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INTRODUCCION

Muchas son las disciplinas que estan ligadas y realizan apor-

tes desde sus saberes a la Salud Ambiental. La Toxicologia

Genética es una de ellas. Ya sea desarrollando, validando y

poniendo en practica ensayos apropiados para determinar

riesgo genético en poblaciones humanas y de otras especies,

desarrollando programas de monitoreo en poblaciones en

riesgo ambiental, determinando la posible exposicion a

agentes genotoxicos, evaluando in vitro el potencial genot6-

xico de diversas sustancias o agentes de diversa naturaleza,

desarrollando conocimiento relativo a como estos agentes pueden perturbar la
integridad funcional y/o estructural del genoma entre otras actividades, esta cien-
cia tiene un papel fundamental. La Salud Ambiental se basa en esencia en dos
aspectos: uno que evalla los riesgos que presenta un determinado ambiente, sus
efectos sobre la salud y las variaciones en la sensibilidad de los individuos frente a
estas exposiciones ambientales, y otro que explora el desarrollo de medios para la
proteccion frente a estos riesgos, en ambos aspectos estan implicados los saberes
de Toxicologia Genética. La Toxicologia Genética tiene un campo de accion am-
plio tanto para la investigacién cuanto para sus aplicaciones en nuestro medio
(conformando equipos multidisciplinarios), destinados a evitar o minimizar el
riesgo genético y prevenir en general, los efectos nocivos de la exposicion a xeno-
bidticos. Su interrelacién se pone de manifiesto al considerar como diversos agen-
tes provenientes de la contaminacion del aire, el suelo, el agua, de los habitos del
estilo de vida o de las diferentes actividades laborales, alteran actualmente la salud
de las personas, perturbando en ultima instancia (y de diversas maneras) la trans-
mision de la informacion genética en las células somaticas de un organismo o de
padres a hijos cuando se forman las gametas, y ocasionando asi los mas diversos
problemas de salud. Este libro pretende poner a disposicion de los lectores del
area de la salud y demas interesados en esta problematica, los conceptos tedricos
necesarios para comprender mecanismos basicos de toxicologia, mutagénesis y
genotoxicidad, su relacién con trastornos de la reproduccion, mecanismos de repa-
racion del ADN, mecanismos epigenéticos y su relacion con enfermedades como
el cancer, ademdas de poner en su conocimiento los diferentes ensayos desarrolla-
dos para la evaluacion genotdxica ambiental, monitoreo de poblaciones humanas
expuestas y sus contribuciones a la Salud Ambiental.

Delia Aiassa y Beatriz Bosch







CAPITULO 1.

TOXICOLOGIA. METAS y ALCANCES

La toxicologia se ha definido como el es-
tudio de los efectos adversos vinculados a
la exposicion a agentes fisicos, quimicos y
bioldgicos; incluyendo la identificacion de
los mecanismos de accion responsables de
tales efectos adversos, y la elaboracion e
interpretacion de ensayos toxicol6gicos
gue permitan caracterizar las propiedades
toxicoldgicas inherentes a un agente de-
terminado. Entre sus diversos objetivos, se
encuentran también los de establecer la
magnitud del dafio generado en funcién de
la exposicion de un organismo a un agente
determinado, e identificar y prevenir pato-
logias asociadas a agentes nocivos; asi
como desarrollar herramientas terapéuticas
Gtiles para tratar dichas patologias.

Las contribuciones y actividades relacio-
nadas a la toxicologia como disciplina son
muy amplias y sumamente diversas.

En este sentido, la toxicologia contribuye a
la fisiologia y farmacologia utilizando sus-
tancias quimicas para colaborar con el
entendimiento de los fenémenos fisioldgi-
cos. Se encuentra implicada también en el
reconocimiento, identificacion y cuantifi-
cacion de peligros relacionados a la expo-
sicion ocupacional a sustancias quimicas;

asi como los efectos de contaminantes en

Dr. Fernando MANAS
Departamento de Clinica Animal
Facultad de Agronomia y Veterinaria
Universidad Nacional de Rio Cuarto

aire, agua y alimentos. Histéricamente la
toxicologia, ha estado intimamente rela-
cionada al descubrimiento y desarrollo de
nuevas drogas, aditivos alimentarios y me-
dicamentos. También ha formado parte
activa en el desarrollo de estandares y re-
gulaciones disefiadas para proteger la salud
humana y ambiental de los efectos adver-
sos de las sustancias quimicas.

La toxicologia ambiental (una sub-disci-
plina relativamente nueva) incluye ade-
mas, el estudio de los efectos de contami-
nantes ambientales sobre la flora y la fau-
na.

La toxicologia molecular, por otro lado,
se ocupa de investigar los mecanismos por
los cuales los toxicos modulan el creci-
miento y la diferenciacion celular, y como
responden las células a la accion de una

sustancia determinada a nivel de los genes.

“..la toxicologia esta
presente en la clinica médica,
abocada al desarrollo y la vali-
dacion cientifica de antidotos y
tratamientos destinados a dis-
minuir la injuria generada por
la exposicion a agentes
toxicos”.




Finalmente, la toxicologia est4 presente en
la clinica médica, abocada al desarrollo y
la validacion cientifica de antidotos y tra-
tamientos destinados a disminuir la injuria
generada por la exposicion a agentes toxi-
COS.

DEFINICIONES Y CONCEPTOS

Toxicidad: Es la capacidad intrinseca que
posee un agente de producir efectos adver-
sos en distintos niveles bioldgicos, inclu-
yendo el molecular, el bioquimico y el ce-
lular.

Existen diversos tipos de toxicidad, que
pueden ser clasificadas por ejemplo en re-
lacion al tiempo o evolucion temporal de
la intoxicacion. De este modo, tendremos
toxicidad aguda cuando el cuadro sintoma-
tico es de aparicidn inmediata con respecto
a la exposicién, y de rapida evolucion; por
lo general en un lapso de alrededor de 24
horas tras una Unica exposicion.

Por otro lado, se entiende que la toxicidad
es cronica cuando es generada por cantida-
des por si mismas insuficientes para hacer
patentes efectos adversos en forma inme-
diata, pero que por acumulacién de peque-
fios efectos durante periodos prolongados
0 por acumulacion del producto quimico
en el organismo, terminan desencadenando
un cuadro de intoxicacién. Este tipo de in-
toxicaciones son mas dificiles de diagnos-
ticar que las agudas, ya que los sintomas
pueden muchas veces observarse en perio-
dos tardios de la vida de los individuos, e
incluso en la descendencia de los sujetos

afectados. Entre la toxicidad aguda y la

cronica encontramos otras categorias, co-
mo la toxicidad sub-aguda (cuando la ex-
posicion es de alrededor de unos 14 dias) o
la toxicidad sub-crénica (cuando la expo-
sicion es superior a los 14 e inferior a los
90 dias).

Xenobidtico: Son sustancias extrafias al
organismo, de origen exdgeno, entre las
que podemos incluir a los farmacos, con-
taminantes ambientales, venenos presentes
en la naturaleza, y sustancias quimicas en
general sintetizadas por el hombre.
Toxinas: Son sustancias toxicas de origen
natural, elaboradas por seres vivos como
bacterias, algunos artrépodos, serpientes, y
diversas especies vegetales.

Dos conceptos de suma importancia en to-
xicologia son los de dosis-efecto y dosis-
respuesta. Ambos conceptos permiten es-
tablecer una relacion causal entre la expo-
sicion a un agente determinado y los efec-
tos producidos por dicha exposicion. La
relacion dosis-efecto hace referencia a la
relacion existente entre la dosis y el efecto
producido a nivel individual. Si existe una
relacion de este tipo, conforme se incre-
menta la dosis aumenta la intensidad o
gravedad de los efectos producidos.

La curva dosis efecto puede obtenerse para
los efectos producidos en una molécula,
una célula o en todo el organismo. Sin em-
bargo, es necesario tener en cuenta que
existen determinados efectos, como la
muerte o el desarrollo de neoplasias, para
los cudles no hay un efecto gradual, sino
que son efectos del “todo o nada”.

Por otro lado, la relacion dosis-respuesta
es un indicador de tipo poblacional, que

hace referencia al porcentaje de individuos



gue presentan un efecto a una dosis deter-
minada. Esta relacion implica que a mayor
dosis de exposicion existira una mayor
cantidad de individuos sobre los que podra
observarse un efecto toxico determinado.
Cuando se grafica esta relacion, en general
se obtiene una curva sigmoidea, como

puede observarse en la Figura 1.

la pendiente de esta recta brinda informa-
cién importante respecto al comportamien-
to de una sustancia quimica en particular,
puesto que cuanto mas elevada sea la pen-
diente, implica que esa sustancia quimica

tendra un comportamiento mas peligroso.

Respuesta

(porcentaje

de individuos)

0-1 NOAEL
2-3 Zona lineal
4 Maxima Respuesta

0

Figura 1. Modelo de Curva Dosis-Respuesta. Elaborada por el Dr. Fernando Mafias
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En esta curva dosis-respuesta pueden ob-
servarse claramente tres zonas bien defini-
das. Entre los puntos 0 y 1, se delimita una
zona en la que no hay respuesta en la po-
blacién de animales frente a la exposicion
al agente téxico. Esta zona se corresponde
con el NOAEL (nivel sin efectos adversos
observables), que es el valor de dosis mas
elevada frente a la cual no hay aparicion de
efectos tdxicos observables en una pobla-
cion de animales. Este valor se emplea en-
tre otras cosas, para calcular la Ingesta
Diaria Admisible de una sustancia quimica
determinada, es decir la cantidad que los
seres humanos podemos consumir diaria-
mente de esa sustancia sin que aparezcan
efectos toxicos. Entre los puntos 2 y 3 po-
demos observar que la grafica toma la

forma aproximada de una recta. Analizar

Esto quiere decir que una sustancia quimi-
ca con una pendiente muy elevada en su
relacién dosis respuesta presentara varia-
ciones muy marcadas en sus efectos frente
a pequefios cambios en las dosis adminis-
tradas. Por el contrario, aquellas sustancias
gue presente pendientes bajas, podran ser
consideradas menos peligrosas por cuanto
seran necesarias variaciones mayores en
las dosis administradas para generar cam-
bios en los efectos observados.

Finalmente, al llegar al punto 4, la curva
tiende a aplanarse cuando llega a valores
cercanos al 100%, en los que practicamen-
te la totalidad de los animales presenta los
efectos toxicos analizados.

Si se graficara una curva dosis respuesta
con el porcentaje de individuos que mue-

ren en relacion a la dosis de un agente t6-




xico determinado, podriamos calcular la
dosis necesaria para matar al 50% de la
poblacion de animales de experimentacion;
es decir la Dosis Letal 50 o DL50. Por de-
finicion entonces, la DL50 es la dosis que
produce una mortalidad del 50 % en una
poblacion de animales de experimentacion.
La DL50 puede considerarse como una
medida de la toxicidad aguda de un agente
toxico. A mayor DL50, menor toxicidad
aguda. De una sustancia quimica con una
gran toxicidad aguda (con una DL50 baja)
se dice que es potente.

En la Figura 2 se grafican dos curvas de
DL50 para dos compuestos diferentes, Ay
B. Como puede observarse, la sustancia B
tiene mayor toxicidad aguda (es mas po-
tente) gque la sustancia A, puesto gue su
DL50 es menor. Sin embargo, es suma-
mente importante resaltar que no hay una
correlacion necesaria entre la toxicidad
aguda y la toxicidad crénica de una sus-
tancia quimica. Es posible que una sustan-

cia tenga una baja toxicidad aguda, y sin

100%

50%

Muerte

0%

embargo, su toxicidad sea de otra naturale-
za. En este sentido, es factible por ejemplo
que la sustancia A, a pesar de tener una
menor toxicidad aguda que la B, sea can-
cerigena.

Se dijo previamente que la toxicidad podia
ser clasificada de acuerdo a su evolucion
en el tiempo incluyendo categorias como
toxicidad aguda, sub-aguda, sub-crénica y
cronica. Otro modo de clasificarla, es de
acuerdo al lugar de accion. De este modo,
podemos incluir en la clasificacion otras
dos categorias como toxicidad local, o
“por contacto” y toxicidad sistémica o “a
distancia”. La toxicidad local es aquella
en la que el agente genera un efecto directo
en la piel o las mucosas. En general, este
tipo de toxicidad es provocada por agentes
muy agresivos (acidos, alcalis, etc.) capa-
ces de producir conjuntivitis, dermatitis,
quemaduras quimicas, ademas de reaccio-
nes alérgicas e incluso cancer. Por otro la-
do, la toxicidad sistémica es aquella en la

que el dafio se genera distante e indepen-

0 10 20 (30)40

Dosis

70

160 (mg/kg)

Figura 2. Comparacién de Curvas de DL30. ElaboraHa por Dr. el Femando Mafas



diente del lugar por donde ingresa el toxi-
co al organismo. Este tipo de toxicidad va
a depender en cierta medida del compor-
tamiento que tenga la sustancia en el orga-
nismo, algo que como veremos a continua-

cion se ocupa de estudiar la toxicocinética.

MECANISMOS DE TOXICIDAD

Una de las principales razones por las que
es importante determinar los mecanismos
de accién toxicoldgica de una sustancia
quimica es poder establecer la base de la
terapia para el tratamiento de la intoxica-
cion, y generar informacion que le permita
a la industria farmacéutica elaborar nuevos
principios activos. Del mismo modo, la in-
formacién mecanicista ayuda a los orga-
nismos regulatorios a establecer limites de
seguridad con el fin de evitar niveles de
exposicion peligrosos para el ser humano y
el ambiente. Contribuye también a definir
los equipos de proteccion necesarios para
manipular sustancias quimicas, asi como
recomendar lineas de accién para limpiar
lugares contaminados.

Muchas veces, el conocimiento de los me-
canismos de accion permite a la Toxicolo-
gia Forense explicar la forma en la que un
agente determinado provoca la muerte. En
lineas generales, los agentes toxicos pue-
den producir sus efectos deletéreos por
medio de diversos mecanismos de accion,
incluyendo acciones fisicas como las pro-
ducidas por alcalis o acidos fuertes; accion
sobre estructuras receptoriales como enzi-
mas, como el efecto provocado por insec-

ticidas organofosforados (bloqueando ace-
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tilcolinesterasa); accion sobre macromolé-
culas como el generado por aquellos com-
puestos que actlian como radicales libres o
los generan en el organismo o por sustan-
cias genotoxicas que afectan el ADN; o
sustancias quimicas que actGan directa-
mente sobre receptores propiamente di-
chos, modificando por ejemplo la funcio-
nalidad del SNC (benzodiacepinas sobre
receptores GABA).

TOXICOCINETICA

La toxicocinética es la rama de la toxico-
logia que estudia el transito intraorganico
de las sustancias quimicas, y las leyes que

lo rigen.

La toxicocinética estudia
cuatro procesos funda-

mentales (ADME):

v' Absorcién
v" Distribucién
v’ Metabolismo

v' Eliminacién

Absorcion: Este proceso implica el paso
de una sustancia quimica desde el sitio de
exposicion del organismo (piel, mucosas
en general, aparato respiratorio, sistema
digestivo, etc.) al sistema circulatorio. La

absorcion de sustancias quimicas va en-



tonces a variar en gran medida de acuerdo

a la via de exposicion.

Absorcién por via respiratoria: En los
seres humanos, los alveolos poseen una
extensa superficie (alrededor de 100 m2).
Por ello, la absorcion en los pulmones es la
principal via de entrada de numerosos to-
Xicos que estan en suspension en el aire
(gases, vapores, humos, nieblas, polvos,
aerosoles, etc.). Ademas, la barrera de di-
fusion es sumamente pequefia, solo dos
delgadas capas de células y una distancia
de micras entre el aire alveolar y la circu-
lacion sanguinea sistémica. Ello hace que
los pulmones sean un érgano muy eficiente
para el intercambio no solo de oxigeno y
dioxido de carbono, sino también de otros
gases y vapores.

La velocidad de absorcion de un compues-
to depende en gran medida del flujo san-
guineo (ventilacién pulmonar, gasto car-
diaco) y de la liposolubilidad de la sustan-

cia en cuestion.

Absorcion digestiva: La principal funcién
del tracto digestivo es permitir una eficien-
te absorcion de los nutrientes contenidos
en los alimentos y las bebidas consumidas,
pero también es una excelente via de ab-
sorcion de farmacos y tdxicos.

La absorcion el tubo digestivo ocurre en su
mayoria por difusion simple, para tdxicos
liposolubles-no ionizados. El pH, por lo
tanto tendra una enorme importancia en
determinar la velocidad de absorcion de

estas sustancias quimicas.
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Absorcion percutédnea: A diferencia de
los tractos respiratorio y digestivo, la piel
es una barrera muy eficiente. Aparte de su
funcion termorreguladora, protege al orga-
nismo de los microorganismos, la radia-
cion ultravioleta y otros agentes nocivos, y
también de la pérdida de agua excesiva.

La funcion de barrera de la piel es suma-
mente eficiente, en gran parte debido a la
capa de queratina, que opone mucha resis-
tencia a la difusién de la mayoria de las
sustancias.

Sin embargo, existen una cantidad impor-
tante de compuestos lo suficientemente li-
posolubles como para atravesar la piel y
llegar a los vasos sanguineos de la dermis;
como por ejemplo los insecticidas organo-

fosforados o algunos organoclorados.

Otras vias de absorcion: En toxicologia
experimental, con cierta frecuencia suelen
emplearse otras vias de exposicion / admi-
nistracién, fundamentalmente inyectables,
incluyendo la via subcutanea, intramuscu-
lar, intraperitoneal e intravenosa. Salvo en
esta Gltima en la que se considera que no
existe absorcidn, puesto que todo el téxico
es directamente depositado en el torrente
circulatorio, la absorcion por el resto de las
vias mencionadas es variable, y depende
en gran medida de la irrigacion sanguinea
local y de las caracteristicas fisico-
guimicas del compuesto administrado;
aungue en lineas generales se acepta que la
absorcién por estas vias es mayor que para
las vias transdérmica, digestiva y en algu-

nos casos también respiratoria.



Distribucion: La distribucion de una sus-
tancia dentro del organismo es un proceso
dindmico que depende de las caracteristi-
cas fisico-quimicas del compuesto, asi co-
mo del flujo sanguineo en los diferentes te-
jidos y de las afinidades de éstos por la
sustancia.

Las sustancias quimicas dejan la sangre
durante la fase de distribucion, ingresando
al espacio extracelular, e incluso al interior
de las células. Los quimicos disueltos en el
plasma pueden abandonar los vasos san-
guineos atravesando los poros de los capi-
lares fenestrados o directamente las mem-
branas celulares mediante difusion pasiva.
Algunas sustancias quimicas abandonan
rapidamente los vasos sanguineos y se dis-
tribuyen por tanto en todo el organismo;
mientras que otras tienen mayores dificul-
tades en llegar a los tejidos, y tienen por lo
tanto, una distribucion mas limitada. Del
mismo modo, algunos tdxicos se acumulan
selectivamente en ciertas partes del cuerpo
como resultado de su union a proteinas,
transporte activo, o elevada solubilidad en
tejido adiposo. La toxicidad en érganos o
tejidos diana puede ser consecuencia de es-
ta acumulacion, aunque no siempre es el
caso.

Si bien, como dijimos, la distribucion de
una sustancia por el organismo depende
fundamentalmente de sus caracteristicas fi-
sico-quimicas (peso molecular, lipo o hi-
drosolubilidad y grado de ionizacién), de
la afinidad de esta sustancia por los tejidos,

asi como del flujo sanguineo que estos re-
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ciben; existen determinados 6rganos que
se encuentran protegidos por barreras tisu-
lares especiales. De este modo, los vasos
sanguineos del cerebro, los testiculos y la
placenta tienen caracteristicas anatomicas
especiales que inhiben el paso de las molé-
culas grandes, como las proteinas.

Estas barreras, que suelen denominarse ba-
rreras hematoencefélica, hematotesticular
y hematoplacentaria, pueden impedir el
paso de moléculas de gran tamafio o alta-
mente hidrosolubles; aunque no son efica-
ces evitando el paso de aquellos xenobidti-
cos capaces de atravesar las membranas li-

pidicas por difusién pasiva.

Metabolizacion: En lineas generales se
considera que el proceso de metaboliza-
cion tiene como finalidad la transforma-
cion de las sustancias quimicas en com-
puestos de mayor tamafio y mas hidrosolu-
bles, con la finalidad de favorecer una ra-
pida eliminacion del organismo. Si bien
existen enzimas capaces de transformar
sustancias quimicas en tejidos como pul-
mon y rifidn, el proceso de metabolizacion
se lleva a cabo fundamentalmente en el hi-
gado, generalmente en dos fases bien defi-
nidas.

* Reacciones de Fase 1: Esta fase consiste

en procesos de oxidacion, reduccion e hi-
drolisis, que tienen como finalidad incre-
mentar la hidrosolubilidad del compuesto
parental. En esta fase intervienen en gran

medida las enzimas del citocromo P450.




* Reacciones de Fase 2: Esta segunda fase

consiste en que el compuesto proveniente
de la fase anterior es conjugado con una
molécula enddgena con la finalidad de in-
crementar ain mas su hidrosolubilidad y
fundamentalmente su peso molecular.

Las moléculas que intervienen en esta fase
de sintesis son el acido glucuronico, el glu-
tation, algunos aminoacidos o sulfatos.

Es necesario aclarar que esta clasificacion
arbitraria de las fases del
metabolismo hepatico no /
implica necesariamente un
orden cronolégico en el que
deben ocurrir las reaccio-
nes. Aunque la conjugacion
de muchos xenobidticos
ocurre luego de reacciones
de oxidacion, reduccion e
hidrdlisis, existen muchos
ejemplos en el que las mo-
léculas sufren oxidacion
tras haber sido conjugadas. .
Por ejemplo, gemfibrozil
(un regulador de lipidos plasmaticos), es
conjugado con &cido glucurdnico antes de
sufrir oxidacion por el citocromo P450.
Del mismo modo, existen moléculas, como
el acetaminofén (paracetamol), que son di-
rectamente conjugadas con acido glucuré-
nico o, en menor medida, acido sulfonico
sin haber sufrido procesos enzimaticos
propios de la Fase 1.

Si bien en lineas generales, los mecanis-
mos de detoxificacion son Utiles para pro-
teger al organismo de la injuria generada
por la exposicion a diversas sustancias
quimicas, existen casos en los que las en-

zimas responsables de la biotransforma-

o

o

En la actualidad se sabe que
cada individuo posee su
propia dotacion de
enzimas metabolizantes de causar toxicidad celular
xenobidticos, lo que deter-
mina en ultima
instancia el destino y el po-
tencial de toxicidad de un
compuesto quimico
en cada organismo.
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S

cion pueden convertir ciertos xenobidticos
en metabolitos reactivos que pueden resul-
tar ain mas tdxicos que el compuesto ori-
ginal. Las enzimas del citocromo P450,
por ejemplo, son particularmente efectivas
en transformar pro-cancerigenos en cance-
rigenos, generando metabolitos electrofili-
cos que se unen y dafian al ADN, llevando
por tanto a mutaciones que pueden originar
una célula neoplasica.

Del mismo modo, la meta-
%, bolizacion de ciertos xeno-

bidticos resulta en la gene-

racion de especies reactivas

del oxigeno que pueden

(incluyendo dafio genético)
mediante el estrés oxidativo
y la lipoperoxidacion.
En la actualidad se sabe
que cada individuo posee
su propia dotacion de en-
/' zimas metabolizantes de
xenobidticos, lo que deter-
mina en Gltima instancia el destino y el po-
tencial de toxicidad de un compuesto qui-
mico en cada organismo. Estas diferencias
interindividuales en la capacidad metabdli-
ca, se estudian en la actualidad intensa-
mente, y se conocen como polimorfismos
genéticos. Estos polimorfismos genéticos
pueden dar lugar a 4 fenotipos facilmente
identificables: Metabolizadores Lentos;
Metabolizadores Intermedios; Metaboliza-
dores Répidos y Metabolizadores Ultrara-
pidos. Estas diferencias en la capacidad de
biotransformar xenobi6ticos pueden tener
un impacto en la incidencia ciertas enfer-

medades. Por ejemplo, polimorfismos en



la CYP2A6 (una enzima del citocromo
P450) impactan en la incidencia de cancer
de pulmoén en individuos fumadores. Per-
sonas con ausencia relativa de la CYP2A6
son metabolizadores lentos de nicotina y
son lentos activadores de mutégenos pro-
pios del tabaco, por lo que forman menos
metabolitos reactivos y pro-cancerigenos
gue aquellos con un polimorfismo que im-
plica una gran actividad de la CYP2AG.
Eliminacién: Las sustancias tdxicas son
eliminadas del organismo por diversas
vias. Probablemente la mas importante de
ellas es la via

urinaria, por lo

que la mayoria
de las sustan-
cias quimicas
son eliminadas
principalmente
por esta via,
mas que por
cualquier otra.
En este caso,
los compuestos
guimicos son excretados del organismo
por el mismo mecanismo que emplea el ri-
fion para remover los productos de
desecho, incluyendo filtracion glomerular
y excrecién tubular.

Los capilares glomerulares tienen poros
(de aproximadamente 70 nm) que filtran
compuestos con un peso molecular supe-
rior a los 60 kDa (méas pequefios que la al-
bamina). Por este motivo, el grado de
union a proteinas plasmaticas afecta direc-
tamente la tasa de fitracion glomerular de
un compuesto determinado. Una vez filtra-

do, un téxico puede directamente ser eli-

VIAS DE ELIMINACION

HECES

Fuente de la imagen: http://slideplayer.es/slide/1 53465/
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minado con la orina, o dependiendo de las
caracteristicas fisico-quimicas del mismo,
puede también ser reabsorbido a la circula-
cion sistémica a través de los capilares pe-
ritubulares. Los compuestos mas liposolu-
bles seran los que tengan mayores probabi-
lidades de ser reabsorbidos, mientras que
aquellos compuestos mas polares lo seran
en menor proporcion. Otro factor que pue-
de influir en este proceso, es el pKa de la
molécula en relacion al pH del medio, en
este caso, la de la orina. La orina humana
tiene un pH variable, pero que en condi-
ciones normales
es ligeramente
acida, entre 6 y
6,5. Por lo tanto,
aquellas  molé-

culas de caracter

acido que lle-
guen a la orina

se encontraran

llustracién de Microsoft ™ |4

ORINA

Mayor parte

en menor pro-

porcion ioniza-
das y tendran
mayores probabilidades de ser reabsorbi-
das hacia la circulacion (eliminarse enton-
ces mas lentamente); mientras que aquellas
moléculas alcalinas que alcancen el filtra-
do glomerular se encontraran en mayor
proporcioén ionizadas, y por lo tanto se
eliminaran mas rapidamente (se reabsorbe-
ran en menor proporcién).
A modo de ejemplo, podriamos emplear la
intoxicacion con fenobarbital (una molécu-
la &cida), que seria mas facilmente elimi-
nada del organismo si alcalinizamos la ori-
na con bicarbonato de sodio. Del mismo

modo, el tratamiento de la intoxicacion




con alcaloides vegetales (presentes en cier-
tas plantas toxicas), podria incluir la admi-
nistracion de acido ascoérbico (Vitamina C)
con el fin de acidificar la orina e incremen-
tar por lo tanto la eliminacién de los com-
puestos toxicos.

La segunda via de eliminacion en orden de
importancia es la digestiva, (a través de la
materia fecal) en la mayoria de los casos
llegando las sustancias quimicas al intes-
tino a través de la bilis; y otras de menor
importancia son la pulmonar (con el aire
exhalado), la glandula mamaria, las lagri-

mas o el sudor.

TIPOS DE TOXICIDAD

La disposicion de los toxicos en el orga-
nismo (es decir, la toxicocinética), va a de-
terminar junto a otros factores propios del
xenobidtico, que existan 6rganos o tejidos
diana, en los que el agente tdxico va a ge-
nerar predominantemente su accion deleté-
rea. En este sentido, vamos a poder encon-
trar respuestas toxicas en la sangre como la
generada por el antimicrobiano Cloranfe-
nicol, que en algunos casos provoca un
cuadro de anemia aplasica irreversible.
Otras sustancias pueden afectar al sistema
inmunoldgico, como los hidrocarburos
aromaticos halogenados (entre los que se
encuentran los PCB), provocando atrofia
del timo, pancitopenia y promocién tumo-
ral. Existen una gran cantidad de sustan-
cias que tienen como Organo diana para
sus efectos toxicos al higado, entre las que

encontramos algunas como el alcohol, el
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tetracloruro de carbono, el paracetamol, o
la vitamina A entre otros.

Del mismo modo, existen una gran canti-
dad de sustancias nefrotoxicas, como los
antimicrobianos aminoglucdésidos, algunas
micotoxinas (como la aflatoxina B1), los
antiinflamatorios no esteroidales, y anti-
neoplasicos como el cisplatino entre otros.
Otros ejemplos de toxicidad sobre érgano
0 tejido diana incluyen asbestos, que afec-
tan el sistema respiratorio (fundamental-
mente los pulmones); o el plomo que afec-
ta el sistema nervioso central.

Asi como existen intoxicaciones con Orga-
nos o tejidos diana, como las mencionadas
previamente, existen casos en los que la
toxicidad no es dirigida a ningun 6rgano o
tejido, como la carcinogénesis quimica, la
toxicidad del desarrollo y la genotoxicidad.
Los carcindgenos quimicos incluyen
aquellos que actdan afectando la integridad
o el funcionamiento del material genético
y aquellos que actlan por mecanismos
epigenéticos, como los que actlian provo-
cando citotoxicidad, o por mecanismos
hormonales entre otros.

La toxicidad del desarrollo es la generada
por agentes téxicos que afectan el desarro-
llo de los organismos (incluidas anormali-
dades estructurales, alteracion del creci-
miento, deficiencias funcionales o muerte)
como consecuencia de la exposicion antes
de la concepcion (en cualquiera de los pa-
dres) o durante los periodos prenatal y
posnatal hasta la madurez sexual. Entre los
efectos incluidos en este tipo de toxicidad
encontramos la teratogénesis, es decir
aquellas alteraciones congénitas que se

traducen en malformaciones anatémicas



macroscopicas, como las que produjo la lares que controlan la integridad y el fun-

Talidomida administrada a miles de muje- cionamiento del material hereditario. Este
res embarazadas durante la década de los tipo de toxicidad, sus causas y consecuen-
60 en Europa. cias, asi como los métodos empleados para
Finalmente, la genotoxicidad o toxicidad evaluarla, serdn abordados en detalle en
genética es el efecto deletéreo generado los capitulos siguientes.

por la exposicion a un agente capaz de in-

teractuar con el ADN u otros blancos celu-
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CAPITULO 2.

ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO

Uno de los aspectos en el que se hara énfa-
sis en este libro, es la toxicidad que afecta
la integridad del material genético. Es por
esto que para comenzar, se describe su es-
tructura y funcion en la vida de la célula.
ADN es la sigla utilizada para designar un
acido nucleico, el &cido desoxirribonuclei-
co. EI ADN es una molécula de gran ta-
mafio que esta presente en las células de
todos los organismos vivos (y en algunos
virus) y contiene la informacion necesaria
para su desarrollo y funcionamiento. Ade-
mas es la molécula responsable de la he-
rencia biolégica de los organismos, esta in-
formacion se trasmite de las células ma-
dres a las células hijas y de padres a hijos.
El contenido de ADN de una célula de un
organismo es su genoma.

Las unidades estructurales bésicas del
ADN son los nucleétidos, que estan for-
mados por una molécula de azdcar (la des-
oxirribosa), un grupo fosfato, y una base
nitrogenada. Existen cuatro bases nitroge-
nadas distintas, que dar&n lugar a cuatro
nuclettidos diferentes: adenina (A), timina
(T), citosina (C) y guanina (G). Como se
ilustra en la figura 1, estos nucleétidos se

encadenan uno con otro mediante la unioén
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del azicar de uno de ellos con el aztcar
del contiguo a través del grupo fosfato,
formando cadenas con determinadas se-
cuencias de nucleétidos.

El ADN presenta una estructura tridimen-
sional en la que dos cadenas o hebras for-
man lo que se conoce como “doble hélice”.
Estas hebras se unen entre si por las bases
nitrogenadas mediante uniones quimicas
intermoleculares llamadas puente hidro-
geno. Las hebras son complementarias en-
tre si ya que, la adenina de una cadena
siempre se une a la timina de la otra, mien-
tras que la guanina lo hace con la citosina
y viceversa. Los azUcares y los grupos fos-
fato conforman el “esqueleto” de la molé-
cula; y las bases nitrogenadas constituyen
su parte variable. Las cadenas que confor-
man la doble hélice tienen direccion: cada
grupo fosfato esta unido a un azucar en el
carbono que se encuentra en la posicion 5
(posicion 5") y al azucar siguiente en la po-
sicion 3' —al carbono que se encuentra en
la posicion 3. Asi, la cadena tiene un ex-
tremo 5' y un extremo 3'. Las dos hebras
que constituyen la estructura tridimensio-
nal del ADN, “corren” en direcciones

opuestas, es decir, mientras que una tiene




una direccion 3'—5' la otra cadena, la
complementaria, tiene una direccion 5'—3'
por ello se dice que las hebras son antipa-
ralelas.

En la secuencia de estas bases nitrogena-
das estd contenida la informacion genética

del organismo (Figura 1).
Fig. 1: Representacion esquematica de la doble
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hélice de ADN. Modificado de:

http://faculty.washington.edu/trawets/vc/theory/dna/index.

html

ARN es la sigla utilizada para designar
otro acido nucleico, el acido ribonucleico.
Es una molécula de cadena sencilla, simi-
lar al ADN pero de cadena mas corta. Los
nucle6tidos del ARN se componen de un
azUcar (ribosa), un grupo fosfato y una ba-
se nitrogenada: adenina (A), guanina (G),
citosina (C), y, a diferencia del ADN, ura-
cilo (U) en lugar de timina (T).

El “esqueleto” del ARN esta constituido,
como en el ADN, por las moléculas de
azucar y por las moléculas de fosfato. La
secuencia de bases del ARN es comple-
mentaria con alguna determinada secuen-
cia de bases de ADN (la complementarie-

dad es A-U y C-G). Existen diversos tipos
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®—— grupo fosfato

de ARN, que intervienen en distintas eta-
pas de la sintesis de proteinas asi como
ARNSs que estén involucrados en la regula-
cion de la expresion de los genes.

¥ e 1
’.'. 7 -7 nicleo  Cromosoma
" Organismo /
(7’,"‘. l
w
célula tesmero
cromatidas’ "
’\
o
> ADN + proteinas
7 %
 Bagy
Dot
asn. ADN

Figura 2. Tomado de Aiassa, Bosch y Bevilacqua, 2010

En las células eucariotas (eu: verdadero;
carion: nucleo) el ADN se encuentra en el
nacleo unido a proteinas (histonas y no
histonas). Durante el ciclo de vida de la cé-
lula (ciclo celular) el ADN se encuentra en
distintos niveles de compactacion (Fig. 2).
En el periodo entre una division celular y
otra (interfase) el ADN se encuentra con el
nivel minimo de compactacion formando
una estructura laxa, que se conoce como
cromatina.

Sin embargo, cuando la célula se prepara
para dividirse, la cromatina se compacta,
haciéndose visible al microscopio Optico y
constituyendo los cromosomas (el nivel

maximo de compactacion).


http://faculty.washington.edu/trawets/vc/theory/dna/index.html
http://faculty.washington.edu/trawets/vc/theory/dna/index.html

CROMOSOMAS

En los organismos diploides (genoma celu-
lar formado por dos juegos de cromoso-
mas), los cromosomas se encuentran de a
pares y en nimeros variables segun la es-
pecie (en la especie humana: 23 pares,
2n=46). Cada uno de los cromosomas del
par se hereda de un progenitor. Pero, aun
en organismos diploides, existe un tipo ce-
lular en el que los cromosomas no se en-
cuentran de a pares: las gametas o células
sexuales. Es a través de estas células que la
informacion hereditaria o genética, se
transmite de una generacion a la siguiente
en los organismos de reproduccién sexual.
La estructura béasica de un cromosoma

puede verse en la figura 3.

croméatidas hermanas
telomero

Fig. 3: Representacion de la morfologia basica de

un cromosoma.

De acuerdo con la posicion del centrémero
pueden clasificarse en metacéntricos, sub-
metacéntricos, acrocentricos y telocéntri-
cos. El centromero esta constituido por he-
terocromatina, se trata de proteinas y ADN
formado por secuencias altamente repeti-
das, que rara vez se transcribe, es decir,
secuencias que no codifican para proteinas.
Los extremos de cada cromatida se deno-
minan telomeros y estan constituidos tam-

bién por ADN no codificante cuya funcion
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principal es la de estabilizar la estructura
de los cromosomas. Cuando la célula esta
en division, los cromosomas estan consti-
tuidos por dos cromatidas (cromatidas
hermanas) unidas por el centrémero.

Como se dijo, el genoma humano esta
constituido por 23 pares de cromosomas.
22 pares de cromosomas denominados au-
tosémicos y un par de cromosomas que de-
terminan el sexo del individuo llamados
(cromosomas sexuales). El sexo femenino
esta determinado por la presencia de dos
cromosomas X (XX) y el sexo masculino
por un cromosoma X y otro Y (XY).

A lo largo de las cromatidas se disponen
los genes. Un gen se define como la uni-
dad de almacenamiento de informacion
genética y unidad de la herencia, porque
transmite esa informacion a la descenden-

cia.

CICLO CELULAR Y DIVISION

En la mayoria de las células ocurre una su-
cesion de fases de crecimiento y division
que es el ciclo celular. Asi, una célula tran-
sita a lo largo de su vida (desde que se ori-
gina de una célula preexistente hasta que
se divide originando otras nuevas) por di-
ferentes etapas que se alternan ciclicamen-
te, conformando dicho ciclo; éstas son: in-
terfase, fase M o division celular (mitosis o
meiosis) y citocinesis. Es decir, en térmi-
nos generales, durante estas etapas se re-
plicara el genoma, se distribuira equitati-
vamente el contenido celular y se separa-
ran (segregaran) los cromosomas de forma

equitativa en cada célula hija.




La interfase es el periodo de tiempo que
transcurre entre dos divisiones celulares y
comprende los periodos G1, S, y G2.

* Fase G1: Es la primera etapa de creci-
miento y la mas variable en duracion.
Todos los procesos de sintesis de nuevas
organelas o aumento de tamafio de las
existentes, son regulados mediante activa-
cion de complejos enzimaticos en un mo-
mento determinado.

Durante este periodo también se sintetizan
las enzimas que seran utilizadas en la etapa
siguiente, es decir en la duplicacion del
ADN, como asi también moléculas precur-
soras de los acidos nucleicos.

* Fase S: Durante esta fase ocurre la sinte-
sis de material genético, el ADN se repli-
ca. La replicacion es el mecanismo a través
del cual el ADN se duplica (sintetiza una
copia idéntica). De esta manera de una mo-
lécula de ADN, se obtienen dos copias.
Cada hebra de la molécula de ADN es
usada como molde para la sintesis de una
nueva cadena, que queda unida a la origi-
nal usada como molde. Por esta razon la
replicacion del ADN se denomina semi-
conservativa.

* Fase G2: Es el tiempo que transcurre en-
tre la duplicacion del ADN vy el inicio de la
division. EI ADN recién duplicado co-
mienza a compactarse. Esto permite los
movimientos complejos y la separacion del
material genético que ocurrird en la divi-

sion.

* Fase M: Durante esta etapa, la envoltura
nuclear se desintegra, el ADN alcanza el
nivel maximo de compactacion. Se separan
los dos juegos de cromosomas Yy el cito-
plasma se divide.

La duracion del ciclo, asi como sus carac-
teristicas, varia entre los distintos tipos ce-
lulares. Un ciclo puede completarse en po-
cas horas o requerir varios dias, dicha du-
racion depende de factores exdgenos o en-
dbgenos tales como la temperatura, el pH o
los nutrientes disponibles y del tipo de cé-
lula. Por ejemplo, los glébulos rojos se
originan a partir de células madre de la
médula dsea y tienen una vida muy corta,
de no mas de 120 dias, por lo tanto, dichas
células producen por division celular, alre-
dedor de 2.5 millones de nuevas ceélulas
cada segundo.

Los tejidos epiteliales superficiales son
otro ejemplo, cuentan con células en divi-
sion continGa a lo largo de toda su vida
sustituyendo a las células que mueren.
Existe un grupo particular de células que
se encuentran en fase GO, son las llamadas
células quiescentes o estables. En esta fase
las células no estan en division, por lo que
se encuentran fuera del ciclo celular aun-
gue su metabolismo se encuentra activo.
En un organismo multicelular, la divisién
celular estd regulada y las células respon-
den, no sélo a estimulos externos sino
también a mecanismos internos de regula-

cién. Ciertas condiciones externas como la

Durante la interfase se produce la duplicacién de todos los componentes funda-

mentales de la célula, es decir ADN, ARN y proteinas, sintesis de lipidos, enzimas y

membranas que se requieren para la division.
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falta de nutrientes, cambios de temperatura
0 de pH y la presencia de células conti-
guas, puede detener el crecimiento y la di-
vision celular. Ciertas hormonas y factores
de crecimiento pueden estimular la divi-
sion celular. Si se priva a las células de ta-
les sefiales, el ciclo celular se detiene en un
punto de control G1 y las células entran en
el estado GO. Pueden permanecer en GO
por dias, semanas, o incluso afios antes que
se reanude el ciclo celular. Una vez que
recibe nuevamente sefiales, sobre todo ex-
tracelulares, son estimuladas a salir de GO
y entran en G1 para iniciar un nuevo ciclo
de division. Una vez que las células "re-
gresan" a G1 continuaran las fases sucesi-
vas del ciclo celular en las siguientes 12-
24 horas. Esto ocurre generalmente en el
higado, pancreas y muasculo liso, entre
otros.

El mejor ejemplo de la capacidad de rege-
neracion de las células quiescentes es el
potencial del higado para regenerarse tras
una reseccién quirargica o después de una
lesion ocasionada por agentes quimicos
y/o agentes virales.

Por otro lado, hasta los afios 70, se sabia
gue la regeneracion del sistema nervioso
no podia ocurrir en la vida adulta.

A principios del siglo XXI, queda demos-
trado que la neurogénesis persiste en algu-
nos grupos de mamiferos (por ej. primates:
humanos). Durante la etapa posnhatal y a lo
largo de toda la vida, las neuronas conti-
ndan generandose en el bulbo olfatorio, en
el giro dentado y, posiblemente, en algunas

areas corticales.
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MITOSIS Y MEIOSIS

El proceso de division celular cumple un
papel fundamental en los organismos mul-
ticelulares. Puede llevarse a cabo por dos
procesos: mitosis y meiosis.

La mitosis ocurre en las células somaticas
(todas las células del organismo a excep-
cion de las células sexuales), permite el
desarrollo, el crecimiento, y la reparacion
de los tejidos del organismo. Da como re-
sultado dos células hijas con informacién
genética idéntica, ya que se produce una
duplicacién del material genético (fase S)
y una division nuclear.

La meiosis ocurre solamente en las células
de la linea germinal (es decir, la linea celu-
lar que dara origen a las gametas), ubica-
das en las génadas masculinas (testiculos)
y femeninas (ovarios). Consiste en dos di-
visiones nucleares sucesivas y sélo una
duplicacién del material genético, por lo
gue cada nucleo hijo contiene la mitad del
nimero de cromosomas presentes en el
nacleo progenitor, recibiendo al azar so6lo
un miembro de cada par homdlogo.

Por meiosis una célula diploide de la linea
germinal origina células haploides o de
complemento cromosémico Unico (ha-
ploos, Unico), las células sexuales o game-
tas (espermatozoides en el hombre y ovo-
citos, en la mujer) con 23 cromosomas en
la especie humana. Pero ademas, en los es-
tadios iniciales de la meiosis los cromoso-
mas homdlogos se acercan y se aparean en

el proceso de sinapsis.




Durante la sinapsis ocurre el entrecruza- dente que sea un proceso estrechamente

miento y en los puntos donde ocurre, tiene regulado, con mecanismos de control mul-

lugar el intercambio T tifacéticos y muy

tamafio y aumenta la
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complejo.
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a partir de los cromo-
somas homdlogos de los progenitores del
individuo. A través de estos sucesos que
ocurren durante la meiosis (entrecruza-
miento y segregacion al azar de cromoso-
mas maternos y paternos) se recombina el
material genético de los progenitores.

Cuando las células hapolides producidas a
partir de la meiosis (ovocitos y espermato-
zoides) se unen durante la fecundacién, el
genoma de ambos progenitores se relne y
forman una nueva identidad genética, res-
tableciéndose el numero de cromosomas

caracteristico de la especie.

CONTROL Y REGULACION DEL

CICLO CELULAR

La continuidad del ciclo celular es una ta-
rea crucial para todos los organismos mul-
ticelulares, ya que determina el tamafio y
forma del cuerpo, la renovacion de tejidos,
la senescencia y la reproduccion.

La desregulacion de la progresion del ciclo
celular conduce a la proliferacion celular

descontrolada. Por lo tanto, no es sorpren-

=9

Fig. 4: Ciclo celular. Tomado de Purves y col. 2006
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plicacion de ADN y
la division de una
DNA y proteinas ;

asociadas; existen  c@lula, se pueden

whora dos copias
de la informacién

genéticade lacélula  describir como una
serie  de eventos
coordinados que
componen un ciclo
de division celular.
Se reconocen al menos dos tipos de meca-
nismos de control del ciclo celular: una
cascada de fosforilaciones de proteinas y
un conjunto de puntos de control que mo-
nitorean la finalizacién de los eventos cri-
ticos y retrasan la progresion a la etapa si-
guiente, si es necesario. Los puntos de
control del ciclo celular funcionan para
mantener la estabilidad genética, propor-
cionando tiempo adicional para la repara-
cion de dafios en el ADN y la terminacion
de los acontecimientos que son necesarios
para la division celular precisa.

Este sistema de control es un mecanismo
bioguimico compuesto por un conjunto de
proteinas reguladoras interactivas: las ci-
clinas y las quinasas dependientes de ci-
clinas que inducen y coordinan los proce-
sos basicos del ciclo, como la duplicacion
de ADN vy la division celular, a los que se
denomina procesos subordinados.

Cuando las células se encuentran en un
punto de control deben recibir las sefiales
adecuadas para la progresion del ciclo ce-
lular, en caso contrario éste se detiene o re-

trasa. Mientras que la maquinaria de con-



trol no reciba las sefiales apropiadas, la cé-
lula no hara la transicion de una fase del
ciclo celular a la siguiente. Asi se minimi-
za la posibilidad de alteraciones y aconte-
cimientos que afectan a la supervivencia
celular y la estabilidad genética.

Cuando ocurren mutaciones en uno 0 mas
componentes de un punto de control del
ciclo celular, las posibilidades de inestabi-
lidad genética durante
la progresion del ciclo,
aumentan.  Ademas,
las sefiales de retro-
alimentacion que con-
tienen informacién so-
bre los  procesos
subordinados pueden

detener momentaneamente el avance del
ciclo, evitando el inicio del proceso si-
guiente antes que el precedente haya ter-
minado. Por ejemplo, en el cancer hay al-
teraciones esenciales en el control genético
de la divisién celular, lo que resulta en una
proliferacién celular descontrolada.

Las mutaciones se producen principalmen-
te en dos clases de genes: los proto-
oncogenes y genes supresores de tumores.
En las células normales, los productos de
proto-oncogenes actlan a diferentes nive-
les a lo largo de las vias que estimulan la
proliferacién celular. Versiones mutadas
de los proto-oncogenes u oncogenes pue-
den promover el crecimiento de un tumor.
La inactivacion de genes supresores de
tumores como p53 y pRb se debe a la dis-
funcién de las proteinas que normalmente
inhiben la progresion del ciclo celular. La
desregulacion del ciclo celular asociado

con el cancer se produce a través de muta-

Cuando ocurren mutaciones en
uno o mds componentes de un
punto de control del ciclo celular,
las posibilidades de inestabilidad
genética durante la progresion del
ciclo aumentan.
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ciones de proteinas importantes en los di-
ferentes niveles del ciclo celular.

Existen al menos tres puntos de control:
Punto de control G1: En este punto el sis-
tema evaluard la integridad del ADN, la
presencia de nutrientes en el entorno y el
tamafio celular. Aqui es donde general-
mente actdan las sefiales que detienen el
ciclo (arresto celular).

Punto de control G2:
En este punto, el siste-
ma de control verificara
que la duplicacion del
ADN se haya comple-
tado, si es favorable el
entorno y si la célula es
lo suficientemente
grande para dividirse.

Punto de control de la metafase o del
huso: Verifica si los cromosomas estan
alineados apropiadamente en el plano
ecuatorial antes de entrar en anafase. Este
punto protege contra pérdidas o ganancias
de cromosomas.

En lineas generales, ante la presencia de
ADN dafiado se genera una sefial que re-
trasa la entrada en fase M. El mecanismo
depende de una proteina llamada p53, que
se acumula en la célula en respuesta a las
alteraciones de ADN, deteniendo el siste-
ma de control en G1 y por lo tanto impi-
diendo la posterior entrada en mitosis.

El gen p53 es uno de los genes supresores
de tumores mas conocidos, que no s6lo de-
tiene el ciclo (arresto celular), sino tam-
bién participa en la apoptosis (muerte celu-
lar programada) forzando a las células a la
muerte cuando el dafio en el ADN es irre-

parable. Los genes supresores de tumores,




codifican para productos celulares que in-
hiben la proliferacion celular.

Las células que presentan los dos alelos
del gen p53 mutados, tendrén proteina p53
no activa y por lo tanto continuaran divi-
diéndose a pesar del dafio en su genoma,
por lo tanto desarrollardn una neoplasia.
Las mutaciones del gen p53 presentan una
alta incidencia en la mayoria de los cance-
res humanos.

Los genes denominados protooncogenes
codifican proteinas que estimulan la divi-
sion celular, por ejemplo, factores del cre-
cimiento o receptores de factores del cre-
cimiento. La mutacion de uno de los dos
alelos que codifican para un protooncogen,
lo transforma en un oncogen capaz de ori-
ginar productos celulares que estimulan la
division celular de forma incontrolada re-
sultado en una neoplasia, con alteracion de
los mecanismos de control del ciclo celu-
lar. Los seres vivos cuentan con una serie

de mecanismos protectores que son desen-
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cadenados cuando el material genético de
una célula es afectado.

El dafio en el ADN puede ser provocado
por procesos enddgenos o por agentes
exogenos, que dirigirdn procesos destina-
dos a reparar dicho dafio 0, en casos ex-
tremos, dirigir la muerte de la célula
(apoptosis) para evitar la propagacion del
dafio. Si ninguno de estos mecanismos son
suficientes, el dafio se fijara como una mu-
tacion génica o cromosomica. Las muta-
ciones en células somaticas pueden causar
trastornos del desarrollo y/o distintos tipos
de cancer mientras que las mutaciones en
células germinales pueden provocar pro-
blemas reproductivos y/o enfermedades
hereditarias en la descendencia. Las muta-
ciones tanto en células somaticas como
germinales, son motivo de los proximos

capitulos.
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CAPITULO 3.

MUTACIONES y CANCER

Dra. Nora B M GORLA (CONICET)
Laboratorio de Genética, Ambiente y Reproduccion (GenAR)
Universidad Juan Agustin (UMAZA), Mendoza

En los capitulos anteriores se explicé que de la exposicion cronica. En el primer caso
los efectos toxicos agudos son los efectos la toxicidad aguda suele ser la manifesta-
adversos que se observan luego de la ex- cion de una exposicion a gramos o mili-
posicién a una Unica dosis o varias dosis gramos del toxico, mientras que la genoto-
del agente toxico y se manifiestan a corto xicidad se manifiesta muchas veces por
plazo, usualmente dentro de las 24 horas; exposicion repetida a bajas dosis en el or-
mientras que los efectos toxicos crénicos den de picogramos o microgramos.

son los que se manifiestan luego de una A diferencia de la toxicidad aguda, &mbito
exposicion a bajas dosis repetidas de estudio de la toxicologia clasica, la

durante un largo periodo genotoxicidad es ambito de

de tiempo, que puede estudio de la toxicologia
incluir muchos genética, una rama de
afios. El efecto ad- la toxicologia que
adverso  persiste comprende el estudio
durante un largo de todos los aspectos
periodo y en gene- relacionados con el
ral se manifiesta des- efecto de los agentes toxi-

pués de la exposicién croni- cos sobre la estructura y el fun-

ca. Los efectos toxicos pueden ser cionamiento genético. Los genotoxicos
ocasionados por un agente quimico, fisico son los agentes que alteran principalmente
o bioldgico. la estructura o el ordenamiento de los ge-
Dentro de los efectos toxicos crénicos son nes, rearreglandolos. Estas alteraciones son
importantes los efectos toxicos sobre el el resultado de un dafio al &cido desoxirri-
material genético o efectos genotdxicos. bonucleico (ADN) que se denomina muta-
Estos también pueden eventualmente pre- cion. Una mutacion es una alteracion o
sentarse después de una exposicion aguda cambio en el ADN que no es reparado y
a dosis muy altas, pero son caracteristicos por lo tanto es permanente y heredable de

Imagen tomada de: http://www.laprensa.hn/guiamedica/781626-418/las-mutaciones-aleatorias-son-responsables-de-alrededor-de-
dos-terceras-partes-del
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célula a célula en los tejidos somaticos del
individuo o de padres a hijos a través de
las gametas. En los mamiferos hay una
fuerte correlacion entre la acumulacion de
mutaciones y el cancer.

La Toxicologia Genética se ocupa inte-
gramente de estudiar todos los aspectos de
la genotoxicidad, proceso por el cual un
agente interactia con el ADN o con otras
moléculas celulares que controlan la inte-
gridad del material genético. También se
ocupa de los mecanismos celulares y mo-
leculares de accién de genotoxicos, el
desarrollo de ensayos de corto plazo para
la deteccién de los mismos y para poder
establecer conductas de prevencion, la sus-
ceptibilidad genética diferencial de los se-
res vivos y el monitoreo de poblaciones
humanas expuestas, entre las metas mas

destacadas.

GENOTOXICOS

Los genotoxicos o toxicos genéticos pue-
den contribuir al nivel basal de dafio gené-
tico a través de mutaciones que en el curso
de vida del individuo expuesto o en el fu-
turo, aln en generaciones posteriores, pue-
den aumentar la manifestacion de enfer-
medades genéticas incluyendo las neopla-
sias. Si se efectia una correcta identifica-
cién de los genotoxicos, cédmo actlan, cé-
mo es la exposicién a los mismos, es posi-
ble tomar medidas para reducir la exposi-
cion y minimizar el dafio genético.

Las estructuras bioldgicas “blanco” de es-

tudio son principalmente el ADN, y los
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cromosomas o estructuras constituidas por
ADN vy proteinas nucleares.

En primer lugar, fue necesario comenzar a
identificar genotoxicos y los diferentes
ambientes donde estos podian encontrarse,
y los tipos de exposicion.

La exposicion masiva e involuntaria esta
claramente ejemplificada como conse-
cuencia de una exposicion ambiental, ya
sea en ciudades industriales con la caracte-
ristica eliminacion aumentada de toxicos al
ambiente a través de emanaciones y verti-
dos industriales; o en las areas rurales ex-
puestas a los rociados de plaguicidas agri-
colas; también a través del consumo de re-
siduos de farmacos veterinarios como resi-
duos en alimentos o por causa de habitos
como el de fumar o la exposicion solar.
También existen ejemplos histdricos de
exposicion masiva a genotdxicos como las
bombas atomicas de Hiroshima y Nagasaki
(1945), los accidentes nucleares de Ne-
braska (1950s), Chernobyl (1986), Tokai-
mura (1990); y los accidentes quimicos de
Seveso (1976) y Bhopal (1984). Mas re-
cientemente Fukushima (2011), uno de los
accidentes nucleares mas grandes de la his-
toria después de Chernobyl.

En relacién a la exposicion ocupacional,
los metales pesados, ciertos solventes, las
radiaciones y una gran diversidad de agro-
guimicos son agentes de probada genoto-
xicidad.

Finalmente la exposicion individual a
agentes de radiodiagndstico, rayos X, far-
macos como quimioterdpicos, antimicro-
bianos, antiparasitarios y promotores de
crecimiento son claros ejemplos de expo-

sicion diagnostico-terapéutica.



Muchos estudios avalan el riesgo de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, de
los metales pesados, los plaguicidas agri-
colas, bifenilos policlorados y dioxinas, en
la integridad del material genético de po-
blaciones humanas y del riesgo ambiental
de los mismos con repercusiones en el
hombre, las poblaciones animales domés-
ticos y la vida silvestre.

Las actividades de mineria y hornos de
fundicion han producido dafio ambiental
causado por metales pesados y contami-
nantes asociados, el arsénico, cadmio,
cromo, mercurio, niquel plomo, son geno-
toxicos. Pero, sin lugar a dudas, ningun
contaminante ha ejercido una carga tan pe-
sada al ambiente como los plaguicidas or-
ganoclorados.

Los genotdxicos pueden alterar la estructu-
ra o el ordenamiento de los genes forma-
dos por el ADN produciendo mutaciones.
Tres procesos bioldgicos comparten al ma-
terial genético como blanco de sus efectos:
mutagénesis, carcinogénesis y teratogé-
nesis. Se ha cuantificado que mas del 90%
de los mutagenos quimicos son también te-
ratégenos y que la inmensa mayoria de los
cancerigenos son mutagenos, por lo tanto
son procesos diferentes, pero estan rela-

cionados.

MUTAGENESIS

Como su nombre lo indica se denomina
mutagénesis al proceso por el cual se gene-
ran las mutaciones o cambios heredables
en la secuencia del ADN. Estos cambios

pueden ser pequefios como cuando involu
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cran el cambio de una sola base (mutacién
puntual), o involucrar cientos o miles de
bases nitrogenadas del ADN.

Existen al menos seis tipos posibles de
mutaciones moleculares distinguibles cau-
sadas por cambios en las bases nitrogena-
das: sustitucion, desaminacion, delecion,
insercién o adicion, translocacion, inver-

sion.

Muchos estudios avalan el riesgo
de los hidrocarburos aromdticos
policiclicos, de los metales pesa-
dos, los plaguicidas agricolas, bi-
fenilos policlorados y dioxinas, en
la integridad del material genéti-
co de poblaciones humanas y del
riesgo ambiental de los mismos
con repercusiones en el hombre,
las poblaciones animales domésti-

cos y la vida silvestre.

Las adiciones y deleciones pueden involu-
crar el agregado extra y la pérdida de un
nucle6tido, respectivamente, y pueden in-
volucrar sélo un nucleétido o ser extendi-
das involucrando muchos nucledtidos. Las
inversiones aluden a la inversién del orden

de la secuencia de nucledtidos y las trans-




locaciones al cambio de ubicacion de una
secuencia.

Las mutaciones a nivel de una sola base
son principalmente sustituciones, desami-
naciones y alquilaciones. Las adiciones y
deleciones pueden ser de uno 0o mas nu-
cleétidos. Hay mutaciones que ocupan dos
nucleétidos como la formacion de dimeros
de timina, que de este modo no pueden ex-
presar su informacion genética. La radia-
cion ultravioleta es productora de dimeros
de timina. Diariamente se producen un
ndmero importante de mutaciones espon-
taneas, principalmente por errores durante
la sintesis o replicacion del ADN. Estas
mutaciones parecen no tener una causa ex-
terna. Una tasa mayor de mutaciones se
produce cuando el ADN es expuesto a ge-
notoxicos ambientales.

Ademas de las mutaciones a nivel de bases
nitrogenadas del ADN, se pueden producir
alteraciones mas grandes que involucren
segmentos de cromosomas: Las mutacio-
nes estan asociadas con muchos tipos dife-
rentes de cambios en la secuencia del
ADN, gque a nivel de cromosomas inclu-
yen: inversiones, deleciones, translocacio-
nes, duplicaciones.

Como sus nombres lo indican estos rearre-
glos involucran respectivamente cambios
en la orientacién de un fragmento en la in-
version, pérdida de material cromosdmico
en la delecidn, intercambio de material en-
tre dos 0 mas cromosomas en la transloca-
cion, y repeticion de un fragmento de cro-
mosoma en la duplicacion. Los citados son
rearreglos cromosdmicos estructurales.
También hay rearreglos cromosémicos

numéricos generados por mutagenos aneu-
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ploidizantes, que resultan en la falta o el
exceso de un cromosoma, generalmente
producto de una no disyuncion incorrecta
de los cromosomas durante la meiosis.
Para que se produzca una delecién es ne-
cesario que se haya producido un efecto
clastogénico, asi se denomina al efecto de
rotura de una o ambas cromatidas del cro-
mosoma. Este tipo de dafio resulta co-
muanmente de la exposicion a la radiacion
ionizante, debido a que los agentes tipo ra-
yos X tienen suficiente energia para crear
maltiples roturas en el ADN.

Muchos rearreglos cromosémicos son mi-
téticamente inestables y se pierden cuando
las células que tienen los cromosomas alte-
rados mueren en el intento de efectuar di-
vision celular. Otras alteraciones, como las
translocaciones cromosémicas, pueden
persistir por tiempos prolongados. Si estos
rearreglos ocurren en sitios donde se loca-
lizan genes, pueden ocurrir mutaciones a
nivel de genes y manifestarse en alteracio-
nes clinicas. Por ejemplo en la leucemia
mieloide crénica se presenta la transloca-
cién reciproca 9; 22, tanto el cromosoma 9
como el 22 han sufrido una rotura de cro-
matidas para poder translocarse.

En cuanto a los agentes que alteran o cam-
bian la informacién genética, se describen
dos grandes grupos de mutagenos: radia-
ciones y compuestos quimicos.
Radiaciones

* lonizantes: Los rayos X, gamma, alfa,
beta, desplazan electrones, producen muta-
ciones génicas y cromosomicas entre las
que se destacan roturas de ADN y entre-
cruzamientos covalentes entre las dos ca-
denas de ADN.



* No ionizantes: La radiacion UV produce
dimeros de timina.

Mutagenos quimicos

Benzopireno, gas mostaza, 5-BrdU y 2-
aminopurina (analogos de bases), naranja
de acridina y bromuro de etidio (agentes
intercalantes), etilmetano sulfonato, nitro-
soguanidina, modificadores de nucle6ti-
dos, tautomerizantes, desaminantes, alqui-
lantes, mutagenos presentes en el humo del
cigarrillo.

Cada uno de estos mutagenos tiene su mo-
do especifico de interaccion con el ADN.
Las mutaciones pueden causar al menos
dos tipos de problemas. En primer lugar,
pueden contribuir al nivel de dafio en la
carga genética (del inglés “genetic load” o
“genetic burden”) o acumulacion del nivel
de dafio genético. Se ha calculado que cada
persona es portadora de 4 a 8 mutaciones
potencialmente letales en el total de apro-
ximadamente 30.000 genes que comprende
el genoma humano.

La otra consecuencia de las mutaciones es

participar en el desarrollo de cancer.

CARCINOGENESIS

Como su nombre lo indica, se denomina
carcinogénesis, al proceso por el cual se
genera algun tipo de cancer. Esencialmen-
te, todos los canceres son el resultado de
varias mutaciones (cambios heredables en
el material genético) principalmente en
proto-oncogenes y genes supresores de
tumores que normalmente son responsa-
bles del desarrollo y la proliferacion celu-

lar, y otras actividades celulares funda-
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mentales. Se expone una definicion com-
pleta de carcinogénesis: proceso en multi-
ples etapas, que se activa por la expresion
alterada de factores transcripcionales y
proteinas involucradas en la proliferacion,
regulacion del ciclo celular, diferencia-
cién, apoptosis, angiogénesis, invasion y
metéstasis.

La division celular es regulada por ciclinas
y proteinas quinasas dependientes de cicli-
na, también mediante una familia de facto-
res de crecimiento extracelulares. Defectos
en la sintesis, regulacion o reconocimiento
de las proteinas que provocan la division
de las células latentes y en algunos casos la
diferenciacion celular, pueden originar
cancer. La evolucion de la célula cancero-
sa requiere muchos afios y gque se produz-
can mutaciones en un nimero de genes di-
ferentes, por esta razén la incidencia del
cancer aumenta con la edad y con la expo-
sicion a mutagenos. Las células cancerosas
transformadas tienen requerimientos mi-
nimos o nulos de factores de crecimiento,
han perdido la inhibicion por contacto con
sus células vecinas y son de-diferenciadas,
es decir, han perdido su tipo celular parti-
cular, tienen material genético inestable,
son inmortales y pueden dividirse indefi-

nidamente.

GENES DEL CANCER

Las mutaciones en tres categorias de genes
son importantes en muchos tumores: genes
promotores de crecimiento u oncogenes,
genes supresores de tumores y genes de

reparacion del ADN.




Los oncogenes presentes en el genoma
humano fueron los primeros genes descrip-
tos en relacion al cancer, afios mas tarde se
describen los genes supresores de tumo-
res. Para que ambos tipos de genes partici-
pen en la iniciacion de un proceso tumoral
es necesario que ocurran mutaciones. Una
Unica mutacion es insuficiente para inducir
un proceso neoplésico. Son varias muta-
ciones producidas a lo largo de la vida del
hombre y en este contexto es donde debe-
mos considerar los efectos del ambiente en
el desarrollo neoplasico. Las agresiones
externas, los efectos toxicos sobre el mate-
rial genético, en forma repetida, son nece-

sarios para el desarrollo neoplasico.

GENES PROMOTORES DE CRECI-

MIENTO U ONCOGENES

En 1979 Weinberg descubre los oncogenes
celulares, mutaciones de los proto-
oncogenes los cuales son genes normales
de la célula que al mutar, por una altera-
cién genica o cromosémica, se transfor-
man en oncogenes Yy adquieren actividad
promotora de crecimiento tumoral. En su
accionar genético los on-
cogenes son dominantes,
es decir en heterocigosis
pueden expresar su fun-
cién alterada, uno solo de
los alelos que mute a do-
minante afectara el fun-
cionamiento normal de ese

gen. La mayoria de los

proto-concogenes  codifi- \

can enzimas llamadas qui-

El gen supresor de tumor
p53, codificante de la protei-
na p53 participa en la res-
puesta celular al control de la
reparacion del ADN, controla
puntos de chequeo del ciclo
celular y regula la apoptosis,
todos procesos que disminu-
yen la tasa de muerte celular.
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nasas: tanto receptores de factores de cre-
cimiento con actividad de quinasa como
quinasas sin dominio de receptores. Hay
oncogenes que codifican proteinas de se-
crecion, factores de crecimiento (factor de
crecimiento derivado de plaquetas PDGF),
receptores de transmembrana (receptor de
factor de crecimiento epidérmico EGFR),
proteinas citoplasmaticas (proteinas G y
proteinas quinasas) transductoras de sefia-
les proteina ras y factores de transcripcion
nuclear (proteina myc) que controlan la
expresion de genes esenciales para la divi-
sion celular. Los proto-oncogenes pueden
ser mutados a oncogenes por la interven-
cién de un retrovirus de un mutageno qui-
mico o de algun tipo de radiacion mutagé-

nica.

GENES SUPRESORES DE TUMORES

Los genes supresores de tumores codifican
proteinas que normalmente restringen la
division celular. En 1986 se descubre el
gen supresor de tumor pRb, el gen codifi-
cante de la proteina de retinoblastoma que
es un regulador del ciclo
celular debido a que limita
la progresion de la fase G1
a la fase S del ciclo celular.
El gen supresor de tumor
p53, codificante de la pro-
teina p53 participa en la
respuesta celular al control
de la reparacion del ADN,
controla puntos de chequeo

) del ciclo celular y regula la
apoptosis, todos procesos



que disminuyen la tasa de muerte celular.
En su accionar genético los genes supreso-
res de tumores son genes recesivos, es de-
cir expresan su falta de funcién en estado
homocigoto por lo tanto ambos alelos del
gen tienen que haber mutado a recesivos.
En mas del 90% de los canceres de piel y
en el 50% del resto de los canceres el gen
p53 presenta mutaciones. Otros ejemplos
de canceres asociados con genes supreso-
res de tumores son: poliposis adenomatosa
coldnica (APC), tumor de Willm's (WT1),
neurofibromatosis tipo 1 (NF1), neurofi-
bromatosis tipo 2 (NF2), neoplasia endo-
crina maltiple (MENZ2).

GENES DE REPARACION
DEL ADN

En primer lugar se rescata que no todas las
lesiones al ADN son dafiinas, por ejemplo
la diversidad del sistema inmune es posible
por la conmutacién de clase de los anti-
cuerpos, que depende de la desaminacion
de citosinas en regiones especificas de los
genes de las inmunoglobulinas. Ademas, la
evolucién de las especies es posible porque
ocurren mutaciones ventajosas.

Las mutaciones no deseables se perpetan
en un linea celular si después de produci-
das la célula logra dividirse. Si la mutacion
permanece, afortunadamente el dafio pue-
de repararse. Se han identificado hasta el
momento 130 genes que participan en la
reparacion del ADN. La reparacion del
ADN es posible porque la molécula de
ADN consta de dos cadenas complementa-

rias. La lesion en una cadena puede ser
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eliminada y reemplazada de forma precisa,
usando de molde la cadena complementa-
ria no dafiada. Los dafios al ADN que es-
capan a la reparacion permanecen como
mutaciones, pero aun pueden ser elimina-
dos mediante apoptosis o muerte celular
programada. Solo si la reparacion del
ADN fue infructuosa y la apoptosis no fue
posible, la célula con mutaciones perma-
nece y la mutacion puede fijarse si sobre-

viene una division celular posterior.

Actualmente se indica que un
minimo de 3 eventos son nece-
sarios para el desarrollo neo-
plasico: la activacion del onco-
gén ras, la inactivacion de p53 y
Rb y la expresion del gen de re-

paracion Tert.

CAMBIOS CROMOSOMICOS EN
EL CANCER

Los cambios cromosomicos en las células
somaticas estan involucrados en la inicia-
cion y la progresién de muchos tipos de
canceres. Cambios cromosomicos especi-
ficos son caracteristicos de determinados
tipos de canceres. Como se citd, la translo-
cacion 9; 22 es una anomalia cromosémica
estructural caracteristica de las células ma-
lignas de los pacientes con leucemia mie-
loide cronica y un indicador diagndstico
fuerte. También incluye la yuxtaposicion
abl- ber, una mutacion de proto-oncogenes
que resulta en una proteina incorrecta. Las

radiaciones pueden producir estas altera-




ciones cromosOmicas y ésta seria una ra-
zon por la que las mismas pueden ocasio-
nar el desarrollo de leucemia.

Todos los tumores malignos tienen rearre-
glos cromosémicos especificos que son
mas numerosos y complejos en los perio-
dos més tardios e invasivos que en los es-

tadios primarios de desarrollo del tumor.

DESARROLLO NEOPLASICO,

PROCESO EN MULTIPLES ETAPAS

El desarrollo neoplasico es un proceso que
comprende al menos tres etapas: Iniciacion

(1), Promocion (P) y Progresion (PRO).

[ o= [P] o=

La iniciacion es una mutacion irreversible
producida por xenobidticos. Las ceélulas
iniciadas no se identifican por los métodos
diagnosticos de rutina. La promocion im-
plica la division sin control y en forma
clonal de células iniciadas. Para producirse
debe haber una exposicién continuada a
genotoxicos, por factores de dieta, hormo-
nales y ambientales. En el estado de célu-
las en promocién ya es posible detectar la
neoplasia por los métodos diagndsticos de
rutina.

Es importante recalcar que los agentes
promotores no son iniciadores. La promo-
cién se considera un proceso reversible, si
no existe la accion de promotores no con-
tinGa.

La progresion es el periodo de metastasis
del tumor o invasion a las células vecinas.

Es un proceso irreversible. Las alteracio-
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nes en el material genético son en este pe-
riodo morfolégicamente detectables y
cuantificables.

La participacion de los radicales libres y la
posibilidad de producir dafio oxidativo, es
importante en el proceso neoplasico, tanto
en la iniciacion, como en la promocion y
progresion tumoral. Los agentes quimicos
con actividades carcinogénicas requieren
en general de una activacion metabdlica.
El efecto mas destacado de los promotores
tumorales es la activacion peroxidativa de

las células polimorfonucleares.

MODIFICACION OXIDATIVA
DEL ADN

Los radicales libres y/o especies oxidantes
tienen importancia fisioldgica y fisiopato-
légica en la interaccidn con el material ge-
nético. Se considera un radical libre a
cualquier &tomo o molécula que contenga
uno 0 mas electrones sin aparear. Si son
derivados del oxigeno se las conoce como
especies reactivas del oxigeno (ROS):
anion superéxido (O,), peroxido de hidro-
geno (H,0,), radical hidroxilo (OH"). Este
ultimo es el mas reactivo, es altamente to6-
xico para las células, y puede provocar la
peroxidacion de lipidos o la mutacion del
ADN. Los fosfolipidos, las proteinas y los
acidos nucleicos son afectados por las es-
pecies oxidativas. La lesion oxidativa dis-
torsiona el metabolismo celular, produce
disminucién de la elasticidad de membra-
na, mutaciones, y muerte celular.

El radical hidroxilo tiene una vida media
de nanosegundos. Peroxidos e hidropero-

xidos lipidicos presentan mayor estabilidad



y por lo tanto su accion citotoxica es mas
prolongada. La alta reactividad del OH™
impide su difusion a largas distancias a
través de la célula. La lesion oxidativa del
ADN puede afectar la expresion genética
de proto-oncogenes y genes supresores de
tumores, puede inducir mutaciones puntua-
les, delecion de fragmentos polinucleotidi-
cos, roturas de simple y doble cadena del
ADN, alteraciones cromosomicas, forma-
cion de micronucleos, dafio a proteinas
histonicas y distorsion de las sefiales de
traduccion, todos procesos implicados en
la presentacion, desarrollo y expansion
tumoral, en la transformacion maligna ce-
lular.

La reactividad de las bases nucleotidicas
con el radical hidroxilo es extremadamente
alta, mientras que para la desoxirribosa es-
ta reactividad es cinco veces menor aungue
es el dafio mas comun infringido al ADN.
Los radicales libres del nitrégenos (RNS)
también pueden efectuar dafio oxidativo al
ADN. El oxido nitrico reacciona con el ra-
dical superdéxido para formar el peroxi-
nitrito, un potente oxidante que interactia
con la guanina para formar varias bases

oxidadas.

ESTRATEGIAS ANTIOXIDANTES

La célula dispone de defensas antioxidan-
tes, enzimaticas y no enzimaticas. La su-
peréxido dismutasa (SOD), la catalasa y la
glutatiéon peroxidasa (GPx) dan cuenta del
primer grupo. Las vitaminas antioxidantes
como la E o la C, los B-carotenos, protei-

nas plasmaticas, glutation reducido (GSH),

37

son los principales representantes de los
sistemas no enzimaticos.

Las superdxido dismutasas son enzimas
que eliminan el radical superdxido. Las ca-
talasas protagonizan 2 tipos de reacciones:
la dismutacion de dos moléculas de pero-
xido de hidrdgeno, y la peroxidacion en la
que se utiliza un sustrato inespecifico co-
mo reductor para transformar una sola mo-
lécula de perdxido de hidrogeno en dos de
agua. Las glutation peroxidasas eliminan
hidroperdxidos utilizando GSH como re-
ductor. Las glutation reductasas reducen
una molécula de glutation oxidado (GSSG)
a dos de GSH a expensas de equivalentes
de reduccién en forma de NADPH.

La vitamina C puede eliminar el radical
superoxido (Oy), el peroxido de hidrégeno
(H20,) vy el radical hidroxilo (OH"). El glu-
tation puede actuar como antioxidante en
reacciones enzimaticas como las medidas
por glutatién peroxidasa GPx o no enzima-
ticas. Puede reaccionar con los radicales
0O, y OH". La vitamina E suele ser el prin-
cipal antioxidante de las membranas ani-
males, junto con los carotenos.

Cuando en los tejidos existe una perturba-
cion del equilibrio entre las sustancias pro-
oxidantes y las estrategias antioxidantes a
favor de las primeras, se presenta estrés
oxidativo, que ademas de las modificacio-
nes citadas parece estar implicados en la
presentacién de enfermedades neurodege-
nerativas y cardiovasculares, y relacionado

con el envejecimiento.




CARCINOGENESIS TRANSPLACEN-

TARIA: CANCER INFANTIL

Se han vinculado algunas exposiciones
ocupacionales y/o ambientales con cancer
infantil. El periodo de latencia de la leu-
cemia infantil puede variar entre dos a diez
afios después del inicio de la exposicion, lo
gue indica que las exposiciones a agentes
toxicos en el utero o en el primer periodo
postnatal pueden ser causa de dicha enfer-
medad. Por ejemplo, se ha asociado la ex-
posicion de los padres a plaguicidas orga-
noclorados con leucemia infantil, como asi
también, el riesgo de osteosarcoma de
Ewing en nifios por exposicién a herbici-
das. También, se han demostrado asocia-
ciones entre las exposiciones paternas a
pinturas y a hidrocarburos, con leucemias
infantiles y cancer del sistema nervioso
central.

En particular, la exposicion a radiacién io-
nizante en examenes radiolégicos a muje-
res embarazadas incrementa hasta un 50%
la probabilidad de leucemia aguda linfo-
blastica y mieloide, entre sus descendien-
tes, estando el riesgo directamente relacio-
nado con el nimero de exploraciones rea-
lizadas.

En el caso de los nifios, también pueden
estar expuestos a agentes transmitidos a
través de la leche materna y fuentes direc-
tas ambientales y dietéticas, ademas de las
exposiciones laborales de sus madres y pa-
dres. Por ejemplo, los plaguicidas tales
como el Glifosato y bifenilos policlorados
(PCB), no solamente pasan a través de la

leche materna sino que aln se pueden con-
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centrar. A dosis elevadas, los clorados
producen neurotoxicidad y en animales
silvestres y de experimentacion se ha ob-
servado hepatotoxicidad, cancer y disfun-

ciones de la reproduccién.

EPIGENETICA DEL CANCER

En los dltimos afios ha habido un creciente
esfuerzo en la identificacion ambiental y
ocupacional de agentes cancerigenos y en
la vinculacién de los mismos con una va-
riedad de canceres humanos. Los meca-
nismos epigenéticos involucran el silen-
ciamiento de los genes supresores de tu-
mores y / o la activacion de proto-
oncogenes. La lesién epigenética mas es-
tudiada es la hipermetilacion del ADN en
la region promotora de muchos genes, y es
responsable de silenciar mas de 600 genes
relacionados con el cancer. Ellos incluyen
genes supresores de tumores, genes impli-
cados en el ciclo celular, la regulacién, la
reparacion del ADN, la angiogénesis, la
metastasis y la apoptosis. Una metilacion
incorrecta del ADN, modificaciones de las
histonas, patrones remodelacién de la cro-
matina y patrones de microARN son carac-
teristicas epigenéticas importantes de los

estados inflamatorios y cancer.

FACTORES DE RIESGO PARA EL
DESARROLLO DE CANCER

Al relacionar los carcindgenos con los 6r-
ganos blanco donde predominantemente se
desarrollan neoplasias en el hombre, la So-
ciedad Internacional de Oncologia Preven-
tiva expone 12 factores de riesgo. Cada

uno de estos agentes tiene 1 0 mas 6rganos



blanco o més susceptibles, en los que pue- Las principales causas de céncer, responsables de

de promover un proceso de produccion de 1/ 3 del total son habito de fumar, los factores de la
cancer. dieta, infeccion e inflamacion crénica. Se conside-
Ordenados desde el factor que acredita el ra que el 70- 80 % de los canceres son evitables
mayor namero al menor nimero de 6rga- con la modificacion del ambiente que incluye prin-
nos blanco encontramos: tabaco, dieta, in- cipalmente los habitos cotidianos, por lo tanto el
flamacién cronica, xenobi6ticos, factores énfasis en la educacién para la prevencion debe ser
familiares, obesidad, virus, hormonas, ra- un factor importante en esta patologia.

diacion ionizante, alcohol, asbestos, radia-
cion ultravioleta.

El mas riesgoso es el tabaco con 10 6rga-
nos y tejidos blanco y en el otro extremo la
radiacion UV, responsable de un alto nG-

mero de canceres de piel, cabeza y cuello.

£

Factores ambientales
Factoresiinfee®osos _Factores genéticos } _ Radiaciones

‘

Factores de riesgo para desarrollo del cancer.

Imagenes tomadas de: http://www.msal.gov.ar/inc/index.php/acerca-del-cancer/el-cancer-/factores-de-riesgo-y-prevencion
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CAPITULO 4.

TOXICIDAD DEL DESARROLLO

Las condiciones ambientales en que viven
y trabajan las personas incluyen la exposi-
cion a diversos agentes fisicos, quimicos y
biolégicos, productos de la tecnologia y
del avance cientifico experimental, asi co-
mo de las ocupaciones, oficios y profesio-
nes que generan un ambiente particular.
Estos agentes pueden resultar nocivos para
la salud del individuo y en muchos casos
afectar la reproduccion. Dentro de estos
existen algunas sustancias quimicas capa-
ces de modificar el material hereditario de
las células germinales.

La probabilidad de que una determinada
sustancia cause un efecto sobre el material
genético depende de diversas variables,
como el nivel de exposicion del organismo
a la sustancia, la distribucion y retencion
de ésta una vez que ha penetrado en el
cuerpo, la eficiencia de los sistemas de ac-
tivacion metabolica y/o detoxificacion en
los tejidos blanco y la reactividad de la
sustancia o de sus metabolitos con macro-
moléculas criticas de las células.

Sin embargo, la probabilidad de que el
efecto produzca una consecuencia en la sa-
lud del organismo, depende de la naturale-
za del dafio, la capacidad que posee la cé-

lula de reparar o amplificar el dafio, la
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oportunidad de expresar cualquier altera-
cién que se haya inducido y la capacidad
del organismo de reconocer y suprimir la
multiplicacion de células dafiadas.

Las sustancias genotoxicas pueden unirse
directamente al ADN, provocando algun
tipo de modificacion en la estructura de la
molécula, actuar indirectamente sobre las
proteinas involucradas en la reparacion del
ADN o en la segregacion cromosémica
causando, como consecuencia, mutaciones
génicas o cromosOmicas que pueden 0 no
ser irreversibles y pueden o no derivar en
algunas patologias como el cancer, pro-
blemas reproductivos y malformaciones y
enfermedades genéticas en la descenden-
cia.

Las mutaciones pueden producirse tanto en
las células germinales como en las células
somaticas. Las consecuencias de una y otra
son distintas, en términos de la poblaciony
del individuo. Los cambios que se generan
en las gametas pueden provocar esterilidad
en el individuo portador o bien fijarse en el
material genético, lo que se traduce en
cambios heredables (mutagénesis). Si las
mutaciones se producen en células somati-
cas el individuo puede desarrollar enfer-

medades, o bien iniciar el proceso neopla-




sico (carcinogeénesis). Los cambios genéti-
cos también pueden provocar durante el
desarrollo embrionario alteraciones en el
embridn, proceso conocido como teratogé-
nesis.

Mutagénesis y carcinogénesis han sido
desarrolladas en el capitulo anterior, por lo
tanto se realizard una explicacion sobre te-
ratogénesis, comenzando con toxicidad re-

productiva y del desarrollo.

TERATOGENESIS

Los teratdgenos son agentes que alcanzan
al embridn o al feto por via materna y que
son capaces de causarle anomalias estruc-
turales o funcionales, interfiriendo en me-
canismos de morfogénesis y/o diferencia-
cién y ejerciendo su efecto a través de di-
versos mecanismos. Los agentes teratogé-
nicos dafan directamente al embrion o al
feto en dosis que no afectan a la madre,
son un tipo de sustancias toxicas del desa-
rrollo. Entre los efectos teratogénicos se
pueden mencionar: érganos o estructuras
tisulares anormales, funcionamiento meta-
bolico o quimico deficiente y retardo men-
tal. Un teratdgeno ampliamente estudiado
es el plomo. Otros teratégenos quimicos
supuestos o conocidos incluyen la dioxina,
el mercurio organico, el arseniato de sodio
y varias sustancias contenidas en el humo
del cigarrillo.

Tres areas de estudio basicas segun la eta-
pa o la forma de afectacion, son considera-
das en el estudio de los compuestos que
dafian a los organismos a lo largo de su

desarrollo:
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1- la teratologia, que es el estudio de los
defectos inducidos durante el desarro-
llo, entre la concepcion y el nacimien-
to.

2- la toxicologia de la reproduccion, que
es el estudio de la aparicién de feno-
menos adversos sobre el aparato re-
productor masculino o femenino, los
que pueden aparecer por la exposicion
a ciertos agentes quimicos o fisicos.
Las principales manifestaciones de es-
te tipo de toxicidad son las alteracio-
nes en el comportamiento sexual, la
reduccion de la fertilidad, las interrup-
ciones del embarazo y la modificacién
de las funciones que dependen de la
integridad del proceso reproductivo.
Involucra a la pareja y no solo al indi-
viduo.

3- la toxicologia del desarrollo, que es el
estudio de los efectos adversos sobre
el organismo, los cuales ocurren en
cualquier momento y que pueden so-
brevenir por la exposicion a agentes
quimicos o fisicos antes de la concep-
cioén de uno u otro progenitor durante
el desarrollo prenatal, o después del
nacimiento y hasta el momento de la

pubertad.

Las manifestaciones de la toxicidad, en es-
te caso, incluyen alteraciones en el creci-
miento, alteraciones funcionales o estruc-
turales y trastornos del desarrollo.

En cuanto a los defectos congénitos (mal-
formaciones fisicas o deficiencias funcio-

nales), se ha estimado que el 47% ocurre




por causas desconocidas, 25% son genéti-
cos, 25% son multifactoriales (es decir una
combinacion de factores genéticos y am-
bientales) y 3% son causados por agentes
fisicos, quimicos o bioldgicos.

Durante la etapa gestacional tanto el em-
brion como el feto se encuentra bajo la in-
fluencia de factores ambientales que ac-
than en gran medida por intermedio de la
madre, asi las exposiciones maternas tam-
bién lo son para el feto y de esta manera se
establece un nexo entre las alteraciones del
desarrollo embrionario y/o fetal y la pre-
sencia en el ambiente de genotdxicos de
diverso origen.

Estudios toxicolégicos en animales pro-
porcionan evidencias que altas dosis de al-
gunos plaguicidas pueden alterar la fun-
cién reproductiva y producir defectos al
nacer, pero son pocos los estudios epide-
mioldgicos realizados de exposicion a pla-
guicidas y toxicidad reproductiva en hu-
manos.

Se ha observado que la descendencia de
los agricultores tiene un mayor riesgo de
anomalias congénitas. Mientras que las
anomalias congénitas en la primera mitad
de la década del 90 representaron alrede-
dor del 20% de las muertes fetales durante
el primer afio de vida en algunos paises, en
otros, el porcentaje fue de casi el 40%.
Desde 1992 ha habido un gran nimero de
estudios examinando la asociacion entre
plaguicidas y malformaciones congénitas
en USA, Espafia, América Latina, Norue-
ga, Finlandia, Dinamarca, Filipinas y Ca-
nada. Una variedad de disefios de investi-
gacion fue empleado incluyendo: caso-

control, retrospectivo de cohorte, de corte
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transversal, y ecoldgicos. La exposicion a
plaguicidas fue medido indirectamente a
través de documentos de trabajo, cuestio-
narios, datos de censos, base de datos, y
lugar de residencia: industrial, agricola o
urbana. Unos pocos estudios utilizaron re-
vision higienista industrial, o una estima-
cion experta de la exposicién en un intento
de representar con mayor seguridad los da-
tos de la exposicion.

Numerosos estudios demuestran la rela-
cién entre la exposicién a agentes toxicos
y alteraciones reproductivas. En este senti-
do, la exposicién a agentes genotdxicos se
asocia principalmente a trastornos en la
fertilidad, embarazo y desarrollo, carcino-
génesis transplacentaria y del periodo
postnatal.

Muchos de los compuestos que estan clasi-
ficados como teratdgenos tienen potencial
genotoxico y varios de los mecanismos re-
lacionados en estos procesos involucran la
produccién de micronucleos.

Los micronucleos son fragmentos de cro-
mosomas 0 cromosomas completos que
guedan fuera del nucleo en la mitosis y
mediante su estudio se puede evaluar ge-
notéxicos y carcindgenos ambientales y
ocupacionales.

El efecto teratogénico de un compuesto
puede ser diferente entre especies, esta ca-
racteristica hace que se requiere mas de
una prueba para la evaluacion del potencial
teratogénico de una sustancia y existen es-
tudios basados en el aumento de la fre-
cuencia de micronucleos en células de hi-
gado fetal de ratén o rata, sangre fetal de

raton, sangre de raton recién nacido, culti-




vos de linfocitos de sangre de cordén o hi-
gado fetal de hamster.

Se conoce que, en humanos, factores de la
dieta afectan el nUmero de microndcleos.
Deficiencias dietéticas de folatos se han
asociado con anemias, defectos al naci-
miento, cancer y desérdenes neuropsiquia-
tricos, e inducen aumento del dafio al
ADN, gque puede incrementar la genotoxi-
cidad de agentes quimicos. Ademas produ-
ce incorporacion masiva de uracilo dentro
del ADN humano y rupturas cromosomi-
cas, sin embargo, los niveles de uracilo y
la elevada frecuencia de micronicleos se
revierten con la administracion de folatos.
Otras investigaciones han revelado que el
acido folico juega un papel crucial en la

embriogénesis.

GESTACION y DESARROLLO

La alteracion de células germinales antes
del embarazo o la exposicion del embrion
y/o el feto a toxicos durante el embarazo
pueden afectar su desarrollo.

El consumo de alcohol en humanos y rato-
nes durante la prefiez tiene efectos adver-
sos sobre el desarrollo del feto (sindrome
alcohodlico fetal), como asi también altera
la fertilidad y el ciclo reproductivo, au-
menta la frecuencia de abortos, de retrasos
en el desarrollo intrauterino y de nacimien-
tos prematuros y/o de bajo peso al nacer.
Estudios recientes en ratones de la cepa
CF-1 informan que la ingestion sub-
cronica de alcohol produce anormalidades
espermaticas y nucleares en ovocitos, pro-

bablemente debidas a su efecto genotoxi-
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co. En Drosophila ya en los afios 90 se ob-
servaba que el consumo de alcohol dismi-
nuia la fertilidad de las hembras, alteraba
el desarrollo larval normal y aumentaba
significativamente la frecuencia de mal-
formaciones congénitas.

Drosophila se ha convertido en un modelo
ampliamente aceptado para hacer el rele-
vamiento preliminar de sustancias con
efectos sobre el desarrollo y/o teratogéni-
cos con posible accidén incluso en el hom-
bre.

En el afio 2009, el Dr. Andrés Carrasco
anuncio los descubrimientos de su equipo
de investigadores sobre las malformacio-
nes que causa el herbicida glifosato en los
embriones de anfibios en dosis mucho mas
bajas que las utilizadas en la pulverizacion
agricola. Ademads, los embriones de anfi-
bios como los de pollo tratados con el her-
bicida desarrollaron malformaciones simi-
lares a las observadas en la progenie hu-
mana expuesta a dichos herbicidas.

Entre los efectos que se hallaron repetida-
mente estaban: el tamafo de la cabeza re-
ducido, alteraciones genéticas del sistema
nervioso central, un aumento en la muerte
de células que contribuyen a la formacion
del esqueleto, y deformaciones en los car-
tilagos. Los autores concluyeron que los
resultados llevan a plantearse «inquietudes
sobre los efectos clinicos en la progenie
humana de las poblaciones expuestas a gli-
fosato en campos agricolas».

En la mayor parte de los estudios realiza-
dos en productos de abortos y nifios con
malformaciones de mujeres expuestas, se
ha reportado la relacion entre la exposicion

materna y agentes genotoxicos.



Sin embargo también debe valorarse la ex-
posicién paterna. Por lo que, al menos ha-
bria dos vias que causarian problemas re-
productivos: Uno es el caso en que la ex-
posicion paterna determina la materna y el
efecto opera a través de la madre, el otro
ocurre cuando la exposicion del hombre
afecta la espermatogénesis, dando como
resultado la infertilidad o el desarrollo
anormal del embrion.

En el caso de exposicion paterna, se ha
demostrado que hay drogas que se excre-
tan por el semen y que estas pueden ser
absorbidas por via vaginal. De esta forma
entran al torrente circulatorio configurando
una ruta de exposicion tanto para la madre
como para el embrion.

En el caso de afectacion paterna, se ha
postulado que los hombres serian mas sus-
ceptibles a los mutagenos dada la rapidez
de la division de la célula espermatica, lo
que facilita el evento. Si un espermatozoi-
de portador de mutacion fecunda el évulo,
existen probabilidades de que el producto
de la concepcion sea incompatible con la
vida o presente malformaciones, depen-
diendo del tipo de mutacién.

Un hecho que asocia la exposicion a agen-
tes toxicos con malformaciones congénitas
fue la epidemia de Minamata, debida a la
ingesta de peces contaminados con metil
mercurio. Este toxico ocasiono el naci-
miento de nifios con serios dafios en el sis-
tema nervioso central incluyendo paralisis
cerebral.

En otros estudios, realizados en Espafia, se
sugiere que el trabajo agricola paterno au-
menta el riesgo de muerte fetal por defec-

tos congénitos, en areas donde los plagui-

45

cidas son utilizados masivamente. El ries-
go también aumenta para los fetos conce-
bidos durante las épocas de uso maximo de
plaguicidas.

Petrelli y colaboradores estudiaron la apa-
ricion de abortos espontaneos en esposas
de aplicadores de plaguicidas, en Italia.
Estudiaron parejas de aplicadores, ocupa-
cionalmente expuestos a plaguicidas ver-
sus parejas de comerciantes de comidas.
Se encontrd una relacion aborto/embarazo
de 0.27 en los aplicadores contra 0.07 del
grupo control (comerciantes de comidas).
Siendo la relacion 3.8 veces mayor en el
grupo de las esposas de los aplicadores.
Engel y colaboradores relacionaron la
ocupacion materna en agricultura y las
malformaciones en brazos y piernas.
Realizaron un estudio de cohorte retros-
pectivo de 13 afios, en Washington. Anali-
zaron 4466 nacidos de madres expuestas,
comparados con 2 grupos: 23.512 nacidos
de madres nunca expuestas y 5994 nacidos
en los que el padre hubiere trabajado en la
agricultura. Los efectos analizados fueron
sindactilia, polidactilia y adactilia.

El resultado mostré un elevado riesgo de
malformaciones en el grupo expuesto con
respecto a los dos grupos control.

Rojas y colaboradores en Chile, también
demostraron una asociacion entre la expo-
sicion ocupacional o ambiental a plaguici-

das y malformaciones congénitas.




TRASTORNOS EN LA FERTILIDAD

En los dltimos afios se ha incrementado el
interés cientifico por conocer la relacion
entre la exposicién ambiental y ocupacio-
nal a téxicos y/o contaminantes y la altera-
cion de la calidad espermatica, asi como la
consecuencia de éstos en la esterilidad
masculina. La accion de los tdxicos puede
alterar la calidad y cantidad del esperma, o
afectar la funcion sexual por reduccion de
la libido, o inhibicién de la ereccién y la
eyaculacion.

Por ejemplo, ya en 1977 Whorton y cola-
boradores publicaron un articulo en el que
presentaban los resultados de un estudio
realizado a trabajadores de una seccion de-
dicada a la formulacion de 1,2-dibromo-3-
cloropropano (DBCP), dentro de una in-
dustria productora de plaguicidas en Cali-
fornia. Este estudio demostré que los con-
ductos seminales fueron el lugar de accion
y la espermatogonia la célula blanco. Los
trabajadores con un recuento normal de
espermatozoides habian trabajado durante
menos de tres meses. Por su parte, los tra-
bajadores con azoospermia habian trabaja-
do como minimo tres afios, y la duracion
media de empleo en este grupo era de 8
afios. La relacién causal entre la exposi-
cién laboral a DBCP v la infertilidad mas-
culina por disminucién en la produccion de
espermatozoides, ha sido confirmada en
estudios posteriores a éste, llevados a cabo
en la misma empresa y en también en

otras.
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También otros compuestos pueden ejercer
toxicidad a través de una semejanza estruc-
tural con las hormonas esteroides repro-
ductivas. Asi, mediante su union al recep-
tor enddcrino respectivo, las sustancias to-
xicas pueden actuar como agonistas o an-
tagonistas, alterando las respuestas biol6-
gicas.

Por otro lado, el estudio realizado por De
Celis y colaboradores, compraobaron que la
calidad seminal en trabajadores expuestos
profesionalmente a hidrocarburos aromati-
cos, tales como el tolueno, xileno o ben-
ceno, se veia afectada con incremento de la
tasa de anormalidades en el semen respec-
to a los no expuestos.

También, se ha observado una correlacién
entre la exposicion a trazas metélicas y la
funcién y/o produccién de espermatozoi-
des humanos estudiados principalmente en
varones expuestos profesionalmente a altas
concentraciones de particulas aéreas meta-
licas. Los primeros articulos describen que
los toxicos se asocian con un decrecimien-
to en la movilidad y el recuento espermati-
cos, y se incrementan los porcentajes de
espermatozoides con anormalidades mor-
fol6gicas v la esterilidad masculina.

La fertilidad de varones empleados en la
industria del metal aparentemente se redu-
ce cuando se la compara con la de los va-
rones que trabajan en otras ocupaciones.
La integridad del ADN del espermatozoide
es de vital importancia en el inicio y man-
tenimiento de un embarazo a término.

El estudio rutinario del semen no identifica
defectos en la arquitectura de la cromatina
espermética. La evaluacion de la integri-

dad del ADN en el espermatozoide, ade-



mas del estudio de los pardmetros sistema-
ticos seminales, podria aportar una infor-
macion adicional acerca de la calidad del
espermatozoide. Esto podria explicar los
intentos fallidos en las técnicas de repro-
duccion asistida. La infertilidad afecta al
15-20 % de las parejas, y en aproximada-
mente la mitad de los casos, es de origen
masculino. El analisis del semen en el que
se miden concentraciéon, pH, volumen,
movilidad y normalidad morfolégica de
los espermatozoides, y que continda siendo
la prueba clinica mas importante para pre-
decir infertilidad, no revela defectos en el
espermatozoide que afecten la integridad
del genoma masculino.

Existen muchas evidencias que indican
una correlacion negativa entre las altera-
ciones en la organizacion del material ge-
nomico del ADN del espermatozoide y su
potencial de fertilizacion, tanto in vivo
como in vitro. Esto indica que una de las
caracteristicas a tener en cuenta al conside-
rar si un espermatozoide es fértil o no es la
estabilidad del ADN. Los pacientes pueden
tener espermogramas normales y ser infér-
tiles, ya que el origen de la infertilidad
puede estar representado por la presencia
de un ADN anémalo en el espermatozoide,
factor que no se mide de forma sistemati-
ca. La integridad del ADN en el esperma-
tozoide se puede considerar como un pa-
rametro independiente e indicativo de su
calidad.

La evaluacion por la aparicion de proble-
mas de descondensacion de la cromatina
espermatica y por el porcentaje de teratos-
permia en las muestras de estudio, puede

ser alguna de las estrategias para medir
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exposicion por metales y dafio genético pa-
ra células espermaticas.

En lo que respecta a fertilidad femenina, la
funcionalidad de los ovarios, se suele valo-
rar indirectamente a través de trastornos
del ciclo menstrual, infertilidad o variacio-
nes en las concentraciones hormonales.
Por ejemplo, existen investigaciones en
mujeres diagnosticadas como infertiles,
con parejas fértiles, para examinar la aso-
ciacion con exposiciones laborales a sus-
tancias quimicas. Estos estudios sefialan
una asociacion entre la exposicion laboral
a plaguicidas y el riesgo de infertilidad
femenina. Las infertilidades mas frecuen-
temente fueron asociadas a alteraciones
tubaricas (trompa de Falopio) y endome-
triosis.

En lo que respecta al riesgo en las células
germinales, es importante tener en cuenta
que el proceso de gametogénesis es dife-
rente en los diferentes sexos y el factor de
riesgo asociado con la exposicion de célu-
las germinales a mutagenos quimicos di-
fiere. Las gametas masculinas son produ-
cidas en forma continua dependiendo del
estilo de vida de los individuos de sexo
masculino; mientras que las gametas fe-
meninas, las ovogonias transcurren la divi-
sion meidtica hasta el estado de diplotene
donde quedan detenidas hasta la formacion
de ovocitos. La diferencia fundamental en
la formacion de las gametas influencia la
susceptibilidad de los genes masculinos y
femeninos a los mutagenos. La accesibili-
dad de los compuestos quimicos a los es-
permatozoides y ovocitos tiene importan-

cia para la estimacion de riesgo.




El estudio de riesgo en las células germi-
nales puede estar incluido dentro de los si-
guientes componentes:

- Seleccion de la ruta de exposicion y su
impacto en todo el organismo a la dosis re-
cibida.

- Farmacodinamia del material y el com-
portamiento metabdlico del organismo.

- Las barreras de sangre/génada y sus efec-
tos en el 6rgano a la dosis recibida.

- Desarrollo de los datos de dosimetria pa-
ra la molécula de ADN.

- Mediciones del efecto genético actual en
las células del organismo.

Es importante sefialar que las barreras san-
guineas/gonadales se deben tener en cuen-
ta. Los niveles de los compuestos quimicos
en el torrente sanguineo del sistema circu-
latorio pueden ser utilizados una aproxi-
macion en la exposicion de las células so-
maticas, pero no son exactos para la expo-
sicion de las células germinales, donde las
gonadas estan protegidas de la circulacion
general porque poseen barreras hematogo-
nadales. Por ejemplo: el movimiento de

sustancias en la circulacion de los testicu-
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los dependen del tamafio molecular y el fo-
liculo del ovario es una estructura avascu-
lar.

En general, las estructuras gonadales res-
tringen la permeabilidad de algunos com-
puestos extrafios en las gametas. ElI mayor
transporte de compuestos quimicos depen-
de de su solubilidad lipidica y del tamafo
molecular y la penetracién parece compor-
tarse como una simple difusion. Como re-
sultado de esta restriccion del transporte, la
barrera gonadal probablemente reduce el
riesgo de exposicion de las células germi-
nales comparada con las células somaticas.
En la mayoria de los estudios realizados,
se ha determinado que las variables identi-
ficadas como factores de riesgo de mal-
formaciones congénitas, estuvieron rela-
cionadas con su ocurrencia y su severidad.
Las lesiones en el ADN en las células
germinales inmaduras pueden dafar la fer-
tilidad y producir resultados anormales,
como abortos espontaneos, enfermedades
genéticas y un incremento en la incidencia

de cancer.
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CAPITULO 5.

ENSAYOS DE CORTO PLAZO PARA
LA DETECCION DE AGENTES

Como consecuen-
cia de la industria-
lizacion y del desa-
rrollo  econémico
se advierte un sig-
nificativo  incre-
mento en la pro-
duccion, el consu-

mo y el desecho de

Imagen tomada de: http://www.teorema.com.

GENOTOXICOS

Lic. Beatriz BOSCH
Departamento de Ciencias Naturales

Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales

Universidad Nacional de Rio Cuarto

entre los que, de
manera inevitable,
se cuenta al hom-
bre. Asi, la conta-
minacién se ha
convertido actual-
mente en una de
las mayores preo-

cupaciones de mu-

una amplia gama
de quimicos sintéticos que, de una manera
u otra, se distribuyen finalmente en el am-
biente provocando distintas formas de con-
taminacion: numerosas actividades huma-
nas resultan en procesos de contaminacion
ambiental.

En el mismo sentido se debe considerar la
gran cantidad de nuevas entidades quimi-
cas que afo tras afio van engrosando la lis-
ta de contaminantes ambientales, tanto en
variedad como en cantidad. Por esta razon
es imperativo chequear el potencial toxico
de estos xenobidticos (etimolégicamente
“ajenos a la vida”) sobre los sistemas bio-

l6gicos y sobre los organismos no blanco

51

chos sectores de la
sociedad. Entre ellas se cuenta la contami-
nacién y la exposicion—ambiental o labo-
ral — a xenobidticos con potencial geno-
toxico, y esto es asi porque el dafio en el
ADN es considerado como una de las méas
frecuentes causas de cancer y de muchas
otras enfermedades del hombre y de otros
animales.

Por otro lado es necesario considerar que,
a la luz de esta realidad se revelan los
avances sin precedentes en biologia celular
y molecular que durante las ultimas déca-
das, han incrementado el conocimiento de
diversos aspectos estructurales y funciona-

les del genoma y las maneras en que éste




puede ser perturbado. Estamos siendo tes-
tigos de la extraordinaria progresion de es-
te conocimiento —y de las tecnologias so-
bre las que estd basado— y advirtiendo su
impacto en los campos de las ciencias de
salud ambiental, (toxicologia, ecotoxicolo-
gia, toxicologia ambiental, toxicologia la-
boral, toxicolégica genética) asi como de
los aportes que estas ciencias estan reali-
zando a la evaluacion del riesgo genético
de las poblaciones humanas y de organis-
mos silvestres, como consecuencia de ex-
posiciones ambientales de diversa natura-
leza.

Ultimamente es creciente el interés en el
estudio de la relacion entre la estructura y
la funcion del genoma frente a los efectos
bioldgicos adversos de agentes exdgenos.
De acuerdo con investigaciones recientes,
entre el 70-90% de las enfermedades hu-
manas de larga duracién, latentes y croni-
cas, como cancer, enfermedades cardio-
vasculares, Parkinson, Alzheimer, enfise-
ma pulmonar, asma y diabetes pueden ser
atribuidas a factores ambientales a través
de la interaccion genes-ambiente.

Tanto es asi que, en los Gltimos afos, se ha
desarrollado un enfoque que introduce el
concepto de exposoma como el comple-
mento ambiental del genoma en el estudio
de la interaccion genes-ambiente. Este fue
introducido en el afio 2005 por Christopher
Wild y representa un concepto que con-
templa las exposiciones complejas que en-
frentan los individuos desde la concepcién
y durante toda su vida.

Conceptual y practicamente, este enfoque
provee una vision holistica de la salud y

enfermedad humanas e incluye exposicio-
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nes provenientes de la dieta, de habitos del
estilo de vida, de exposiciones ocupaciona-
les, del uso de farmacos, radiacion, expo-
sicion a plaguicidas y otros tantos factores
ambientales externos e internos tales como
la produccion celular de moléculas electro-
filicas, productos diversos del metabolis-
mo normal, estrés, infecciones, inflama-
cion y procesos metabdlicos naturales tales
como alteracion del microbioma intestinal.
Indefectiblemente, la interfase entre el ex-
posoma Yy el proteoma y entre el epigeno-
ma y el genoma, involucra la interaccion
de agentes exdgenos y endogenos con las
estructuras metabdlicas y macromolecula-
res que constituyen a los organismos Vi-
vos. Asi, en estas exposiciones complejas,
los organismos multicelulares se enfrentan
a agentes genotoxicos de naturaleza diver-
sa y no solo exdgenos, sino también endo-
genos. Estos agentes, operando a través de
distintos mecanismos, son capaces de oca-
sionar dafios sobre la molécula de ADN.
Estos dafios, que tienen como causa Ultima
un cambio en la naturaleza de la molécula,
son generalmente reparados por enzimas
celulares especificas.

El mantenimiento de la integridad del ge-
noma es una tarea fundamental en la fun-
cion celular y justamente, los procesos de
reparacion del ADN constituyen mecanis-
mos esenciales para el mantenimiento de la
integridad gendmica.

Esto es asi porque, en Gltima instancia, la
sobrevida de un organismo depende de la
transmision precisa de la informacion ge-
nética de una célula a sus hijas. Dicha
transmision fiel no solo requiere una preci-

sion extrema en la replicacion del ADN y



en la distribucion de los cromosomas, sino
también la capacidad de sobrevivir a dafios
espontaneos e inducidos en el ADN y re-
ducir al minimo el nimero de mutaciones
heredables. Para lograr esta fidelidad las
celulas han desarrollado, en el curso de la
evolucion bioldgica, mecanismos de “vigi-
lancia” que monitorean la estructura de los
cromosomas y coordinan la reparacion y
progresion del ciclo celular en respuesta a
eventos de estrés genotdxico (alteraciones
severas en la homeostasis celular ocasio-
nadas por dafio en el ADN). Los sistemas
de respuesta al estrés genotoxico activan
vias de reparacion apropiadas o en el caso
de un dafio irreparable, inducen apoptosis.
Sin embargo puede ocurrir, en ocasiones,
que el dafio en el ADN se fije en la forma
de mutaciones génicas o dafio cromosomi-
co. Esto puede afectar la incidencia de mu-
taciones heredables en determinadas lineas
celulares, puede ser incluso transferido a la
progenie si ocurre en la linea germinal, o
conducir al desarrollo de ciertas enferme-
dades como el cancer. En patologias con
fenotipos variados, asociados particular-
mente con inestabilidad gendmica, se han
identificado alteraciones en genes vincula-
dos, directa o indirectamente, con alguno
de los mecanismos de reparacion, como se
analizé en capitulos previos.

Si bien no es objeto de este capitulo, es
preciso mencionar aqui otros mecanismos
gue dafan la integridad del genoma, aso-
ciados con influencias ambientales. A tra-
Vés de estos mecanismos puede modificar-
se su integridad funcional: son los meca-

nismos epigenéticos.
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La epigenética es el estudio de las modifi-
caciones heredables y estables que alteran
la expresion de los genes, que no pueden
ser atribuidos a cambios en la secuencia
del ADN y pueden afectar genes implica-
dos en maltiples funciones. Es muy impor-
tante comprender que los aspectos estruc-
turales y funcionales del genoma se inte-
gran en un modelo dindmico, segun el cual
una region estard en un estado mas o me-
nos favorable a la expresion génica (trans-
cripcién y traduccion) dependiendo de la
secuencia de ADN y también de las modi-
ficaciones epigenéticas a ese nivel. Estas
ocurren en el genoma sin modificar la se-
cuencia de nuclettidos: por eso no son
modificaciones genéticas, sino que estan
"por encima" (del griego epi, sobre o en-
cima).

En los Ultimos afios se ha comprobado ex-
perimentalmente la gran importancia que
tienen los mecanismos que regulan la acti-
vidad del genoma mediante cambios “no
genéticos”. De este modo, un mecanismo
epigenético se entiende como un sistema
complejo que selecciona la informacion
genética que se expresard, activando y
desactivando diversos genes funcionales.
Las modificaciones epigenéticas (metila-
cion de ADN, modificacion post-
traduccional de histonas, silenciamiento
génico mediado por ARNs no codificantes,
entre otros) juegan un rol vital controlando
la expresién de los genes. Estos mecanis-
mos estdn implicados en la regulacion de
la expresion génica en general, en el desa-
rrollo embrionario, en el silenciamiento de
genes especificos durante la diferenciacion

celular, participan en el mantenimiento de




la estabilidad del genoma (represion de los
elementos genéticos mdviles, latencia de
virus celulares), en la inactivacion del
cromosoma X, en mecanismos de impronta
gendmica y ademas podrian estar implica-
dos en mecanismos de evolucion biologi-
ca. Como se advierte, los procesos epige-
néticos son fundamentales para el desarro-
llo y el funcionamiento de los organismos.
Sin embargo, la variacién de

esos mecanismos debido a fac-

A

BIOMARCADORES

En el campo de la salud humana, el desa-
rrollo, validacion y uso de biomarcadores
bioldgicos o bioquimicos como herramien-
tas de informacion para la evaluacion de
factores de riesgo asociados a la exposi-
cion a xenobidticos, se incrementa cada
dia por la necesidad de conocer acerca de
los efectos adversos genera-
dos por los diferentes entor-

-

tores ambientales, podria con-

A nos laborales y estilos de

tribuir al desarrollo de enfer-
medades. Si bien la fisiopato-
logia de gran parte de las en-
fermedades es desconocida en
sus mecanismos moleculares

mas finos, existen evidencias

Los procesos epigenéticos
son fundamentales para el
desarrollo y el funciona-
miento de los organismos.
Sin embargo, la variacion
de esos mecanismos debi-
do a factores ambientales,
podria contribuir al desa-

vida, asi como en programas
de monitoreo de poblaciones.
El enfoque de biomarcadores
estd basado en el hecho de
que los toxicos producen res-

puestas caracteristicas en las

de que la mayoria de los me-
canismos fisiopatologicos
convergerian en una interac-
cion entre los genes y el am-

biente. En este punto se hace -

células o en los organismos

rrollo de enfermedades.

expuestos y estas respuestas
pueden ser detectadas y me-
didas (por debajo del nivel

J individual) por medio de en-

muy evidente la importancia

de poner atencidn sobre el exposoma.
Ahora bien, en general, cuando los orga-
nismos se exponen a agentes con potencia-
lidad toxica, sus células pueden evidenciar
ciertos y determinados fenotipos celulares
en respuesta al efecto del toxico.
Habitualmente variaciones bioquimicas,
histologicas y/o morfoldgicas, pueden ser
observadas y medidas en tejidos o en
muestras de fluidos corporales como con-
secuencia de una respuesta bioldgica aso-
ciada a la exposicion o al efecto de uno o
mas agentes toxicos. Estos fenotipos celu-
lares medibles en organismos o células ex-

puestas se conocen como biomarcadores.
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sayos. Es decir, los biomarca-
dores son definidos como indicadores
cuantitativos de eventos celulares y mole-
culares en los sistemas bioldgicos. Son he-
rramientas poderosas: proveen, por un la-
do, evidencia de la exposicion y/o del efec-
to de un téxico y por otro la posibilidad de
evaluar el riesgo potencial frente a diversas
exposiciones ambientales o laborales.
Los biomarcadores se han diferenciado en
tres tipos.
Biomarcadores de exposicion: indican la
presencia de un xenobidtico, sus metaboli-
tos o el producto de su interaccion con una

célula o molécula blanco.



Biomarcadores de susceptibilidad: indi-
cadores de la capacidad o limitacién (ad-
quirida o heredada) de un organismo para
responder a la exposicion a un xenobioti-
co.

Biomarcadores de efecto: son indicadores
de una alteracién bioquimica, fisioldgica o
genética, resultado de la exposicion a un
xenobidtico. Asi, los fenotipos celulares
pueden ser usados como biomarcadores de
exposicion o de efecto seglin sea su meca-
nismo de origen.

Desde hace varios afios, en consonancia
con la creciente exposicion ambiental y la-
boral a xenobidticos, ha ido aumentando el
interés en el uso de biomarcadores de efec-
to genotdxico para detectar el dafio ocasio-
nado a través de la variacién de respuestas
celulares (fenotipos celulares). Estos bio-
marcadores de genotoxicidad han resultado
buenos pardmetros para analizar el poten-
cial riesgo de una sustancia.

Sin embargo, es esencial contar con bio-
marcadores confiables y relevantes, ade-
mas de minimamente invasivos, para me-
jorar la implementacion del biomonitoreo,
diagnostico y tratamiento de enfermedades
causadas o asociadas con dafio genético.
Asi, en las Gltimas 3 décadas, han sido
desarrollados, validados y ampliamente
empleados muchos ensayos para cuantifi-
car biomarcadores y evaluar la genotoxici-
dad de contaminantes ambientales.
Ademas, estos ensayos son empleados para
la evaluacion del potencial genotdxico de
diversas sustancias producidas en la indus-
tria quimica, antes de su utilizacion o con-

sumo, con el proposito de regular su uso
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para productos alimenticios, farmacéuticos
0 cosmeéticos entre otros.

En este capitulo se haré referencia exclusi-
vamente a los ensayos que ponen en evi-
dencia modificaciones genéticas (no epi-
genéticas) en el ADN y que miden diferen-
tes biomarcadores: se consideraran los en-

sayos a corto plazo.

ENSAYOS A CORTO PLAZO

En los ensayos para evaluar genotoxicidad,
es posible medir biomarcadores en mode-
los in vitro (adicionando el agente en estu-
dio a un cultivo celular) o in vivo (expo-
niendo individuos al agente en estudio y
comparando los resultados con los de un
grupo control no expuesto) y fueron dise-
fiados para detectar sustancias que podrian
causar dafio genético directa o indirecta-
mente por diversos mecanismos.
Asimismo, los resultados pueden obtenerse
en un corto tiempo, son estos los llamados
ensayos a corto plazo, o los resultados
pueden obtenerse en un tiempo mayor, son
los llamados ensayos a largo plazo. Estos
Gltimos, implican estudios de por vida (o
en una gran parte de la vida) en especies
de animales y fueron usados temprana-
mente para identificar el potencial genoté-
xico de las sustancias. Son ensayos engo-
rrosos y lentos, requieren una gran canti-
dad de instalaciones y de personal.

Sin embargo, los ensayos a corto plazo
fueron desarrollados y llevados a la practi-
ca rpidamente por las ventajas que aporto

su aplicacion.




Por definicion, los ensayos a corto plazo
en toxicologia genética, detectan agentes
genotoxicos no especificamente carcino-
genos (mas all4 de la evidencia existente
sobre el potencial carcindgeno de los agen-
tes genotdxicos), ponen en evidencia y
cuantifican dafios en el genoma nuclear y
permiten evaluar el potencial genotdxico
de las sustancias. Los mas ampliamente
usados en programas de biomonitoreo hu-
mano son el ensayo de aberraciones cro-
mosomicas (AC), el ensayo de micronu-
cleos (MN), el ensayo de intercambio de
cromatidas hermanas (ICH) y el ensayo
cometa (EC).

Antes de describir el fundamento de estos
ensayos Yy sus aplicaciones en evaluaciones
de genotoxicidad, es importante hacer al-
gunas consideraciones. Por un lado se debe
tener en cuenta, gque existe un nivel basal
de dafio genético en organismos no ex-
puestos a agentes genotoxicos, que varia
de acuerdo con ciertos parametros pobla-
cionales y se pone en evidencia al medir
biomarcadores de genotoxicidad. Los valo-
res basales surgen del estudio de grupos no
expuestos y se utilizan como valor de refe-
rencia, al momento de estimar el dafio o
riesgo de un grupo expuesto. Por otro, se
debe considerar la existencia de factores de
confusion. Estos son circunstancias relati-
vas a la poblacion que se pretende estudiar
y que pueden determinar la aparicion de
resultados falsos positivos. Para evitarlo o
minimizarlo, el tamafio de cada grupo bajo
estudio debe ser lo suficientemente grande
como para que los posibles factores de
confusion no tengan influencia indebida en

los resultados. Estos incluyen: edad, sexo,
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tabaquismo y las caracteristicas generales
de la dieta. Ciertas caracteristicas son ex-
cluyentes: el consumo actual o reciente de
medicamentos, la exposicion a radiacion y
ciertas enfermedades.

Seria posible desarrollar una larga lista de
factores de confusion de respuesta que ha-
ce muy dificil, en efecto, la seleccion de
los grupos de estudio adecuados, pero se
estima que con grupos de 20 o mas indivi-
duos, los factores de confusion seran me-
nos influyentes en los resultados. Asimis-
mo deberian ser igualadas en los grupos
expuestos y no expuestos ciertas caracte-
risticas como por ejemplo el habito de fu-
mar o la edad.

El ensayo de AC se realiza en cultivos in
vitro de linfocitos de sangre periférica y
pone en evidencia cambios a nivel citoge-
nético. Es Gtil para detectar la induccién de
roturas cromosomicas (clastogénesis) en
células somaticas y germinales por obser-
vacion directa de células en metafase.

Las AC son variaciones en la estructura de
los cromosomas que pueden ocurrir espon-
tdneamente o como consecuencia de expo-
sicion a quimicos genotoxicos o radiacién,
es decir, este ensayo provee informacion
relativa a dafios a nivel cromosémico (en
sus versiones mas clasicas: blsgqueda de
gaps, roturas y cromosomas dicéntricos en
cultivos convencionales). Ha sido usado
ampliamente en los Gltimos afios como un
biomarcador temprano de efecto genotdxi-
co. Una frecuencia elevada de AC con res-
pecto a los valores basales esperados, es
predictivo de riesgo genético.

Si los cultivos se exponen a una determi-

nada sustancia, se puede evaluar su poten-



cial genotoxico. Si se realiza en organis-
mos expuestos, puede determinarse el ries-
go potencial de una exposicion.

El andlisis de células en metafase insume
mucho tiempo y requiere un entrenamiento
considerable, es por esto que el desarrollo
del ensayo de MN ha sido especialmente
importante. Este ensayo es uno de los mas
comunmente usados en evaluaciones de
genotoxicidad o para biomonitoreo de po-
blaciones en riesgo. Pone en evidencia
cambios a nivel citogenético en células en
interfase, tanto a nivel cromosémico (oca-
sionado por agentes con efecto clastogéni-
co) como a nivel del aparato mitético (oca-
sionado por agentes con efecto aneugéni-
co). Es un ensayo simple, validado inter-
nacionalmente hace mas de una década.
Aunque es aplicable en diferentes tipos ce-
lulares, 1o mas frecuente es que se realice
en linfocitos de sangre periférica en cultivo
celular (ensayo de MN con bloqueo de la
citocinesis) o en células de descamacion de
la mucosa bucal (enfoque citoma). La fre-
cuencia de MN es considerada un biomar-
cador de efecto genotdxico y el incremento
en la frecuencia de MN en las células es
una respuesta temprana de dafio cromosoé-
mico.

El ensayo de ICH, es una técnica citogené-
tica de alta sensibilidad que evidencia un
intercambio reciproco de segmentos entre
las dos cromatidas hermanas de un cromo-
soma, identificando lesiones en el genoma
que se reparen por este mecanismo.

Se observan en células en metafase me-
diante la tincion diferencial de las cromati-
das. Muchos agentes genotoxicos inducen

ICH en células cultivadas y en los mamife-
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ros, in vivo. Existe incertidumbre acerca
de los mecanismos subyacentes por los
cuales se forman los ICH y como el dafio
en el ADN o las perturbaciones en la repli-
cacion que estimulan su formacion, pero
cada intercambio entre crométidas herma-
nas es la evidencia de una lesion sobre el
material genético que fue o no correcta-
mente reparada. Por esta razon, el ensayo
se considera un buen indicador de la expo-
sicibn a mutagenos, mas que una medida
de efectos mutagénicos.

Un factor clave en el disefio de todos los
ensayos citogenéticos, es obtener pobla-
ciones celulares apropiadas para el trata-
miento y el posterior analisis. Los ensayos
citogenéticos requieren una cuidada aten-
cion de las condiciones de crecimiento ce-
lular en los cultivos, uso de controles, do-
sis 0 concentraciones de exposicion, con-
diciones del tratamiento e intervalos de
tiempo entre tratamientos y muestreo de
células para el andlisis. La obtencién de
datos es una parte critica de estos ensayos,
siendo esencial que el analisis de un nime-
ro suficiente de células ya que en muestras
pequefias los resultados podrian ser incon-
cluyentes.

El EC es un método ampliamente utilizado
para medir dafio en el ADN. No es un en-
sayo citogenético sino que detecta direc-
tamente roturas en la molécula de ADN.
En este ensayo se incorporan en agarosa
(en portaobjetos) células lisadas que han
liberado su ADN y son sometidas a un
campo electroforético. Se colorean con co-
lorantes fluorescentes, se observan y anali-

zan las imagenes.




Ya que los fragmentos pequefios de ADN
migran mas rapidamente que los fragmen-
tos méas grandes en el campo electroforéti-
co, lo que se observa es una falta de defi-
nicion de fragmentos —un “cometa"—,
cuando el ADN esta ampliamente dafiado.
La extension del dafio de ADN puede es-
timarse a partir de la longitud y otros atri-
butos de la “cola” del cometa. Aunque el
ensayo cometa es relativamente nuevo y
necesita mas evaluacion, parece ser un in-
dicador sensible de dafio del ADN con una
amplia aplicabilidad. Es utilizado con ma-
yor frecuencia con linfocitos humanos y
otras células de mamiferos, pero se puede
adaptar a diversos grupos de organismos,
incluyendo plantas, moluscos, peces y an-
fibios. Esto justifica su creciente aplica-
cién en toxicologia genética.

El uso de biomarcadores como elementos
de evaluacion de riesgos para la salud,
permite la identificacion de factores de
riesgo para la salud de los individuos vy las
poblaciones, seleccion de medicamentos,
evaluacion de la progresion de ciertas en-
fermedades y su tratamiento, desarrollo de
politicas en salud ocupacional y ambiental,
entre otros. El desarrollo tecnolégico posi-
bilita que los biomarcadores implementa-

dos sean cada vez mas especificos y que
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sean fundamentales en el desarrollo de las
diferentes disciplinas biomédicas, que
permiten la elaboracion de las estrategias y
politicas para mejorar las condiciones de
vida al generar informacién que permite
realizar acciones para disminuir la morta-
lidad y morbilidad en las poblaciones.

Los programas de monitoreo biol6gico en
poblaciones humanas dependen del uso de
biomarcadores (y de los ensayos para
cuantificarlos) ya que son una herramienta
sumamente Util para estimar el riesgo que
supone la exposicion a mezclas complejas
de xenobidticos. Los estudios epidemiol6-
gicos asociados con los biomonitoreos
permiten establecer relaciones de causa-
efecto en poblaciones que habitan en con-
diciones de exposicion ambiental y en las
gue se presentan ciertas patologias vincu-
ladas con la exposicion a agentes genotd-
xicos, descartando posibles factores de
confusion en el anélisis de los resultados.
Estos biomonitoreos son ineludibles por-
gue aportan datos relevantes para la salud
y el desarrollo de poblaciones humanas
gue se encuentran en situacién de riesgo
potencial, dadas sus condiciones de expo-
sicién a xenobioticos, como se vera en el

siguiente capitulo.
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CAPITULO 6.

MONITOREO GENOTOXICOLOGICO
HUMANO Y AMBIENTAL

Dra. Delia AIASSA
Departamento de Ciencias Naturales

Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales

El monitoreo genotoxicoldgico en
humanos es una herramienta Gtil para
estimar el riesgo genético de una expo-
sicién a un compuesto o mezclas com-
plejas de productos quimicos, agentes
fisicos y/o bioldgicos constituyéndose
en un sistema de advertencia temprana
para la prevencion de enfermedades
genéticas y/o cancer. Identifica factores
de riesgo a la vez que permite poner en
practica las medidas de control.

Por todo esto se constituye en una he-
rramienta valiosa en salud publica y
ambiental. Diferentes enfermedades
humanas se relacionan directamente
con los habitos del estilo de vida, por la
exposicion a diversos agentes ambien-
tales que constituyen un elemento de-
terminante en la aparicion y desarrollo
de: carcinogénesis, teratogénesis, geno-
toxicidad, nefrotoxicidad, neurotoxici-
dad o inmunotoxicidad, entre otros.

La finalidad de monitorear poblaciones
humanas y de otros animales es funda-
mentalmente, preservar la salud y la ca-
lidad de vida de esa poblacion en ries-

go, por la naturaleza de las sustancias a
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que esta expuesta ambientalmente, la-
boralmente, como asi también terapéu-
tica o accidentalmente expuesta a agen-
tes fisicos, quimicos y biol6gicos.

Los principales enfogues que se utilizan
para evaluar la exposicion de una po-
blacion humana aplican métodos indi-
rectos y/o directos. Entre los métodos
indirectos se pueden indicar: la vigilan-
cia ambiental, el uso de la informacion
del destino de la sustancia y de su mo-
vilidad (migracion) y los modelos
computadorizados (uso de cuestionarios
0 encuestas para residentes).

Los métodos directos comprenden el
uso de equipos para la vigilancia del
lugar de trabajo o de residencia de la
persona y la evaluacion de marcadores
biologicos (biomarcadores: “medidas
en los niveles molecular, bioquimico o
celular, tanto en poblaciones naturales
provenientes de habitats contaminados,
COMO €en 0rganismos expuestos experi-
mentalmente a contaminantes, y que
indican que el organismo ha estado ex-
puesto a sustancias toxicas y la magni-

tud de la respuesta del organismo al




contaminante”). El riesgo de sufrir de-
terioro de la salud puede ser evaluado a
través del uso de biomarcadores y se
expresa como la probabilidad de que un
efecto no deseado ocurra como resulta-
do de una exposicion.

El uso de biomarcadores en la toxico-
logia humana y ambiental tiene como
principales objetivos medir la exposi-
cion a los agentes xenobiGticos que
producen enfermedades y predecir la
respuesta toéxica que podria ocurrir,
como se dijo en el capitulo anterior.

Un biomarcador necesariamente tiene
que ser validado para ser utilizado en
estudios de salud humana. La valida-
cion puede ser cumplida si el biomar-
cador reune los siguientes componen-
tes:

* Identificacion del riesgo: confirmar
que el agente es capaz de causar un
efecto adverso en el organismo, identi-
ficando claramente la condicion clinica
a evaluar.

* Evaluacion de dosis-respuesta: esta-
blecer la relacion cuantitativa entre la
dosis y el efecto, estableciendo que este
constituye un paso relacionado con la
fisiopatologia de la enfermedad.

* Evaluacidn de la exposicion: identifi-
car y definir el tipo de exposicion que
se produce, 0 se prevé que se produce.
* El uso de biomarcadores debe estar
enmarcado en una guia de principios
que facilite su empleo en: la valoracién
clinica de rutina, la regulacion, la ade-
cuada evaluacion, la cuantificacion y la
validacion, teniendo en cuenta las con-

sideraciones éticas necesarias.
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* El andlisis de biomarcadores de expo-
sicion y de efecto es un instrumento
clave para detectar el impacto de la
contaminacion sobre la salud de los
ecosistemas, normalmente en combina-
cién con otras aproximaciones para la
evaluacion de la calidad del medio,
como los analisis quimicos convencio-
nales, otros bioensayos y los estudios
ecoldgicos a largo plazo.

En lo que respecta a la evaluacion de
dafio genético, si el objetivo es hacer
monitoreo de personas expuestas, se
pueden aplicar diferentes ensayos a cor-
to plazo (capitulo 5).

En general, los biomarcadores de geno-
toxicidad evaluados a través de los en-
sayos a corto plazo brindan informa-
cion que permite detectar un nivel de
dafio cuando todavia es reversible.

El ensayo de Aberraciones Cromosé-
micas es muy Util para el seguimiento
de poblaciones expuestas, ya que per-
mite identificar la exposicién a sustan-
cias quimicas con propiedades mutageé-
nicas y carcinogénicas mediante la eva-
luacién de la totalidad del genoma celu-
lar. Esta demostrado que, en estudios
prospectivos realizados en paises euro-
peos, la mayor frecuencia de aberracio-
nes cromosoémicas en las personas ex-
puestas es un buen predictor del au-
mento del riesgo para cancer.

La presencia de microndcleos y otras
anomalias nucleares (enfoque citoma)
esta asociado a defectos genéticos en el
mantenimiento del genoma, envejeci-
miento acelerado, dafio genotdxico, y

algunas enfermedades degenerativas.



La estimacion o medicion de la exposi-
cion se determina en lineas generales, a
través de cuestionarios o encuestas, re-
gistros de empleo y evaluacién de datos
sobre los contaminantes ambientales
para zonas en las que reside una pobla-
cion en estudio.

El problema que se observa en la mayo-
ria de las comunidades, es la ausencia
de datos reales, debido a que no se rea-
liza un seguimiento de la informacion
personal. Esto podria resultar en calcu-
los de la exposicion que son demasiado
altos o demasiado bajos. El tiempo de
exposicion y la cantidad de contami-
nantes absorbida por la persona son
importantes para documentar dicha ex-

posicion.

NINOS Y ADULTOS

Desde el punto de vista de la exposi-
cién a contaminantes, hay dos pobla-
ciones de interés: las poblaciones ex-
puestas por motivos de trabajo y la po-
blacién en general, y en esta Gltima es
necesario hacer la distincion entre nifios
y adultos.

La susceptibilidad genética y la exposi-
cién ambiental durante periodos vulne-
rables del desarrollo contribuyen tam-
bién a la etiologia de muchas enferme-
dades de la nifiez. Entre los efectos ad-
versos que pueden ser estudiados en los
nifios expuestos a varios peligros am-
bientales, el dafio citogenético recibe
una atencion especial después que se ha

demostrado que la frecuencia aumenta-
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da en dafio al ADN y a los cromosomas
en la nifiez es predictivo del desarrollo
de cancer en adultos sanos. Los nifios
estan aun en una fase de desarrollo ac-
tivo, y esta condicion puede tener in-
fluencia sobre una respuesta diferente a
la que tienen los adultos al dafio am-
biental. Los efectos del ambiente que
podrian manifestarse muchos afios, aun
décadas después de la exposicion, pue-
den ser monitoreados en la nifiez a tra-
vés de estudios citogenéticos.

Ademas, en los monitoreos en adultos,
uno de los problemas dificiles de sor-
tear son los efectos de los factores de
confusion que interfieren en el analisis
de los resultados obtenidos, como el
hébito de fumar, el consumo de al-
cohol, el riesgo ocupacional.

Estos factores de confusién estan redu-
cidos al minimo e incluso estan ausen-
tes en la nifiez. Los monitoreos en po-
blaciones infantiles si pueden incluir el
estudio del efecto del humo de cigarri-
llo en ambientes cerrados, los niveles
regionales de ozono, nanoparticulas del
aire, contaminantes de los alimentos
como residuos de plaguicidas y com-
puestos generados durante la coccion
de los mismos, fuentes naturales de ra-
diacion ionizante y no ionizante, con-
taminantes ambientales, emisiones de
combustibles e hidrocarburos, las cua-
les pueden variar en forma importante
entre las residencias rurales y urbanas.
Por otro lado, los estudios de biomoni-
toreo de mujeres han sido realizados
con el objetivo de evaluar asociaciones

entre exposiciones a contaminantes




(por ejemplo plaguicidas) y dafio cito-
genético y si esta exposicion es un fac-
tor de riesgo para la salud reproductiva
de éstas.

MONITOREOS EN POBLACIONES

HUMANAS

Las investigaciones cientificas sobre
monitoreo genotoxicolégico humano
comienzan a publicarse con frecuencia
alrededor de 1985 con una escalada ex-
ponencial hasta la fecha. Desde los
afios 80 hasta el afio 2000 el monitoreo
en poblaciones humanas expuestas a
productos quimicos se han focalizado
principalmente en estudios citogenéti-
cos (ensayos de aberraciones cromo-
sOmicas, de micronucleos y de inter-
cambio de cromatidas hermanas, todos
estos realizados en linfocitos de sangre
periférica). Incorporandose en la Gltima
década estudios moleculares y utilizan-
do con mas frecuencia células epitelia-
les como de la mucosa bucal.

En este aspecto, la frecuencia de mi-
cronucleos en ceélulas exfoliadas de la
mucosa bucal es un método minima-
mente invasor, y Util para el monitoreo
del dafio genético en humanos.

El Human Micronucleus Project ha ini-
ciado un proceso internacional de vali-
dacion para el ensayo de microndcleos
en células de la mucosa bucal, similar
al realizado previamente utilizando lin-
focitos humanos. Este ensayo es am-

pliamente utilizado y es una alternativa
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eficaz, sencilla y econémica para detec-
tar la pérdida de material genético.

Por otra parte, la cavidad bucal puede
reflejar el estado de salud de los indivi-
duos, debido a que la mucosa que la re-
cubre, puede presentar evidencias a ni-
vel microscopico como macroscopico
de cambios indicativos de enfermedad
local sistémica o por exposicion a sus-
tancias toxicas asi como efectos secun-
darios por tratamientos. Dichas caracte-
risticas, favorecen su utilizacion en
pruebas para evaluar genotoxicos o0 ci-
totoxicos. La mucosa es una barrera
protectora del resto del organismo, es
un punto de contacto de agentes poten-
cialmente peligrosos; por tanto, se torna
susceptible de sufrir dafios. El epitelio
de revestimiento de la boca es estratifi-
cado no queratinizado formado por ce-
lulas con abundante citoplasma, permi-
te la penetracion de colorantes y facilita
la observacion e identificacion de ca-
racteristicas morfolégicas del nicleo y
membrana celular.

Ademas la mucosa tiene elevada capa-
cidad proliferativa y aunque esta parti-
cularidad mantiene la poblacion celular
constante, por otro lado, se vuelve mas
vulnerable a dafio al ADN. Esto cobra
relevancia ya que el 90% del cancer
tienen origen epitelial, asi que la muco-
sa de la boca es usada para monitorear
eventos genotdxicos tempranos causa-
dos por carcindgenos inhalados o inge-
ridos. Este epitelio es de facil acceso, la
toma de la muestra es poco invasivo,
por lo que al tomar la muestra a los in-

dividuos, se les genera minimo estrés.



Por todo lo anterior, el epitelio de la
boca es un tejido ideal para aplicar la
técnica de micronucleos y la deteccion
de anormalidades nucleares sin necesi-
dad de cultivos celulares, lo que repre-
senta una oportunidad para realizar es-
tudios epidemioldgicos en poblaciones
de riesgo.

El ensayo de micronicleos en células
de la mucosa bucal comienza a em-
plearse en poblaciones expuestas a pla-
guicidas de Brasil, Polonia, México,
Espafia, Hungria, Costa Rica y otras
poblaciones europeas, usuarios de telé-
fonos celulares, estudiantes fumadores
de Bolivia y personas expuestas a dife-
rentes agentes mutagénicos.

Asimismo, este ensayo fue utilizando
por Pefaloza y Jaraba en nifios con de-
ficiencias alimenticias, por Benitez-
Leite y colaboradores en Paraguay,
Unal y colaboradores., Minicucci y co-
laboradores, Holland y colaboradores; y
Gbmez-Arroyo y colaboradores en po-
blaciones de nifios expuestos a mezclas
de plaguicidas.

Desde el punto de vista genotoxico se
han valorado alrededor de 10.000 sus-
tancias quimicas y los resultados indi-
can que cerca de 1000 son genotéxicas.
También se han identificado entre estos
agentes quimicos a grupos capaces de
interactuar en las células con macromo-
léculas vitales, entre los que se incluyen
a los plaguicidas, medicamentos, los
metales, los metaloides, los aditivos de
alimentos, el tabaco, las radiaciones,
los materiales dentales, el café y los de-

rivados de la combustion incompleta de
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productos energéticos, como el carbén
y las gasolinas.

Con relacion a los toxicos en el am-
biente (como plaguicidas y efluentes de
la industria, entre otros), la evaluacion
del riesgo se basa en la comparacion de
los datos de toxicidad obtenidos en la-
boratorio con la exposicion esperada en
campo, por lo que medir el efecto que
el quimico produce es complejo.

Los biomarcadores en ecotoxicologia
pueden ser medidos también en espe-
cies centinela o en bioindicadores
(aves, peces, invertebrados, en general
en diferentes grupos de organismos) y
es necesario realizarlo siguiendo todos
los protocolos éticos de investigacion.
Para elucidar la accion de un tdxico
ambiental es necesario el desarrollo de
investigaciones multidisciplinarias para
lograr el monitoreo y evaluacion del
riesgo generado por un contaminante,
ademas debe estudiarse diferentes tipos
de biomarcadores tendientes a evaluar
el efecto temprano, la exposicion y sus-
ceptibilidad.

Plaguicidas

Los estudios realizados en poblaciones
expuestas a plaguicidas, en su mayoria
en aplicadores europeos, informan una
asociacién positiva entre la exposicion
a una mezcla compleja de agroguimicos
y el aumento de la frecuencia de abe-
rraciones, intercambio de cromatidas,
micronucleos y/o cometas.

En América Latina a partir de 1985, se
reportan 42 estudios en poblaciones

humanas expuestas a plaguicidas, lle-




vados a cabo en diversos paises, utili-
zando biomarcadores citogenéticos y/o
moleculares, siete de estos estudios co-
rresponden a Argentina.

En relacion a poblaciones expuestas sin
motivo laboral, los nifios son conside-
rados un subgrupo especifico en salud
publica, porque podrian ser mas sensi-
bles que los adultos al efecto de la ex-
posicion ambiental y al tratamiento
médico; ademas el dafio al genoma
producido durante la nifiez puede in-
fluenciar el riesgo de aparicion tempra-
na de efectos adversos sobre la salud.
Ese riesgo esta determinado por las ca-
racteristicas anatomicas del nifio y por
la mayor expectativa de vida durante la
cual se puede expresar el riesgo.
Estudios de la década del 90 en mujeres
expuestas a plaguicidas con dermatitis
indican que las mujeres que presentan
diferentes tipos de dermatitis tienen
aumentadas las frecuencias de células
anormales que conllevan a citotoxici-
dad, genotoxicidad o ambas.

Las mujeres expuestas a plaguicidas
presentan mas problemas de dermatitis
que el grupo no expuestas y la literatura
acumula informacién de que las  per-
sonas expuestas a plaguicidas suelen

sufrir de problemas en la piel.

Medicamentos

Los biomarcadores, en la toxicologia
humana, proveen herramientas adicio-
nales para el manejo clinico de los pa-
cientes y evitar el dafio causado por los
tratamientos, ya que se han identificado
problemas inducidos por el uso de los
medicamentos.

La administracion de drogas y alimen-
tos en Estados Unidos realizé un estu-
dio en el periodo comprendido desde
1998 a 2005 y reportdé un aumento
anual en el uso de medicamentos y
muertes a causa de las prescripciones
médicas. Algunos biomarcadores pue-
den identificar dafios incipientes por
toxicidad a nivel preclinico y clinico,
ademas de permitir establecer la varia-
cion en los procesos de toxicidad y en-
fermedad que ocurre entre los diferen-
tes individuos, lo que facilita la elec-
cion del tratamiento, y cuando existe la
identificacion de una predisposicién
genética del individuo es posible con-
trolar la exposicion y controlar la apari-
cion de efectos secundarios.

Por ejemplo: la evaluacion de la enzima
glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa es al-
tamente recomendable en personas gque
desarrollan hemdlisis severa, antes del
aplicar el tratamiento con rasburicase,
una sustancia quimica utilizada en el

tratamiento de individuos con neoplasia

En América Latina a partir de 1985, se reportan 42 estudios en poblaciones humanas
expuestas a plaguicidas, llevados a cabo en diversos paises, utilizando biomarcadores

citogenéticos y/o moleculares, siete de estos estudios corresponden a Argentina.
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hematolodgica. La insuficiencia de la
enzima es comun en poblaciones con

herencia mediterranea o africana.

Arsénico
La aplicacion de biomarcadores ha sido
utilizado para
analizar el im-
pacto subclinico
sobre la salud en
individuos  ex-
puestos al arsé-
nico presente en
el agua de bebi-
da.

Un trabajo reali-

zado dirigido por

tar efectos genéticos tempranos que
alertan sobre el riesgo de exposicion.
El Instituto Nacional de Salud (Colom-
bia), realiz6 estudios encontrando tra-
bajadores de fabricas de pinturas de
Bogota con niveles elevados de meta-
bolitos  de
solventes

organicos en

orina. De-
terminaron
fenol, A&ci-

dos hiparico
y metilhipu-
rico en ori-
na, asi como

las concen-

| ball Imagen tomada de: http://www.cienciaenlavidriera.com.ar/2013/09/19/programa-462-
a Dra. Carballo, importante-acuerdo-para-detectar-agua-con-arsenico-y-limitar-su-consumo/

se analizaron biomarcadores de efecto:
citotoxicidad, mediante la evaluacién
del indice mitético; citostaticidad, por
medio de la cinética de proliferacién
celular; clastogenicidad, por el ensayo
de microndcleos en mucosa bucal, en-
contrando incremento de la inestabili-
dad cromosomica  mediante la fre-
cuencia de intercambio de cromatidas
hermanas y dafio en el material genéti-
co utilizando el ensayo cometa con res-
pecto al grupo control mayor que la ob-
tenida en el grupo de individuos asin-

tomaticos.

Solventes organicos

Las poblaciones ocupacionalmente ex-
puestas a solventes organicos han sido
estudiadas ampliamente utilizado bio-

marcadores con el propdsito de detec-
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traciones de
hidrocarburos aromaticos en aire del
lugar de trabajo y se realizé un monito-
reo citogenético determinando la fre-
cuencia de MN en linfocitos y el dafio
del ADN por el ensayo del cometa.

Por muchos afios el biomonitoreo de
exposicion a solventes es realizado mi-
diendo sus metabolitos urinarios espe-
cificos, los cuales proveen sensibilidad
y especificidad para vigilancia en salud
ocupacional. Junto con la evaluacion de
efectos genotoxicos para la identifica-
cién de riesgos y poblaciones expues-
tas, es posible indicar acciones que
pueden ser tomadas para reducir o eli-
minar intoxicaciones, asi como para fi-
jar limites de exposicion ambiental.

En el estudio indicado se observo que
el uso de solventes organicos en las
empresas participantes se hacia en can-

tidades pequefas, sin embargo,  se




olvidaba que el riesgo quimico es de
importancia, lo cual se refleja en el es-
caso uso de elementos de proteccion
personal e insuficientes medidas de hi-
giene y seguridad que los trabajadores
tienen al manipular este tipo de sustan-
cias en el proceso de elaboracion
de las pinturas. Estos factores po-
drian contribuir a una exposicion
crénica a bajas concentraciones,
representando una amenaza para la
salud, productividad y eficiencia
de los trabajadores, considerando-
se asi un importante problema de
salud publica y detectable con es-

tudios de genotoxicidad.

Tabaco

El estudio de la genotoxicidad del taba-
co se ha abordado como consecuencia
del incremento del habito de fumar.

La exposicidn al humo del tabaco indu-
ce desequilibrio genémico como la
formacién de aductos de ADN,  espe-
cies reactivas de oxigeno (EROS), rup-
turas en la cadena de ADN y formacion
de puentes en la anafase del ciclo celu-
lar.

Estudios de genotoxicidad realizados in
vivo e in vitro con biomarcadores de
efecto revelan mecanismos de carcino-
génesis relacionados con el tabaco en
fumadores activos y pasivos.

Se ha reportado que mas del 90% de los
canceres son de origen epitelial y una
aproximacion ideal para identificar
riesgo es evaluar los componentes en

las celulas blanco carcinogénicas.
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Por lo tanto, las células de la mucosa
bucal son utiles para investigar direc-
tamente los efectos locales del tabaco.

En un estudio realizado en La Paz —
Bolivia, se demostré que el 50 % de los

estudiantes universitarios varones y

Imagen: Reuters
20% de las mujeres entre los 15 y 35

afios de edad son fumadores.

Otro factor de riesgo es la altura sobre
el nivel del mar, debido a que en estu-
dios realizados se demostré que existe
una disminucion en la presién parcial
de oxigeno, por lo tanto la hipoxia de
altura y exposicion a la luz ultravioleta
gue genera especies reactivas de oxi-
geno que pueden dar lugar a dafio geno-
toxico.

En relacion al dafio genotoxico evalua-
do a través de la formacion de micro-
nacleos en células epiteliales de la mu-
cosa bucal, se demostré que los varones
presentaban mayor nimero de MN que
las mujeres, esto debido a que los varo-
nes fuman con mayor frecuencia duran-
te la jornada laboral.

Por otro lado, se demostré que los estu-
diantes que viven a 4100 m.s.n.m. (El
Ato) presentan mayor nimero prome-
dio de micronucleos en relacion a los

que viven a 3600 m.s.n.m (La Paz), esta



diferencia es estadisticamente significa-
tiva (p<0.05), este efecto no se puede
atribuir Gnicamente al habito de fumar,
ya que las personas estan expuestas a
varios agentes externos o xenobidticos,
en el caso de los estudiantes de El Alto,
otro factor de riesgo podria ser la expo-
sicion a los rayos ultravioleta, a produc-
tos de la combustion de naftas por el al-
to trafico vehicular y otros factores.

Radiacién

Las fuentes mas comunes de exposicion
a radiaciones son las practicas médicas
(medicina diagndstica y terapéutica),
las préacticas industriales u ocupaciona-
les, los productos de consumo, el am-
biente (fuentes naturales) y las exposi-
ciones accidentales por fugas radiacti-
vas. Aungue los accidentes radiactivos
no son frecuentes, suelen ser de conse-
cuencias muy serias; algunos ejemplos
son las exposiciones accidentales de Li-
lo, en Georgia; de Tokaimura, en Ja-
pon, y de Bialystock, en Polonia sin
contar con las catastrofes de Chernobyl,
en Rusia y la de Fukushima, en Japon,
como consecuencia del terremoto de
marzo de 2011.

En América Latina, entre 1962 y 2005,
se han producido 32 accidentes nuclea-
res: diez en Argentina, diez en Brasil,
cuatro en México, dos en Perll y uno en
Bolivia, Costa Rica, El Salvador, Puer-
to Rico, Panama y Chile. El saldo ha
sido de 290 personas con exposiciones
significativas y 32 muertes. De estos 32

accidentes mortales, 21 estan relacio-
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nados con la industria y ocho con radio-
terapia.

No se dispone de marcadores molecula-
res especificos de radiacion, sin embar-
go, algunos tipos de mutaciones y abe-
rraciones cromosomicas como los di-
céntricos, se asocian fuertemente con
exposicion a radiacion, en particular la
que produce densa ionizacion en su re-
corrido, como la radiacion con alta
transferencia lineal de energia (LET).
Las cromosomopatias detectadas con

mayor frecuencia son:

a. Lesiones acromaticas del cromo-

soma o gaps (chrg),

b. Deleciones intersticiales y termina-
les o roturas de cromosomas
(breaks o chrb), fragmentos acén-

tricos (ace),

c. Intercambios asimétricos o cromo-
somas dicéntricos con Su corres-

pondiente acéntrico, anillos (r),

d. Intercambios simétricos o translo-

caciones reciprocas (t).

Estas lesiones cromosémicas pueden
ser estables o inestables. Las estables
permanecen durante mucho tiempo, de
manera que son (tiles para detectar ex-
posicién recibida incluso afios atrés.
Las inestables, por el contrario, son le-
tales para las células, por lo tanto, van
desapareciendo conforme las células se
dividen. Las aberraciones de tipo ines-
table son los cromosomas dicéntricos,

los anillos céntricos y los fragmentos




acéntricos. Las anomalias estables son
las translocaciones y las inserciones.
Una alteracion grave en un cromosoma
plantea problemas a la célula en el
momento de la division celular. Asi, las
células portadoras de dicéntricos van a
desaparecer con el tiempo.

Las aberraciones de tipo dicéntrico,
anillo y acéntricos, son “inestables”. En
consecuencia, la validez de la estima-
cion de dosis por la técnica es valida
solo tras exposiciones agudas. En cam-
bio, las inversiones y las translocacio-
nes son aberraciones que no modifican
la forma global de los cromosomas. No
desaparecen después de la division, son
“estables”. A causa de esta estabilidad
pueden ser indicadores de exposiciones
antiguas o cronicas.

Ademds de los cromosomas dicéntri-
cos, se cuenta con otros indicadores
bioldgicos para la identificacion de ex-
posicion a la radiacién ionizante en
humanos. Estos marcadores idealmente
deben ser especificos de exposicion a
radiacion ionizante, pero muchos de los
marcadores disponibles pueden ser
afectados por la edad, el habito de fu-
mar u otras toxinas ambientales.

El ensayo de microndcleos tiene varias
ventajas con respecto a la presencia de
dicéntricos, requiere menos especiali-
zacion y capacitacion del laboratorista,
es mas rapido y puede aplicarse para
monitorear poblaciones grandes.

Sin embargo, es menos especifico que
la observacion de dicéntricos, ya que
los micronucleos pueden ser inducidos

por una gama de otros clastégenos, in-
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cluyendo nicotina, plaguicidas, agro-
quimicos y otros agentes quimicos.

Un estudio realizado en personal aero-
nautico de flota internacional de nues-
tro pais, mediante el analisis de la fre-
cuencia de aberraciones cromosomicas
espontaneas e inducidas por bleomicina
y de intercambio de cromatidas herma-
nas espontaneas e inducidos por estrep-
tonigrina en linfocitos de sangre perifé-
rica., indica que el personal aerondutico
presentd en promedio una frecuencia
3,5 veces mayor de aberraciones cro-
mosomicas (principalmente cromoso-
mas dicéntricos) en sus linfocitos de
sangre periférica que la poblacién con-
trol estudiada. Este resultado permiti6
sugerir que el personal aeronautico de
flota internacional de nuestro pais debe-
ria ser considerado “grupo laboralmen-

te expuesto a la radiacion”.

Metales pesados

En la actividad minera artesanal, el uso
de mercurio es muy variable y depende
de la cantidad de mineral extraido de

los socavones.

Imagen tomada de: http://blog.saludycalidad.com/intoxicacion-
por-metales-pesados-y-el-sistema-de-desintoxicacion-del-
glutation



Generalmente, las personas que traba-
jan dentro de los socavones son las
mismas que extraen el oro en los quim-
baletes usando el mercurio y, por ende,
estdn expuestos a un mayor riesgo ge-
notéxico manifestado por un incremen-
to en la frecuencia de microndcleos en
células epiteliales bucales. En este es-
tudio se encontrd que el uso de los ele-
mentos de proteccion personal en di-
chos trabajadores es casi nulo, razén
por la cual la principal via de ingreso es
la inhalatoria. Ello debido a que el mer-
curio puede generar vapores a tempera-
tura ambiental y que esta aumenta
cuando se realiza los procesos de que-
ma del amalgamado (aleacion de mer-
curio y oro).

Otra forma de ingreso del mercurio al
organismo es a traves de la via dérmica
por manipulacién directa del mercurio;
aunque esta Gltima en menor propor-
cién Los resultados del estudio sugieren
gue existiria asociacion entre la presen-
cia de micronucleos, como marcador de
genotoxicidad, y la exposicion laboral
de los mineros artesanales al mercurio.
Este hallazgo es similar a otros estudios
realizados, con la diferencia que se aso-
ciaron frecuencia de microndcleos y
exposicion a agentes genotdxicos.

En conclusion, el hallazgo de micrond-
cleos en células del epitelio bucal refle-
jan dafio genotdxico asociado a la ex-
posicion laboral por mercurio utilizado

en las actividades de mineria artesanal.
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Materiales dentales

Casi todos los materiales usados en
odontologia son citotéxicos, pero como
la liberacion es lenta y gradual pocos
producen efectos reales.

Con relacion a los materiales de restau-
racion, se sabe que el mercurio liberado
de las amalgamas tiene efectos toxicos
y carcinogénicos a distancia y las resi-
nas compuestas atrapan mas placa bac-
teriana que los ionémeros (polimero
con un ién).

Un estudio donde se evalu6 la genoto-
xicidad de los cementos de ionémero
de vidrio, demostré que este es genoto-
Xico cuando se pone en contacto directo
con cultivos de células madre (in vitro).
Es importante resaltar que el efecto fue
independiente del volumen.

El anélisis de la toxicologia celular de
los monomeros dentales ha dado una
nueva percepcién en la interpretacion
de los factores de riesgo de los tejidos
de la cavidad oral. Los esfuerzos he-
chos en el campo de la toxicologia ce-
lular de los monémeros y los hallazgos
futuros derivados de la biologia celular
pueden mejorar el conocimiento de los
efectos de estos compuestos sobre los
tejidos humanos.

Ultimamente se ha hecho mucho énfa-
sis en estudiar la relevancia clinica de
identificar el potencial de inducir dafio
celular y tisular provocado por los ma-
teriales dentales y sus componentes pa-
ra conocer desde un punto de vista mo-
lecular la accidn de los compuestos xe-
nobidticos que son colocados en cavi-

dad oral por el personal odontoldgico,




cobra gran importancia al encontrar
evidencia del dafio a nivel genético que

estos pueden causar.

Café

En cuanto al consumo excesivo de café
(5 o més tazas) por dia, también se re-
laciona con el aumento en las frecuen-
cias de anormalidades nucleares que
denotan citotoxicidad y apoptosis.

La citotoxicidad y mutagenicidad del
café se debe a la accion oxidativa del
radical hidroxilo sobre el ADN que
ocasiona la oxidacion de las bases ni-
trogenadas produciendo N-6xido ade-
nina y 8-oxo-2-deoxiguanosina. Esto da
como resultado la pérdida de bases ni-
trogenadas.

La habilidad de componentes fendlicos
de actuar como antioxidantes o como
promotores de oxidacién depende de la
concentracion de los otros componentes
implicados. Los resultados de trabajos
en bebedores de café revelaron que los
bajos niveles de café inhiben la peroxi-

dacion lipidica y actian como antioxi-
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dante in vitro, mientras que altos nive-
les de café pueden actuar de una u otra
forma dependiendo del modelo usado
(tipo de café, temperatura del agua,
concentracion presente de componentes

y otros).

Bromuro de metilo

Estudios de genotoxicidad en trabaja-
dores expuestos a bromuro de metilo
sefiala que puede existir un comporta-
miento a nivel celular, que implique
falta de respuesta a una exposicién o
respuesta disminuida. Este tipo de
comportamiento se ha observado en cé-
lulas epiteliales de la bucofaringe ex-
puestas a un agente toxico y usando
como hiomarcador a los microntcleos,
donde la ausencia de respuesta puede
deberse a que el agente genotdxico en
cuestién, produce una disminucién en
la proliferacion celular o un aumento en

la citotoxicidad.
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CONSIDERACIONES FINALES

Después de haber expuesto alguna de las aplicaciones del biomonitoreo humano y ambiental es  po-
sible concluir que el potencial toxico real de las sustancias que son liberadas al ambiente y que llegan
a los organismos se estudian principalmente cuando se trata de medicamentos, mientras que otras sus-
tancias de uso industrial y agricola no son analizadas y en especial, para efectos a largo plazo.

Estudiar el efecto genot6xico de todas las sustancias que son liberadas al ambiente, es prioritario con
el fin de cuidar la salud de las poblaciones humanas y del ecosistema.

El monitoreo de grupos de poblacidon expuestos a agentes potencialmente dafiinos para el hombre es
una herramienta valiosa en salud publica y ocupacional. Tiene como objetivo preservar la salud y la
calidad de vida en aquellos grupos de trabajadores que son de alto riesgo por la naturaleza de las sus-
tancias a que estan expuestos. Es posible utilizar diferentes marcadores y técnicas de monitoreo, desde
que el téxico entra al cuerpo, cuando interacciona con su sitio de accion, en los diferentes momentos

de su metabolismo, y hasta que causa enfermedad o la muerte.
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identificar los resultados, experiencias o saberes transfe-
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