compuestos
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organicos y cien mil de los inorganicos, la velocidad con la que se diagnostica su
peligrosidad genética es notablemente inferior a la cantidad de nuevas sustancias
producidas (Ramirez, 2001; Franco, ef al., 2003).

Entre los mutadgenos quimicos se pueden citar los analogos de bases del
ADN (como la 2-aminopurina), moléculas que se parecen estructuralmente a las
bases puricas o pirimidinicas pero que muestran propiedades de apareamiento
erroneas; los agentes alquilantes como la nitrosoguanidina, que reacciona
directamente con el ADN originando cambios quimicos en una u otra base y
produciendo también apareamientos erroneos; y, por Ultimo, los agentes
intercalantes como las acridinas, que se intercalan entre 2 pares de bases del
ADN, separandoias entre si (Harte, ef al., 1995; Ramirez, 2001).

MUTAGENOS BIOLOGICOS

Respecto a los mutagenos bioldgicos éstos producen cambios que van
desde simples rompimientos cromosémicos hasta ia pulverizacion total del
complemento cromosémico (Ramirez, 2001). Los virus pueden producir diferentes
tipos de canceres en animales, por ejemplo, en el ser humané, el virus de Epstein-
Barr se asocia con el linfoma de Burkitt, el carcinoma nasofaringeo y los linfo
epiteliomas, el virus de la hepatitis B esta implicado con el hepatocarcinoma, el
virus herpes simple (tipo 2) y varios tipos de papiloma virus humanos estan

relacionados con el cancer cervical (Ramirez, 2001).
Como mutagenos bioldgicos podemos considerar fa existencia de virus

capaces de integrarse en el genoma; el virus provoca una mutacion al integrarse

en medio de un gen e inactivarlo.
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BIOENSAYOS GENETICOS

El sistema mas adecuado para detectar actividad mutagénica es aquel que
localiza los mutagenos antes de que estos manifiesten sus efectos en los seres
humanos. Por lo anterior, resulta apropiado basarnos en datos obtenidos en
sistemas de prueba sobre otros organismos (bioensayos), siempre y cuando estén
expresadas las limitaciones y diferencias en el metabolismo y en los sistemas de
reparacion del ADN (Liy Loretz, 1991).

Algunos autores opinan que tales diferencias no son tan evidentes y que los

resultados pueden extrapolarse inclusive al hombre; estos tipos de estudios se

han recomendado a la Organizacién Mundial de la Salud (Grant, ef al., 1994).

En muchos paises se establecieron los requisitos de ensayos (agudo o de
corto plazo y crénico o de largo plazo) y se fijaron normas y niveles de tolerancia,
asi como el desarrollo de una serie de bioensayos de tiempos cortos para la
observacién de cambios genéticos. Estos sistemas de prueba tienen diferentes
propésitos como son:

1. bisqueda de productos ambientales con  propiedades
carcinogénicas.

2. identificacion de carcinégenos en fluidos del cuerpo.

3. entendimiento de los mecanismos de la activacion quimica de
carcinégenos y sus reacciones con el ADN y

4. prediccidn de carcinogenicidad de sustancias.

Generalmente se requieren de 2 o 3 bioensayos para afirmar que una
sustancia quimica es carcinogénica (Casiano, 1991).

Actualmente se cuenta con una gran variedad de pruebas con las que se
puede determinar dafio genético o detectar compuestos genotoxicos; estas

pruebas pueden ser bioquimicas, realizarse in vivo o in vitro, con microorganismos
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0 macroorganismos, pueden determinar dafo microscdpico o0 molecular (Han, et
al., 1995; Seraj, 1996).

PRUEBAS DE DETECCION DE AGENTES GENOTOXICOS

Los agentes genotoxicos son sustancias que pueden danar al ADN y

pueden ser tanto mutagénicos como carcinogénicos (Harte, et al., 1995).

Debido al gran 'nﬁmero de compuestos que se liberan al ambiente y a que
los métodos de prueba tradicionales para evaluar su potencial toxicolégico
presentan algunas desventajas, como el tiempo empleado y el consecuente
incremento en el costo, se estan explorando posibles metodologias alternativas a
la utilizacién de animales vivos. En este campo los estudios de toxicologia in vitro

han ganado aceptacién durante los uitimos afios (Flint, 1988).

Algunas ventajas de utilizar sistemas in vitro para evaluar |a toxicidad de los
compuestos radica en el hecho de que estos modelos pueden propagarse y
dividirse en réplicas idénticas, caracterizarse y conservarse por congelamiento,
crecer en medios selectivos, separarse genctipicamente a fin de obtener clones
celulares con bastante uniformidad y ser tratadas con dosis controladas de
sustancias. Durante la evaluacion de la toxicidad de los compuestos pueden
analizarse parametros como viabilidad, respiracion e integridad de la membrana
(Camatini et al., 1996).

El impacto provocado en la salud por la exposicion a agentes genotédxicos
radica en que la induccion de daio genético ocasiona un incremento en la tasa de
mutacién de las células germinales de humanos (ovocitos, espermatozoides y sus
precursores) y puede ocasionar un incremento en la incidencia de enfermedades

genéticas en generaciones futuras.
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Por su parte, las mutaciones en células somaticas pueden contribuir a
varios desordenes en la generacion presente, como la induccidn de padecimientos
cardiacos, procesos de envejecimiento y principalmente en la formaciéon de
neoplasias (Hoffman, 1992).

La realizacién de pruebas de genotoxicidad de corta duracion para evaluar
la posible carcinogenicidad de las sustancias se fundamenta en la teoria de que
los procesos neoplasicos son provocados en una primera etapa por un dafio al
material genético de las células (Weinstein, 1988; Ames, 1975).

Las pruebas microbioldgicas para detectar actividad genotdxica se basan
en dos premisas: primera, que los sistemas de ensayos microbianos proporcionan
un método eficiente para detectar agentes que podrian interactuar con el ADN y
causar mutaciones. Y segundo, que en general el ADN de los microorganismos
tiene la misma estructura doble helicoidal y los mismos nucleédtidos que los demas
organismos, entre los que se incluye al hombre; por lo tanto, la prueba con

bacterias es valida para la deteccion de agentes genotéxicos (Sobels, 1987).

PRUEBA DE AMES, USOS E IMPORTANCIA

Uno de los métodos mas
utilizados y validados es el ensayo de
Salmonella/microsomal o prueba de
Ames, la cual emplea diferentes

cepas de Salmonella typhimurium

auxotrofas a la histidina (figura 14).

Figura 14. La prueba mejor conocida para valorar La deteccion de mUtégenos se

mutagenos es la prueba de Ames, en la que se basa en la capacidad del compuesto

administra una sustancia quimica a una cepa de

) para revertir la mutacion de
bacterias Saimoneila.

auxotrofia, la cual se observa por el crecimiento de la bacteria en un medio de
' 1

cultivo carente del aminoacido limitante (Ames et al., 1975).
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Esta metodologia ha sido reconocida por varios laboratorios para deteccién
de agentes carcinogénicos y evaluacion de riesgos genéticos en mezclas
complejas, aditivos alimenticios, residuos industriales, aguas potables y residuales
(Kier et af., 1986).

Modificacién genética en las cepas de la prueba de Ames: Existen diversas cepas
de prueba con caracteristicas particulares. Estas cepas contienen diferentes tipos
de mutaciones que afectan la sintesis de histidina (auxotrofia). En general, se
agrupan en dos cléses: las cepas que detectan sustituciones de pares de bases y
cepas que detectan mutaciones que ocasionan corrimiento del marco de lectura
del ADN (Maron y Ames, 1983).

Adicionalmente a la auxotrofia a histidina, las cepas de prueba han sido
manipuladas genéticamente para hacerlas mas sensibles a la deteccion de
mutagenos: (Padilla C., Feria V., 2001).

Mutacién rfa, la cual ocasiona una pérdida parcial de la barrera lipopolisacarida
que protege a la bactena, con aumento de su permeabilidad a moléculas de alto
peso molecular que no penetran una pared celular normal en la bacteria.

Mutacién uvr B, que impide el mecanismo de reparacion por escision, del ADN.
Plasmido pKM101, que incrementa la mutagénesis inducida y espontanea, con
apoyo al sistema de reparacién dei ADN propenso al error, normaimente presente

en estos organismos.

Plasmido pAQ1, presente en la cepa TA 102, que acarrea la mutacién defectiva
para la biosintesis de histidina.
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Cada una de las cepas de prueba presenta un numero caracteristico de

reversion espontanea. Es importante determinar el valor de reversion espontanea

en cada prueba de mutagenicidad que se realice (tabla 1).

Genotipos Cepas de prueba

TA 1535 TA 1537 TA 98 TA100 TA 102
his- (auxotrofia a histidina) + + + + -
rfa (dafio a la permeabifidad de la membrana) + + + + +
uvr B (sistema de reparacién por escision dafiado) + + + + -
Pidsmido pkM101 (afectacion a! sistema de - - + + +
reparacion de ADN propenso al error)
Plasmido pAQ1 - - - - +
(acarrea la auxotrofia a histidina)
Rango de reversion espontanea 3-18 | 4-18 | 1-46 | 45-179 | 240-320

Tabla 1. Cepas de prueba y sus genotipos

En la actualidad, la prueba de Ames es una herramienta importante para la

evaluacién rapida de nuevos agentes, que probablemente estaran en contacto con

los humanos, asi como de los agentes ya existentes, con la finalidad de tener su

completo perfil toxicolégico y evaluar riesgos de manera oportuna (Alvarez M.C.,

1998).

PRUEBA DE MICRONUCLEOS

Los micronucleos son fragmentos de cromosomas © cromosomas

completos que espontaneamente o por causa de agentes clastégenos, como las

radiaciones, o aneuploidégenos, como la vincristina, quedaron fuera del ndcleo

(Heddle et al., 1991; Schmid, 1975).
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Los animales en general presentan gran variacion en las frecuencias de MN
(figura 15) desde sumamente bajas a frecuencias de MN espontaneos en buen
numero (Zuniga et al., 1996; Zuhiga et al., 2000). Cuando estos organismos son
expuestos a genotdxicos micronucleogénicos, los MN se incrementan de manera
significativa en sus eritrocitos y pueden ser los organismos con estas

caracteristicas bioindicadores naturales (Zuriga et al., 1998; Alvarez, et al.,. 2002).

Su forma es generalmente
redonda o almendrada. Después de
la telofase los cromosomas
completos, asi como los fragmentos
que posean centrédmeros, dan origen
a los nucleos de las células hijas. Los
elementos rezagados quedan
incluidos en el citoplasma y una

proporcion de éstos es transformada

en uno o varios nucleos secundarios,

Figura 15. Los micronGcleos forman pequefios

mucho mas pequenos que el nicleo nGcieos secundarios y pueden ser o no
principal, de ahi su nombre de caracteristicos de una especie.

micronucieos (Heddie, et al., 1983)

En el humano, el nimero de MN espontaneos en eritrocitos de sangre
periférica es cercano a uno por 100,000 eritrocitos en condiciones normales; si se
expone a genotdxicos como las drogas antineoplasicas o si por indicacion del
hematélogo es esplenectomizado, de inmediato se incrementa en éste el nimero

de estas estructuras.

Entre las ventajas de la técnica de MN como bioindicador natural se
incluyen la facilidad y rapidez, la posibilidad de probar la actividad mutagénica de
un solo quimico sin otros compuestos, la abundancia de células analizables en

diferentes periodos del ciclo celular y el hecho de que los MN formados durante la
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divisién celular persisten al menos durante la siguiente interfase (Heddle, et al,
1991; Heddle et al., 1983; Schmid, 1975; Hayashi et al., 1990).

Entre sus limitaciones esta que la prueba no detecta agentes que no

producen fracturas o rezagos anafasicos {(como translocaciones e inversiones en

los cromosomas); tampoco es Util en poblaciones celulares que no se dividen, ni

cuando se prueban carcindgenos 6rgano-especificos o especie-especificos

(Heddle, et al., 1983; Schmid, 1975).

CARIOTIPO

El método clasico para la
observacion de dano citogenético es
el examen de preparaciones en
metafase de células tratadas con el
agente que se va a probar in vivo 0 in
vitro. La prueba de cariotipo consiste
en obtener  los cromosomas
metafasicos del organismo vy
mediante la observacion al
microscopio con el objetivo de
inmersién 100X Determinar si el
numero de pares de cromosomas
observados corresponde al de la
especie y mediante técnicas de
bandeo, revisar cada uno de los
cromosomas para verificar que éstos

se encuentran completos (figura 16).
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Figura 16. Cada especie tiene un namero de
cromosomas determinado; en la especie humana
hay 23 pares de cromosomas en 8 grupos segun
el tamafio y la forma. Las diferencias entre
individuos reflejan la combinacion genética de
estos juegos de cromosomas al pasar de una
generacion a otra.

Algunos inconvenientes que presenta la técnica del cariotipo para el estudio de los

genotéxicos son:
1
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a) se requiere conocer la morfologia de los cromosomas de la especie con
que se va a trabajar.

b) En el caso de los cultivos, la técnica es costosa, consume mucho tiempo y
requiere de la observacion de gran numero de metafases para concluir
validez estadistica.

¢) Muchas especies de aves, reptiles y anfibios presentan complementos
cromosdmicos constituidos por macro y microcromosomas, éstos ultimos
son las mas de las veces imposibles de analizar. (Duellman y Trueb, 1994;
Takagi et al., 1972).

PRUEBA DE MUTACION ROSA EN Tradescantia (CLON 4430)

Una prueba muy empleada y confiable para evaluar genotoxicidad es la
prueba de mutacién rosa en los pelos estaminales de Tradescantia; se destaca
por su sencillez y se utilizd para detectar el efecto de un amplio espectro de
agentes quimicos y mezclas complejas (Underbrink et al,, 1973; Schairer et al.,
1982; Ahmed y Grant, 1992; Grant y Salamone 1994; Ma. et al., 1994; Sandhu et
al., 1994; Alvarez, 1998).

Se basa en los cambios de color de las células de los pelos estaminales

" como criterio para determinar mutacién. Se utiliza la condicion heterocigota (Aa)

en la que se expresa como dominante el color azul y el color rosa como recesivo.
La pérdida, inactivacion o mutacion dei alelo dominante resulta en una célula rosa
(Alvarez, 1998).

La prueba de mutacién rosa es un bioensayo utilizado para la deteccion de
cambios genéticos provocados por diferentes compuestos quimicos y fisicos en el
medic ambiente, sin embargo, los resultados pueden variar de acuerdo a la

naturaleza de los agentes (Aguilera, 1996).
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Algunas especies de Tradescantia, entre ellas, Tradescantia virginiana tienen la
caracteristica de poseer pocos cromosomas. Existen mas especies como son:
Tradescantia occidentalis,
Tradescantia ohiensis, Tradescantia
subacalis y Tradescantia hirsutiflora,
con estas dos ultimas se logrd
obtener un hibrido conocido como
clon 4430 (figura 17).

(Grant, et al., 1992; Alvarez, 1998).

Figura 17. Flor de Tradescantia clon 4430.

El clon 4430 se propaga vegetativamente y se puede mantener en
condiciones de invernadero donde florece por largos periodos de tiempo. El
principio bésico de prueba de Tradescantia (clon 4430) se basa en el color de las
células estaminales de la flor como criterio para determinar mutaciones (Mericle y
Mericle 1967). E! clon es heterocigoto para el color de la flor (Aa) en la que se
expresa el color azul de los pelos estaminales como dominante y el color rosa
como recesivo (Mericle y Mericle 1967; Ma, ef al., 1994).

Cuando los pelos estaminales son jovenes se encuentran en division celular
activa, esta. etapa es adecuada para la induccidon de mutaciones. Cada pelo
estaminal se deriva de una célula epidérmica simple y crece a través de divisiones

sucesivas de células terminales y subterminales.

En la madurez los estambres
muestran un rango de 40-70 pelos
cada unc conteniendo arriba de 32
células aproximadamente; el nimero

varia de acuerdo al clon y a las

condiciones de cultivo (figura 18)
(Aguilera, 1996).

Figura 18. Pelos estaminales de Tradescantia clon
4430
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PRUEBA DEL COMETA ALCALINA

Otra sensible prueba para detectar actividad genotdxica es la prueba del
cometa, la cual fue reportada por Singh y colaboradores en 1988. Esta prueba
permite la visualizacion de dafo directamente en el material genético mediante Ia
observacion en el microscopio de células individuales sometidas a un campo
electroforético. Mostré su eficiencia en nicleos de Tradescantia para la deteccion
de dario genético inducido por hidrazida malica, entre otras sustancias quimicas
(Alvarez et al., 2001b).

La PCA permite medir el
rompimiento en el ADN (figura 19) y
detectar sitios sensibles al alcali en
células de mamifero y algunas
plantas (Arévalo, 1999; Tebbs et al.,
1999; Wagner ef al., 1998; Kopen y
Vershaeve, 1996; Alvarez, et al,

Figura 19. Nicleo cometizado donde se observa 2002) y es muy empleada ya que es

rompimiento en el ADN. rapida, simple y sensible.

Otras técnicas utilizadas para medir el dafo al ADN, detectan Ia
fragmentacion pero involucran la lisis de una poblacion de células de modo que
ellas miden la media de la respuesta de las células individuales y no la respuesta

de cada célula.

Bastan so6io unas cuantas células (1-10,000) para realizar el ensayo y los
resultados se obtienen en un dia (McKelvey-Matin et a/, 1993). Con esta prueba se
estudio la induccion de dafio sobre el ADN en células cultivadas y en suspension,

asi como en sistemas in vivo.
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Con la PCA es posible obtener imagenes, lo que facilita la observacion y el

analisis (figura 20), ademas de que su costo es sumamente bajo, por io que es
una excelente herramienta para la deteccion de agentes genotoxicos.

By e 1

Figura 20. Con la PCA se pueden obtener imégenes que permiten medir el grado de rompimiento del ADN en

la célula individual.

La PCA tiene varias ventajas:
a) Es posible investigar el grado de rompimiento del ADN en pequefias muesiras

de tejidos animales y biopsias humanas.

b) Se lleva a cabo en pocas horas y, si se cuenta con un analizador de imagenes,

los resultados son obtenidos y evaluados inmediatamente.

c) En términos generales, el equipo es el mismo utilizado para ofros ensayos de
poca duracion con excepcion del analizador de imégenes, el cual es costoso, pero
resulta ventajoso tenerlo

(Singh, et al.1988; Alvarez, et al., 2002).
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| METODOLOGIA EMPLEADA EN LA PCA

En esta técnica las células se colocan dentro de un gel de agarosa sobre un
portaobjetos (figura 21), posteriormente se someten a electroforesis por poco
tiempo bajo condiciones alcalinas, ya que esta condicion facilita 1a apertura de la
doble hélice. Las células con un incremento de dafio en su ADN presentan una
mayor migracidn hacia el &nodo o bien, una mayor intensidad (fluorescencia) de la
cauda con respecto a las células normales. El resultado de lo anterior es un ndcleo
con apariencia de un cometa en la cual pueden analizarse distintos parametros

que miden el dafo genético.

Prueba Cometa Alcalna

Capa cenfral

Tres capas céllas asladas
de +
Agamsa agarosa

Figura 21. En esta técnica los nicleos de las células o las célutas mismas se colocan dentro de un

ge! de agarosa sobre un portaobjetos, posteriormente son electroforizadas bajo condiciones alcalinas.

La longitud de la migracién se cuantifica por la tincidn con bromuro de
etidio en el microscopio de fluorescencia (Singh et al., 1988). Un esquema general

del protocolo de la prueba del cometa se presenta en la figura 22. ‘
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Tratamiento

Reuni6n y reparacién del Suspensién de células simples é‘i*

ADN = :
_ 4 » Lsisneutal §
Lisis alcalina ;ésé_ Preparacién de laminillas %j ¢ 1
' lavado &
e ¢
Desenvolvimiento de ADN Electroforesis neutral
Electroforesis alcalina £ Andlisis de imagen @“‘

Figura 22. Esquema del procedimiento general para la prueba del cometa (Singh, et al,, 1988).

Varios laboratorios en el mundo utilizan la metodologia descrita por Singh et
al, en 1988. Los pasos que él empled son los siguientes: los linfocitos son
separados de la sangre, luego se lavan y suspenden en una solucidn
amortiguadora de fosfato a una concentracién de 3 millones de células /ml. De
1000 a 500,000 células son mezcladas con 25 ul de 0.5% de agarosa de baja
temperatura de gelificacion (LMP) y después son puestos en una laminilia
perfectamente limpia en donde previamente se deposita una capa delgada de
agarosa de temperatura normal de solidificacién (NMP) para que exista una unién
firme con la segunda capa. La suspension de células es cubierta con un
cubreobjetos y la laminilla se coloca a 4°C por 5 minutos para permitir la
solidificacion de la agarosa. Posteriormente se remueve el cubrecbjetos y el
portaobjetos es cubierto con una tercera capa de LMP, después se pone

nuevamente a 4° C.
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Exposicién al agente a probar

Las células encontradas dentro de la agarosa se exponen al agente a
probar. Para evitar la reparacion del ADN dafiado por los agentes las laminillas se
colocan a 4° C y luego en solucién amortiguadora (sarcosinato de sodio 1%, NaCl
2.5 M, Na>-EDTA 100 mM, Tris 10 mM, pH 10, y Triton X-100 1%) por una hora
para lisar las células y permitir desenvolvimiento de las bases del ADN.

Después, las laminillas son depositadas en una camara de electroforesis
horizontal y se llena con solucidon amortiguadora de electroforesis fresca ( Nas-
EDTA 1 mM, y NaOH 300 mM) a un nivel de 0.25 cm arriba de las laminilias y se
dejan en esta solucion de alto pH durante 20 minutos para permitir la separacion

de las hebras del ADN antes de la electroforesis.

El paso siguiente es la electroforesis; durante 20 minutos a 25 voltios. Es
recomendable realizar todos los pasos anteriores bajo luz amarilla para prevenir
mayor dafio al ADN. Después las laminillas se lavan en una solucién Tris 0.4 M,
pH 7.5. para remover el dlcali y detergentes que puedan interferir con la tincion del
bromuro de etidio. A los 5 minutos las laminillas son tefidas colocandc 25 ;4 de
bromurc de etidio (20 xg/1 ml) en agua destilada y se procede a cubrir las

laminillas con un cubrecbjetos.

Para la observacion, las
laminillas se colocan en un
microscopio de fluorescencia que
tenga un filtro de excitacién de 515-
560 nm y un filtro de barrido de 590
nm. En este paso se pueden obtener
microfotografias a una magnificacion
de 400X o bien utilizar el analizador

de imagenes (Comet Assay System)

Figura 23. Ndcleos cometizados observados con )
microscopia de fluorescencia, donde se observa el (figura  23). ESi posible  medir

tipico “cometa”. manualmente la longitud y area de la
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cola del cometa a partir de microfotografias pero, obviamente, es preferible contar
con el equipo para el andlisis de las imagenes ya que proporciona mas
informacion, permite medir la intensidad de la fluorescencia y no sélo la longitud
como en el caso de los negativos de las microfotografias. La migracion se
determina en por lo menos, 20 células escogidas al azar en cada grupo estudiado.

Obtenidas las migraciones se procede a los calculos estadisticos.

Anélisis del ADN dafiado obtenido en la PCA

Cuando los nucleos o células
son procesados con la PCA se
observa un centro bien tefiido
seguido de una “‘cauda’ que se
desliza hacia el anodo, ésta es de
menor intensidad que la del centro de
las células o nucleos. Cuando hay

rompimiento del ADN, la cauda se

extiende al anodo con mayor longitud

que el ADN de células no danadas

Figura 24. grafica donde se observa la longitud de

(figura 24). ta cauda de una célufa cometizada.

En ofros casos, la longitud de la cola puede mantenerse igual a la de
células testigo, pero la intensidad de la fluorescencia se incrementa
significativamente en las células con material genético dafado (Gedik ef al., 1992).
Mientras que la longitud de la cola cambia sélo un 21%, cuando existe gran
cantidad de rompimientos del ADN la intensidad de la misma puede llegar a ser
mas de! doble (Olive et al., 1930).

Aungque la longitud de la cola se usa para medir dafio genético, sobre todo
cuando existen altos niveles de rompimiento de hebras, por si sola, no es un buen
parametro de medicidn porque no se incrementa cuando existen bajos niveles de

dafio. La mejor forma de cuantificar el incremento de ADN dafado consiste en

40



calcular el “momento de la cola’ (tail moment). Este parametro es un hibrido de la
longitud de la cola y el porcentaje del ADN en la cola y se calcula directamente en
el programa para el andlisis de imagenes (Comet Assay System) (Olive et al,
1990).

Analisis estadistico

La longitud de la cola del cometa es empleada para medir el dafio genético,
por lo tanto, es necesario determinar una media de migracion de ésta en cada
punto experimental. Se deben obtener los datos de la distribucion de la longitud de
los cometas de cada tratamiento. La informacién generada se analiza con pruebas
estadisticas paramétricas como el andlisis de Varianza (ANOVA), las cuales
asumen una distribucibn normal y unimodal respectivamente de valores
{McKelvey-Matin et al., 1993).

Aunque io importante en las pruebas de genotoxicidad es determinar si un
agente es 0 no genotdxico, siempre es deseable medir la relacién lineal dosis-
respuesta. Debido a que esta condiciéon no se cumple con la PCA se sugiere que
el area o momento de cola se utilice para una mejor determinacion de la

genotoxicidad (McKelvey-Matin ef al., 1993).

Algunas variaciones opcionales al método publicado por Singh et al., se
presentan en el cuadro 1. Estas modificaciones se realizaron de acuerdo al

proposito de cada trabajo:

Erbes et al, (1997) realizaron cambios menores como el uso de
amortiguador alcalino con detergentes y la reduccién de los tiempos de
preincubacion y electroforesis. También Tebbs et ai, (1999) cuantificaron el
rompimiento de hebras de ADN en células individuales de muestras de tejido muy

pequenas. Una modificacion de la PCA utilizando una enzima bacteriana

1
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reparadora de ADN: uracil ADN glicosidasa se empleé para detectar la

incorporacion erronea de uracilo en ADN humano Duthle, McMilian, (1999).

PROCEDIMIENTO

NATURALEZA DE LA VARIACION

COMENTARIOS

Concentracion

de agarosa

Capa 1: 1% APGNGT (75-85 ul)en CSP a 65° C
Capa 2. 0.7-1% ABPG (75-85 pl) en CSP 37° C
conteniendo la suspension celular en CSP a una
proporcion de 10:1

Capa 3. 0.7-1% ABPG (65-75 pl)en CSC a 37°C

(1) La concentracién de agarosa descrita es la
minima para trabajar.

(2) Si se trabaja con agua ultra pura en lugar de
CSP se requiere de 0.8% {75ul) de APGN para la
capa 1y para las capas 2 y 3, 0.5& (75 pf) de
ABPG.

Capa adicional

1 ml de APGN 1% es aplicada sobre la laminilla

Mejora la adhesion.

de agarosa antes de la primera capa. Esta capa permitira, una
vez eliminada con una segunda laminilia,
incrementar la adhesion.
Lisis No es necesario el sarcosinato de sodio
Tiempo de Ef tiempo de desempaquetamiento puede|A temperaturas de 15° C o por arriba, es posible
desempaquetamiento | extenderse por arriba de los 40 minutos: | inducir cometas de células control.
y temperatura de fa desempaquetamiento y temperatura de

electroforesis

electroforesis 4° C /5° C/ 10° C/15° C.

Tiempo de

electroforesis y voltaje

20V (1V/ cm), 3000 mM, 24 minutos 0 25 V, 15
minutos o 25V, 300 mA, 25 minutos.

El incremento en el tiempo de 1a electroforesis

incrementa la longitud de las colas del cometa.

Tincién

4 6-Diamidino-2-fenilindol ~ (5ug / mi de H0),
naranja de acridina (8.5 mg/ml), Hoechst 33258 (0.5

mg). Se requiere de filtros de exitacion y barrido.

Una sensibilidad comparable para detectar dafio
genético en cometas tefiidos se obtiene con
BrdUrd.

Reuso de laminillas

Las laminillas congeladas pueden ser reusadas
pero requieren sonicaciéon o lavar perfectamente en
camptox 10% seguida de varias lavadas con agua

destilada.

No es recomendado.

APGN= agarosa de punto de gelificacion normal, CSP= células de sangre periférica, ABPG= agarosa de bajo

punto de gelificacion, BrdUrd= Bromuro de oxiuridina.

Cuadro 1. Variaciones opcionales en la metodologia de la PCA.
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COMPARACION DE LA PRUEBA DEL COMETA CON OTROS SISTEMAS DE

PRUEBA

La PCA se utiliza en combinacién con otros sistemas para evaluar el efecto

de los agentes genotdxicos y garantizar un mayor grado de certeza. En el cuadro

2 se presentan algunos estudios que utilizaron ia PCA en combinacién con otras

pruebas.

Cuadro 2. Utilizacion conjunta de la PCA y otras pruebas para detectar daio genético.

TIPO DE AGENTE TIPO DE PRUEBAS DANO |[COMENTARIO | REFERENCIA
EXPOSICION PROBADO CELULAS EMPLEAD | GENETIC
UTILIZADAS AS (o]
In vitro H202 Linfocitos PCA + Cordelli, et al.,
PMN + 1999
M Paclitaxel Linfocitos PCA + Digue, et al,,
PMN + 1999
In vitro 1 clorohexano Linfocitos PCA + Positiva para 3 | Stocker,al., 1998
23 de 5 reactivos
diclorobutano pero detecta
1,2-dicloroetano PMN + efecto sinérgico.
tetracloruro No detecta
hexacloroetano efecto sinérgico.
In vitro ™TD Linfocitos PCA + Villalobos, et al,,
1995
Esplenocitos PCA -
PMN -
in vivo Humo de cigarro Linfocitos PCA + Anord, et al.,
PMN + 1997
(e} 1-3 butadieno Linfocitos PCA - Repetto, 1995
PMN -
PAC +
ICH +
(o] Estireno Linfocitos PCA + Sobels, 1987
PAC -
In vivo Ciclofosfamida Linfocitos PCA + Miyamae, et al.,
Benzo{a) pireno Hepatocitos PMN + 1998
In vitro PAC + Villani, 1998
in vitro Etopoxico Ovario de PCA + Vander, 1991
isoproturon hamster chino PAC +

PMN prueba de {nicrom}cleos, PCA prueba del cometa alcalino, PAC porcentaje de aberraciones

cromosdmicas, ICH intercambio de cromatides hermanas, O ocupacional, M médico
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Como se observa, es frecuente el uso de la PCA simultaneamente con la
prueba de microntcleos (PMN), al parecer, ambas pruebas tienen eficiencia
similar para detectar dario genético, pero PMN depende del tipo de agente

estudiado y la clase de células evaluadas (Monteith, 1995; Vrzoc, 1995).

Existe evidencia de que la PMN es menos sensible que la PCA para
detectar dafio genético producto del sinergismo de agentes genotoxicos (Tafazoli,
1998).

Las pfuebas citogenéticas: frecuencia de aberraciones cromosémica e
intercambio de cromatidas hermanas se utilizan junto con la prueba del cometa

porque también detectan dafo genético inducido (cuadro 2).

No obstante el uso frecuente de baterias de prueba, no existen
estimaciones porcentuales de la eficiencia de la PCA con respecto a ofros
sistemas. L.a sensibilidad de la prueba puede incrementarse atin mas cuando se
inhibe la reparacion del ADN durante la exposicidn, lo que repercute en una
valoracion mas precisa de la actividad genotdxica (Martin, 1999), lo anterior,

puede resultar una ventaja mas sobre los otros sistemas.
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DETECCION DE AGENTES GENOTOXICOS CON LA PCA

Con esta prueba mas de 200 agentes quimicos han sido examinados en
varias especies, tanto in vivo como in vitro. El cuadro 3 presenta algunos de los
estudios que emplean la PCA para detectar actividad mutagénica o bien, agentes
con propiedades desmutagénicas, es decir, que neutralizan o revierten la actividad

del mutageno.

ANTIMUTAGENO AGENTE TIPO DE CELULAS REFERENCIA
ESTUDIADA
PARAQUAT LINFOCITOS Y OVULOS | Vigreux, et al., 1998
DE HAMSTER Speit, et al., 1998
RADIACION CROMICA [ LINFOCITO Weinstein, 1988
Griggs, Bender, 1973
RADIACION GAMA LINFOCITO Balpaeme et al., 1998
Anderson, et al., 1998
Fairbair, et al., 1985
ANILINAS Przybajewska, 1998
COBALTO Anord, et al., 1997
Van-Goethem, et al,,
1997
METRONIDAZOL Fhring, Engelke, 1997
NIVALENOL Tsuda, et al., 1998
AEROSOL PRODUCIDO [ LINFOCITO Stocker, et al., 1998
POR LA IRRADIACION
DE TEJIDO CON LASER
1-CLOROHEXANO LINFOCITO Tafazoli, et al., 1998

2,3-DICLOROBUTANO,
1,2-DICLOROETANO

ACIDO FOLICO PIRIMETAMINA TEJIDO DE RATON Tsuda, et al., 1998-bis

MELTONINA ETIL Masatow, et al., 1998
METANOSULFONATO

YOGOURT COLON DE RATA Agrobusiness, 1996

Cuadro 3. Algunos agentes genotdxicos estudiados con la PCA.
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PERSPECTIVAS DE USO DE LA PRUEBA COMETA

PCA COMO BIOMONITOR AMBIENTAL

Un importante elemento dentro
de las ciencias ambientales es el
monitoreo de agentes genotoxicos.
Las pruebas empleadas para ello
deben ser rapidas, baratas, exactas y
reproducibles, pero no todas cumplen
con estos requerimientos. En este

sentido, PCA cumple con lo anterior y

tiene un amplio campo de aplicacién

(Cuadro 4). Las mezclas complejas Figura 25. De las particulas que flotan en el aire,
como aeropartl'culas urbanas (ﬁgura las méas perjudiciales para la salud humana son
las de un didmetro menor a 10 micras, ya que son
25) fueron evaluadas con esta prueba

(Poli et al., 1999).

inhiables.

Por otra parte, en México D.F., también se estudiaron las particulas
suspendidas utilizando Salmonella typhimurium y mostraron fuerte actividad
mutagénica (Villalobos et al., 1995) aunque la PCA podria utilizarse para evaluar
directamente el dafio genético en los linfocitos de las personas expuestas a estas
particulas.

INTEGRIDAD DEL ADN: LA PCA COMO HERRAMIENTA DE DIAGNOSTICO

La PCA se emplea no sdlo como un sistema para detectar actividad
genotoxica inducida por agentes xenobiéticos, se utiliza también para diagnosticar
alteraciones genéticas en las células independientemente de si fueron o no

expuestas a genotdxicos (Collins et al., 1997) (cuadro 4).
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ORIGEN DEL TIPO DE AGENTE MANIFESTA- TIPO DE MARCADORES REFERENCIA
DANO O CION CLINICA CELULAS GENETICOS
FORMA DE ESTUDIADAS DETECTADOS
CONTACTO
CONEL
AGENTE
Anderson, et al.,
Isofluoreno 1998-bis
M Linfocitos .
(Anestésico) Tolueno Baltaci, et al.,
1998
Anord, et al,
1997
A .
Radiacién Violeta Djuzenova, et al.,
Céancer de piel
Humo del cigarmo 1999
H tinfocitos
Gonzéalez, et al.,
1999
Pitarque, et al.,
G Aborto habitual
1999
Sindrome Alveolar Presencia de
G Linfocitos Palus, et al., 1999
intersticial artefactos
G Diabetes mellitus Linfocitos Zhong, et al.,
1997
G Ataxia Linfocitos Ulku, et al., 1999
Telangietasia
M- A Medicamentos Yy Linfocitos Frenzilli, et al.,
Desnutricion 1998
(o] 13 Butadieno, Linfocitos Sacaron, et al.,
silica,Acetona, 1998
Tolueno, fibra de Vijaya, et al., 1999
vidrio, Villalobos, et al.,
1995
. . Zhu, et al., 1999
M- A Radiacién Linfocitos
Lépez, et al., 1999
DeBoeck, et al.,
Incremento de Linfocitos
A Virus A2/HK/68 1998
aborto habitual
Linfocitos Woollons, et al.,
A Aeroparticulas
1997
[¢) Polivo de Tabaco Linfocitos Poli, et al., 1999
A Metales pesados vy Células Balpaeme, et al.,
materiales de branquiales de | 1998
cerdmica Ostion Eres, et al., 1997

H= habitual, A= ambiental, O= ocupacional, G= genético, M= médico

Cuadro 4. Algunos estudios que reportan dafio genético en el hombre detectado con la PCA. En paises como
EE.UU. Rusia y Europa.
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En México se requieren estudios de este tipo porque existe poca cultura
para ei uso de sistemas de proteccion a los mutagenos, lo cual evidentemente,

incrementa el riesgo de sufrir alteraciones genéticas.

La PCA tiene gran potencial como biomonitor de dafio genético en personas
expuestas a mutadgenos y carcindgenos. En México existen muchas areas en
donde se deberia valorar el dafio genético inducido por sustancias quimicas, tanto

en personas como animales o vegetales, por ejemplo:

En 1998 se utilizaron en nuestro pais 50,000 toneladas de pesticidas
(Semarnap, 1998) y esto ha tenido repercusiones no muy favorables para la salud
(Palacios-Nava ef al., 1999). Por lo anterior, es necesario estudiar el efecto
genotoxico de estos pesticidas sobre las personas o animales expuestos directa o
indirectamente y la PCA es el candidato ideal.

La PCA es una herramienta acuaticos, por ello, la utitizacién de la
ideal para la deteccion de agentes PCA para el diagnéstico de dario
genotoxicos en ecosistemas genético puede resultar dtil (Alvarez,
acudticos (Balpaeme et al., 1998) y la et al., 2002).
utilizacion de las células de ¥ \‘._ 4"

organismos propios de  estos
sistemas como la rana verde (Rana
clamitans) (Ralph, 1998) o algas
verdes (Erbes et al., 1997) son muy
adecuadas, especiaimente en los
cuerpos de agua cercanos a
complejos industriales (Ralph, 1998).
En Meéxico, los metales pesados
como el Cd+?y el Cr+® se encuentran

Figura 26. El cadmio, como residuo del empleo de

frecuentemente como contaminantes fertilizantes y el cromo, de origen industrial, son

. téxicos reconocidos present .
mortales (figura 26) en ecosistemas presentes en el agua
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Debido a su simplicidad, sensibilidad y a que sélo se requiere de unas
cuantas células, la PCA resuita ideal como prueba de genotoxicidad de corta
duracién (Tice, 1990). Esta prueba puede, tedricamente, ser utilizada en cualquier
célula nucleada (Koppen, Verschaeve, 1996) pero, frecuentemente, se utilizan los
linfocitos como células centinelas para detectar los efectos de la exposicion a
diversos agentes (Poli, et al., 1999; Salama, et al., 1999). Hay un factor importante
que debe considerarse: ciertos 6rganos son mas susceptibles que otros a los
genotdxicos (Sasaki, et al., 1997), por lo que, la PCA efectuada sobre células
blanco sera mas representativa (Tsuda et a/, 1998; Sasaki, et al., 1398).

COMPORTAMIENTO GENOTOXICO DE SUSTANCIAS CON LA PRUEBA DEL
COMETA

Los agentes genotdxicos poseen peculiaridades en cuanto al tipo de
células que afectan y las alteraciones genéticas que ocasionan. El metil
metanosulfonato y dietilnitrosamida poseen genotoxicidad 6rgano-especifica
evidenciada con el empleo de la PCA (Ralph S., Petras M, 1998). En cuanto a la
clase de dafo, algunos aldehidos genotéxicos como el glioxal y metilacroleina
producen un elevado “momento de cola” y manchas caracteristicas de ADN con
areas pequefias y altamente condensadas. Otras como la acroleina y el
formaldehido no afectan el tiempo de la cola pero si cambian las manchas
observadas en el ADN (figura 27) (Olive, et al., 19907).

Las areas condensadas son,
quiza, consecuencia de la actividad
de entrecruzamiento de estos
aldehidos sobre el ADN, lo que

sugiere que este sistema se puede

utilizar para evaluar el tiempo de la
cola y los cambios en las manchas de
ADN (Kuchenmeister, 1998; Miyamae
et al., 1998; Andreoli et al., 1999).

Figura 27. Los carcindégenos quimicos actGan
sobre porciones del ADN que sufren
alteraciones y ocasionan el comienzo def

fenémeno canceroso.
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ANALISIS DE LA COMIDA EXPUESTA A PESTICIDAS Y RADIACION

Las carnes radiadas presentan células con ADN dafiado (Cerda et al.,
1991), por lo cual, el empleo de la PCA hace posible distinguirlas de las no
radiadas. Por otra parte, gran cantidad de alimentos de origen vegetal suelen
contener residuos de pesticidas, muchos de ellos carcinogénicos (Moses, 1992),
por ello, el dafo en células de plantas o animales que consumen estas plantas,
puede evidenciarse mediante el empleo de la PCA, ya que como se menciond, es,
teéricamente, aplicable a cualquier célula (Koppen, Angelis, 1998).

PCA EN PLANTAS

Las plantas son monitores muy Utiles para detectar dafio genotoxico pero
pocos trabajos emplean la PCA en células vegetales (Poli ef al, 1999; Koppen et
al, 1999). La medicién de dafio en el ADN en los nicleos de las plantas, a través
de esta prueba, es una nueva area de estudio. Sin embargo, los métodos para
aislar los nucleos de las células de plantas causan altos niveles de dafio al ADN,
por ello, es importante mejorar estas metodologias para emplear ia PCA con mas
eficiencia en plantas (Koppen et al, 1999; Gichner, 1998). Recientemente este
sistema fue utilizado en cepas de Allium e Impatients para detectar el efecto
genotoxico de mezclas complejas de contaminantes del aire como ozono,
benceno, 6xidos de nitrbgeno y aeroparticulas (Poli et al, 1999).

También ha sido detectado
dafio genético en los nucieos de
Tradescantia (4430) (figura 28) y
Agave tequilana después de someter

las plantas al efecto de la hidrazida

malica (Arévalo, 1999). Figura 28. Preparacion de la muestra
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PRUEBA DEL COMETA Y CANCER

El monitoreo de pacientes tratados con quimioterapeuticos antineoplasicos
resulta muy importante para conocer el dano genético inducido por estos agentes.
En un reciente estudio, se reportd el efecto genotéxico comparativo in vivo de
diferentes drogas anticancer con el empleo de la PMN (Torres, 2000). La PCA
ofrece también esta posibilidad y, ademas, su sensibilidad para detectar dafio en
células individuales posibilita la identificacion de subpoblaciones resistentes o
sensibles a agentes que danan el ADN (Olive et al., 1990). Permite también,
demostrar la eficiencia de un agente antineoplasico o la resistencia del tumor,
usando obviamente, las células de ese tumor (Huang et al., 1998) y detecta la
radiosensibilidad de lineas celulares de tumores cervicales en células individuales
(McKelvey et al., 1998; Marples ef al., 1998).

Lo anterior resulta relevante porque la resistencia a drogas es un gran
impedimento para erradicacién de tumores cancerosos.

Sin embargo, no es posible predecir el grado de resistencia del tumor, lo cual,
es importante debido a que cerca del 50% de los pacientes con carcinomas
invasivos tratados con radioterapia responden al tratamiento, lo que significa que
el otro 50% pierde un tiempo muy valioso, por fo tanto, es muy util conocer la

radiosensibilidad de un tumor Util para reorientar el tratamiento.

En combinacion con el uso de parametros citogenéticos, bioquimicos y
morfologicos la PCA puede servir como una novedosa herramienta para predecir
la fase de diversas displasias (Udumudi ef al., 1998). La PCA.es particularmente
atil para monitorear al personal involucrado en el manejo de quimioterapéuticos

que tienen un alto riesgo de sufrir alteraciones genéticas.
Una ventaja adicional de la prueba es que permite analizar la capacidad de

reparacion del ADN en las células estudiadas (Udumudi ef al, 1998; Afana, et al,

1997), en este sentido, el estudio de sustancias que incrementan la capacidad de
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reparacion del ADN seria muy relevante. En el cuadro 5 se presentan algunos

estudios que emplean la PCA en pacientes con cancer tratados con diversos

agentes anticancer.

[ACTIVIDAD PACIENTES TIPO DE | CELULAS DANO REFERENCIAS
OCUPACIONAL | TRATADOS CANCER ESTUDIADAS | GENETICO
CON
in vivo Yodo 131 Hipertiroidismo + Griggs, 1973
In vivo Ciclofosfamida Linfocitos + Godard, et al.,
1999
Enfermeras Linfocitos + Koppen, 1999
In vitro Cisplatino Linfocitos + Koppen,
Oxoplatino Angelis, 1998
In vivo Etopoxido Células de Gichner,
in vitro Clorotalonil médula ésea + Plewa, 1998
Timocitos +
Ovario de
hamster chino +
Cuadro 5. Algunos estudios que emplearon la PCA en personal hospitalario que maneja drogas

antineoplisicas y pacientes con cancer tratados con diversos agentes anticincer.

COMENTARIO FINAL.

Para detectar dano genético inducido por agentes quimicos y fisicos se han
disefiado diversos sistemas de prueba; todas ellas poseen ventajas y desventajas
en cuanto a costo, duracién y sensibilidad. Los agentes genotdxicos poseen
peculiaridades respecto a la clase de alteraciones genéticas que ocasionan y el
tipo de célula que afectan, de ahi que se hayan desarrollado tanto y tan diversos

bioensayos.

Algunas técnicas utilizadas para medir el dafo al ADN, detectan la
fragmentacién pero involucran la lisis de una poblacién de células de modo que

ellas miden la media de la respuesta de las células y no la respuesta de cada una.
1
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La prueba del cometa alcalino es una excelente herramienta para detectar

agentes genotdxicos ya que posee una sensibilidad igual o mayor a la de otros

sistemas de prueba (cuadro 6). Su creciente aplicacion permite visualizaria como

una prueba Util en muchos campos de la investigacion cientifica; puede utilizarse

en células animales o vegetales y emplearse en el diagnéstico o monitoreo de los

efectos de los agentes genotoxicos, ya que detecta alteraciones del ADN en

células individuales y permite medir su rompimiento, evaluar diferencias

intercelulares y estudiar los sistemas de reparacion del material genético en
células eucariotas (McKelvey-Matin, et al., 1993; Singh, et al., 1988; Tebbs, et al.,

1999; Wagner, et al., 1998).

TECNICA VENTAJAS

DESVENTAJAS

COMETA - Usada para detectar daiio genético
0 actividad mutagénica.

- Detecta mutacion génica y
cromosdmica.

-Resultados en 24 horas.

-Es necesario contar con el

equipo inicial.

-Reproducibie.

-Barata, una vez teniendo el equipo.
PRUEBA DE - econémica.
MUTACION ROSA - Confiable

- Facil mantenimiento de fas

- resultados en 15 dias.
- depende de! tipo de mutageno
estudiado.

plantas - necesidad de un invemadero.
- Sencilla.
MICRONUCLEOS - rapidez. - detecta solo mutagenos
- Sencilla. capaces de romper los
- Econdmica. Cromosomas.
- Reproducibte.
AMES - econémica. Sensibilidad dependiente del
- Sencilla. mutageno estudiado.

- Reproducible.
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GLOSARIO.

Agente alquilante: sustancia quimica de sintesis, utilizada en la quimioterapia del
cancer, que desnaturaliza las nucleoproteinas por combinacién y provoca una
alteracion del nucleo celular y de los cromosomas.

Aneuploidogénico: agentes que agraden al huso mitético.

Antineoplasico: Inhibe o impide la evolucion de neoplasias; restringe la

maduracién y la proliferacion de células.

Auxotrofia: tipo de mutacion que afecta la sintesis de histidina.

Benzopireno: hidrocarburo poliaroméatico con tres anillos de benceno; se forma
durante la combustién del carbono. Se encuentra en el hollin, humo del tabaco y

alquitran de hulla.

Bioacumulacion: aumento progresivo, en funcion del tiempo, de la concentracion

en un organismo de una sustancia que procede de su ambiente.

Biodisponibilidad: caracteristica de una sustancia presente en el ambiente por la

cual puede ser absorbida y/o biotransformado por un organismo.

Bioensayo: determinacién del poder activo de una droga por comprobacion de su

efecto sobre un organismo vivo 0 un preparado aislado de érgano.
Biomonitor: Organismo utilizado para detectar algin tipo de contaminante.

Carcinogénesis: induccién de tumores cancerosos, carcinomas (neoplgsmas

malignos).
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Carcindgeno: agente quimico, fisico o biolégico que puede actuar sobre los tejidos

vivos de tal forma que se produzca un neoplasma maligno.

Centinela bioldgico: organismo que debido a que no se mueve o lo hace con
dificultad, se emplea para estudios de vigilancia ambiental {monitoreo), para
detectar el aumento en las concentraciones de sustancias persistentes y de las
que se bioacumulan o biomagnifican. Los mejillones, ostiones, musgos y algas se

han empleado para este fin.
Clastégeno: sustancia capaz de causar ruptura en el ADN.

Indicador biolégico: valor de ciertas sustancias exégenas que refleja sus niveles
de concentracién en los organismos o los efectos causados por ellos 0 sus
metabolitos en el organismo. Sirven para establecer limites maximos o tolerables o
para sefalar signos de alteraciones fisioldgicas precisas. Organismo cuya
presencia o ausencia en un sitio especifico es caracteristico de ciertas condiciones

ambientales; por ejemplo, de calidad del agua.

Dioxina: cualquier compuesto ciclico con cuatro atomos de carbono y dos de
oxigeno. Se aplica genéricamente a los derivados policlorados de las
dibenzodioxinas (PCDD) y en particular a la tetracloro-dibenzodioxina (TCDD) que
es uno de los contaminantes mas toxicos y teratogénicos que se conocen. Se
pueden generar como subproductos en diferentes procesos quimicos, en particular
en la fabricacion de fenoles clorados y de algunos herbicidas, asi como en la

incineracion de diversos residuos.
Efecto sinérgico: el que se observa cuando el efecto combinado de dos sustancias

toxicas administradas de manera simultanea es mayor que la suma de los efectos

de cada agente administrado por si solo.
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Genotoxico: sustancia que puede dafar al ADN; los agentes genotdxicos pueden

ser mutagénicos y carcinogénicos.

Hiperplasia: aumento de tamafio de un 6rgano o parte de él como resultado de la

elevacién en el nimero de sus células.

Microntcleo: fragmento de un cromosoma o cromoscma completo que por alguna

causa no puede ser integrado al ndcleo y queda en el citoplasma.

Mutagénesis: induccion de mutaciones por alteraciones del ADN.

Mutageno: agente fisico, quimico o biolégico capaz de inducir en {os tejidos vivos
cambios que pueden transmitirse por herencia (mutacion). Muchos mutagenos
también son carcinégenos.

Neoplasia: crecimiento anormal de una linea celular.

Oncogénico: agente capaz de producir neoplasmas, ya sean benignos o malignos.

Teratogénico: Agente que produce o incrementa la incidencia de malformaciones

congénitas.
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