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Resumen 
La exposición a xenobióticos es causa de preocupación sobre 
todo por sus posibles efectos sobre el ADN y la generación de 
cáncer. El largo tiempo de latencia entre la exposición y la 
manifestación clínica de sus efectos, de años y10 hasta gene- 
raciones, dificulta la identificación de estos agentes. Es por 
ello que el uso debiomarcadores sepropone parael moiiitoreo 
biológico de individuos que por razones naturales, laborales, 
médicas o accidentales se consideran de alto riesgo. El 
presente trabajo evalúa la utilización de biomarcadores de 
proliferación celular en el cultivo de linfocitos de individuos 
expuestos a hidroarsencismo, desechos industriales peligro- 
sos, pacientes con neurocisticercosis en tratamiento con 
praziquantel y en individuos a los que se les administró 
metronidazol. La utilidad de estos biomarcadores se pone en 
evidencia con los cambios en la proliferación linfocitaria en 
individuos expuestos toda su vida a altas concentraciones de 
arsénico en los que se ha reportrdo una mayor frecuencia de 
cáncer de pies y en pacientes connenrocisticercosis en los que 
la frecuencia de neoplasias es elevada. No encontramos 
alteraciones en la cinética de los individuos expuestos a 
desechos industriales, sin embargo, en los individuos tratados 
con metronidazol observamos un incremento en lavelocidad 
de proliferación. El significadobiológico de estos resultados 
abre nuevos campos de investigación. 
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Surnrnary 
Xenobiotics exposuregeneratesconcern, moslly becauve the 
effects on DNA nnd cnncer generation are no1 well known 
Idenfificafron ofdangerous agenis are drflcult due to the 
lorgc lotency period between exporure and clrnrc 
manrfestafroi~s @orn yeors to severol generahonr) 
Biomarheri are propnsed for human hiomonitorrng of 
indivrduals that due lo natural, laboral, medrcal or acciden- 
tal exposure ore considered o/ "hrgh r id  Thepreient work 
evaluates fhe use o/ biomarhers o/ cell proliferobon rn 
lymphocyte cuNures o/ indrvidrrnls expored lo 
hydronrsenrcism, dnngerous rndustrral producfs (DIP), 
neurocysticercolicpatientsunder frealmentwithpraziqunntel 
andindividualstreatedwrthmetronrdozole Theslowerrngof 
cell proliferation m arsenrc exposed rndivrduols ond rn 
neurocyrtrcercotic patients, in whrch highcr concer 
Pequencies han been reported, evrdence the usefulners of 
these parmneters Wc did not$nd lymphonite proliferation 
changcs due lo DIP exposure although we drd find an 
rncreasedproliferation dueto mefronidnzole lrentment The 
brologrcalmennir?gofthese dotaopensnewreieorch interem 

Rey words: Milotic index, cell prolijernfion Kinetics, 
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Introducción 
La exposición a xenobióticos es causa de preocupación sobre 
todoante eldesconocimiento desus efectos alargo plazo como 
son: las alteraciones genéticas y reproductivas, el cáncer y 
algunas enfermedades de origen inm~nológico.'.~ En el 
monitoreo biológico de individuos expuestos a factores tóxi- 
cos se ha propuesto el uso de biomarcadores, que son 
indicadores de eventos ocurridos en el organismo o en las 
células y pueden ser de exposición, efecto o susceptibilidad. 
Los primeros miden la concentración del xenobiótico o sus 

metabolitos en los liquidos biológicos. Los marcadores de 
efecto son cambiosfisiológicos, bioquimicos o genéticos que 
ocurren en las células o los tejidos, mientras que los 
biomarcadores de susceptibilidad implican una interacción 
especial del xenobiótico con las caracteristicas genéticas del 
individuo (Figura l).? Se ha propuesto quelos marcadoresde 
efecto podrían servir como indicadores de un daño al organis- 
mo en susfasesiniciales y que pudieranllegar a serreversibles, 
permitiendo así prevenir enfermedades que una vez diagnos- 
ticadas son dificiles o intratables. 

Trabajo de ingreso leido el 27 de octuhre de 1993. 
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Losbiomarcadoresdeefecto se proponen como indicadores 
tempranos de enfermedad (Figura 1).2 La determinación de 
biomarcadores en poblaciones en riesgo, permitirá evitar que 
se llegue a desenlaces patológicos y ocuparán un lugar muy 
importante en la medicina del Siglo XXI, que se vislumbra 
como una medicina preventiva. 

antipansitarios, buscando las dosis que nos prodiician 
citotoxicidadencontramosqueeiKetooonazoi y la niclosamida 
adicionadas in vitro alteraban tanto el IM como la CPC.' La 
variabilidad encontrada en cultivos longitudinales de mues- 
tras de mujeres indicaba que algunas de las respuestas podian 
estar influenciadas por el ciclo menstmal. por ello evalunmos 
los efectos delaprogesterona y del estradiol en el IMy la CPC 
de cultivos de linfocitos estimulados a dividirse con 
fitohemaglutinina (PHA) que fueron significativos in vitro, 
aunque in vivo, la cantidad de variables que pueden afectar 
estos pararnetros enmascara la acción de las  hormona^.^ 
Utilizando como control positivo la mitomicina, 
(antineoplásico de actividad reconocida) en un estudio trans- 
versal con cinco donadores y longitudinal con dos donadores 
demostramos que el IM y la CPC son parámetros reproduci- 
bles;'Outilizando medicamentosantineoplásicosde usoclini- 
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Figura 1. Biomarcadoresdeexposiciónaxenobióticos La progresión 
de eventos desdeexposición hastaenfermedad puedsestar afectada 
por la susceptibilidad del individuo. Los biomarcadores 
correspondientes no pueden distinguirse con claridad en cada 
momento, debido a que existe continuidad en los cambios que 
representan. 

Como marcadores de efecto genotóxico se han propuesto 
las aberraciones cromosóinicas, el intercambio de cromatidas 
Iiermanas, los micronúcleos, y las mutaciones gé~iicas.~ 

El índice mitótico (iM) y la cinética de proliferación 
celular (CPC) son parámetros que han sido utilizados amplia- 
mente p a n  evaluar la proliferación de linfocitos de ~iiiios,~ 
adultos y viejos,4asico~noeldecélulasnormalesy t~morales.~ 
Los toxicogenetistas los iitilizan para evitar la evaliiación del 
&iio al AUN a concentraciones citotóxicas ya que las altera- 
ciones en la proliferacióii pueden alterar la genotoxicidad. 
Estas células tienen como ventaja el que mediante muestreos 
no invasivos ~ u e d e  obtenerse un aran número de ellas. one 

Estos datos nos llevaron a proponer estos parámetros en el 
preceroimieoto de actividad citostática y la evaliiación de 
varios medicamentos de nileva síntesis como la casi~peina, '~ 
el ASIOll' y la T514'Gn evaluación, han demostrado la 
funcionalidad del sistema. 

Con objeto de valorar el uso de este parámetro como 
biomarcador en exposiciones ambientales adicionamos a los 
cultivos arsenito y arseniato de sodio en diferentes fases del 
ciclo celulary reportemos que la potencia de los efcctos del As 
estáen relación directa con la faseen la que seencuentnn los 
liníocitos siendo la Go la fase más sensible." 

Estos datos nos llevaron a incorporar esos parámetros en 
la evaluación de biomarcadores que realizamos en individuos 
expiiestos a factores xenobióticos, a1 evaluar individuos ex- 
puestos por razones ambientales (arsénico en el agua),I6 
laborales (desechos industriales  peligroso^)'^ y médicas 
(praziqnantel y mctroiiidazol, utilizados en el tratamiento de 
la nenrocisticercosis y la amibiasis respectivamente). El 
objetivo de este trabajo es el análisis del uso de IM y la CPC 
como biomarcadores en el monitoreo biológico. 

pueden ser cultivadas mediante técnicas relativamente senci- 
llas y de bajo costo, además de permitir la evaluación de Materia' y métodos 
efectos tanto in vivo como in vitro. Individuos estudiodos 

La adición a los cultivos de Iinfocitos de bronlodeso- Todos los donadores en este estndio aceptaron participar 

xiuridinapermitequeal illcorporarseestean~~ogoel~~iigarde después de ser iníorniados acerca de los objetivos del mismo 
timina en el ADN de niieva formación, se diferencien las Y dieron su consentimiento por escrito. 

cromatidas hermanas y se puedan identificar las céliilas en 
inetafase, que se han diiplicado, una. dos o más veces, ~es,ipos~ist~ricos 
haciendo posible el examen de la cinética de poblaciones 
celulares en división.' 

Dieciocho individuos sanos en edad adulta han sido estudia- 
dos. Todos ellos laboran en el Instimto de Investigaciones 
Biomédicas y su tiempo de residencia en la ciudad d é ~ é x i c o  

Antecedentes es de al menos un aiio. 
Dur,mte la evaluación de la genotoxicidad de medicamentos 



Hidroarsenicismo, Comarca Lagunera 
Individuoscon bajohidroarsenicismo: nueveindividuosadul- 
tos, habitantes del poblado deNuevoLeón, Coahuila, expues- 
tos anna baja concentración de arsénico en el agua (0.06mgI 
1) durante 10 dias. Normalmente estos individuos utilizan 
agua sin arsénico y la exposición fue accidental; sus muestras 
de sangre fueron utilizadas como testigos para el grupo con 
hidroarsenicismo crónico.' 

Individuoscon hidroarsenicismo crónico: ocho habitantes 
del poblado de Santa Ana, Coahuila, adultos, expuestos a 
concentraciones altas de arsénico en el agua (0.39 mgll), 
durante prácticamente toda su vida. 

Residuos peligrosos, San Luis Potosí 
Testigos del poblado El Huizache: siete donadores adultos, 
del sexo masculino, que habitan en el mismo pueblo que los 
trabajadores de la estación de transferencia de residuos peli- 
grosos.' 

Trabajadores de la estación de transferencia: 12 indivi- 
duos del sexo masculino, cuyo trabajo consistía en mover y 
acomodar los contenedores de los desechos dentro de la 
estación. Fueron estudiados después de 5 a 8 meses de 
exposición, durante los cuales utilizaban escasa protección 
para evitar inhalar, tocar o incluso ingerir partículas de los 
desechos. 

Individuos con neurocisticercosis 
Tratamiento con praziquantel: seis individuos con 
neurocisticercosis y previa exposición reciente a analgésicos, 
tomografia computarizada, anestésicos, antibióticos y 
antiiníiamatorios. Se les tomó nna muestra de sangre el dia 
antes de iniciar el tratamiento con el cestocidaprazinquantel. 

Al 15" día de recibir 50 mgkgldia de prazinquantel 
diariamente, se tomó una segunda muestra de sangre. 

Individuos tratados con metronidazol 
Doce individuos sanos, adultos, habitantes de la ciudad de 
Morelia, aceptaron participar en un estudio para establecer 
los efectos genotóxicos del tratamiento con metronidazol. El 
día que iniciaban el tratamiento se les tomó una muestra de 
sangre. Durante 10 días recibieron las dosis terapéuticas 
usadas contra la amibiasis (1 500 mgldia en tres tomas). Se 
extrajo una muestra de sangre el dia posterior al término del 
tratamiento. 

Estudios con linfocitos de sangre 
periférica 

*Lost.Migos elegidas par. &osestudiosvivenen liirnismaregión demop%ca 
y sus cond~ciones socioeconómicas son semejantes n la de los iodividuos 
eshidiados. 

Toma de muestra 

Se utilizó sangre heparinizada, obtenida en forma estéril, la 
cual fue enviada a temperatura ambiente al laboratorio para 
ser procesada antes de que transcurrieran 24 horas. Se 
utilizaron 0.5 ml de sangre heparinizada para sembrar en 
medio de cultivoRPM1-1640, suplementadoconL-glutamina 
y aminoácidos no esenciales; se agregó además 
bromodesoxiuridina (E3rdU) a una concentración final de 32 
uM para marcar a las células que sintetizaran DNA durante 
el cultivo. Se estimuló la proliferación de los linfocitos con 
PHA y los cultivos se incubaron a 37'C en forma continua 
durante 70 horas, tiempo en el que se agregó colcemid para 
obtener nietafases. Se determinó IM, la CPC y el índice de 
replicación (IR). El IM se calcula como el número de células 
en mitosis entre2000 células contadas. La CPC se evalúa en 
las primeras 100 metafases encontradas, las cuales se clasifi- 
can de acuerdo con su patrón de tinción, como MI si se 
dividieron una vez, M2 si se dividieron dos veces y M3 si se 
dividieron tres veces o más y el IR se calcula de acuerdo a la 
fórmula: No. las + 2 (No.2as) + 3 (No. 3a~)/100. '~ 

Pruebas estadísticas 
Seaplicó lapmebade chi-cuadrada paraanalizar losdatos de 
CPC. En la comparación de los indices de replicación se 
utilizó la pmeba de t de Student y en el análisis de los indices 
mitóticos se utilizó un análisis de varianza. 

Resultados 
El promedio de IM, CPC e IR en individuos sanosen cultivos 
de 72 horas, en las condiciones de nnestro laboratorio. fue de 
0.03 + 0.01; MI 18, M2 20, M3 62 e IR de 2.45 I 0 . 1 ,  
respectivamente. Estos datos fueron obtenidos a lo largo de 
3 aiios y son considerados como testigos históricos (Cuadro 
1). 

De los testigos concomitantes de hidroarsenicismo, de 
desechos industriales peligrosos y de los participantes de 
Morelia, el IM sólo mostró un anmento significativo en los 
individuosdelestudiode hidroarsciiicisnio, comparadoconel 
testigo histórico @ <0.05), (Cuadro 1). Cabe señalar queeste 
fue el gmpo con individuos de mayor edad, siendo 44 por 
ciento de ellos mayores de 40 aiios. 

Entre los individuos expuestos a factores xenobióticos 
sólo se cuenta con los datos de IM del grupo expiiesto a altas 
dosis de arsénico y de los tratados con metronidazol. El 
primero mostró incrementos significativos con referencia al 
;estigo concomitante, mientras que en el segundo lasdiferen- 
cias sólo fueron significativas con respecto al testigo históri- 
co. 

En los individuos expuestos crónicamente a altas dosis de 
arsénico en el agua de iugesta se encontró un mayor número 
de células que sólo llevaron a cabo una sola mitosis (MI) y 
muy pocas células qoe llegaron a una tercera división (M3), 



mientras que las personas expuestas a bajas dosis y los Los pacientes con neurocisticercosis mostraron un com- 
controles muestran una mayor proporción de células en portamiento similar al de los individuoscon hidroarsencismo 
tercera u sucesivas divisiones. Entre los tamberos del conñ- con una CPC retardada significativamente @<0.05) del tes- 
namiento industrial y los individuos testigo en este estudio la tigo histórico y de los mismo pacientes después del tratamien- 
CPCfuesimilary no se encontraron diferenciassignificativas to con prazinquantel (Cuadro 2). 
(Cuadro 2). 

1 Cuadro 1. indice mitótico y cinbtica deproliferación en linfocitos de individuos testigo 

N Rango de I.M.+ C.P.C. (N) I.R.+ 
Edad M1 M2 M3 

Testigo histórico (D.F) 18 21 -39 ,031 I .O1 18 20 62 2.45 f 0.1 

Hidmarsenicismo 
Subagudo baja exposición 
testigo Comarca Lagunera 9 31-58 ,061 +.O?* 14 21 65 2.43 f 0.12 

Desechos industriales 
pwligrosos S.L.P. 7 20-40 19 24 57 2.48 f 0.32 

Testigo Morelia 12 20-25 ,041 f 005 12 36 52 2.41 I0.17 

I.M. = indice mitótico 
C.P.C. = Cinétia de proliferación celular 
I.R. = hdice de replicación 

+ = Valores promedio f error estandard 
P e 0.05 i o n  respecto al testigo histórico 

Cuadro 2. índice mitótico y cinética de pmliferación en individuos expuestos a factores xenobióticos 

Individuos N Rango de I.M.+ C.P.C. (%) I.R.+ 
Edad M1 M2 M3 

Hidroarsenicismo crónico 
alta exposición 
Comarca Lagunera 8 21 -62 ,038 f .02" 30 26 44'.* 
1.85h0.12*,** 

Desechos industriales 
Peligrosos S L.P. 12 20-40 

Neurocisticercosis 
Hospital La Raza y Centro 
Médico Siglo XXI D.F. 8 16-65 

Neurocisticercosis 
Tratamiento Praziquantel 
Hospital La Raza y Centro 
Médico Slglo XXl D.F. 8 16-65 

Tratamiento Metronidazol 
Morelia 12 20-25 .053+.003* 6 26 68",'* 2 61f0 9*:' 

I.M. = hdice mitótico 
C.P.C. = Cinética de proliferación celular 
I.R. = indice de replicación 

+ = Valores promedio I error estandard 
" = P < 0.05 con respecto al testigo histórico 

**= P < 0.05 con resDecto al testigo concomitante 



En los individuos tratados con metronidazol la CPC 
aumentó, lo que implica un ciclo más rápido, mostrando 
diferencias significativas coi1 respecto a losvalores encontra- 
dos en los mismos individuos antes del tratamiento. Elvalor 
después del tratamiento también es significativamente dife- 
rente al testigo histórico (pc0.05) (Cuadro 2). 

Discusión 
Los parámetros evaluados en individuos testigos coinciden 
con los datos obtenidos por otros g ~ ~ p o s . ' ~  Cabe mencionar 
que existe variabilidad individual; con respecto al iM la 
dispersión de los datos establece que dentro de un gmpo 
homogéneo de individuos sanos estavariabilidad no es signi- 
ficativa. No sucede lo mismo con respecto a la cinética de 
proliferación celular en la que sí se observaron diferencias 
individuales que se refleja en la mayor dispersión encontrada 
en el IR. 

Las diferencias significativas observadas en el IM de los 
individuos con baja exposición a arsénico con respecto a los 
otros grupos testigo evaluados, podría deberseadiferenciasen 
la edad, aunque una explicación más firme es que las dosis 
pequeñas de arsénico aumentan la respuesta mitogénica a la 
PHA, de hecho se ha reportado que dosis pequeiias de 
mutágenos, especificamente la radiación, inducen respuestas 
homeostáticas, conocidas como hormesis," incluso se Iia 
reportado que dosis pequefias de Aszo y de Cdz' estimulan la 
proliferación celular. En estudios rn vitro con citostáticos de 
amplio uso en la clínica, hemos encontrado que dosis peque- 
ñas producen estimulación de la proliferación I in ío~ i ta r i a .~~  

La homogeneidzid del ritmo deproliferación delos linfocitos 
en los diferentesgmpos testigoestudiados. demostradaen que 
en todos ellos el IR tiene el mismo valor. 

El hecho deque hayaun incremento no significativo en el 
iM de los sujetos después del tratamiento con Metronidazol, 
pero sí significativo con respecto al control Iiistórico, indica 
que este medicamento pudiera tener un efecto en la respuesta 
mitogénica de los linfocitos, que en tres de los individuos de 
este estudio se incrementó hasta tres veces con respecto a su 
propio valor antes del tratamiento. Estas variaciones indivi- 
dudes no se reflejan en el promedio del grupo, lo que habla 
de la gran importancia que tienen los datos de cada donador 

aún más, se encontró que la fase del ciclo celular más sensible 
es Go," que es la fase en la que normalmente se encuentran 
los linfocitos circulantes. 

Es interesante seiialar que Walder y colsZ3 reportaron que 
en pacientes que habían sido inmunosuprimidos química- 
mente para recibir transplantes, se desarrollaron cánceres de 
piel similares a los que presentan los individuos en la Comar- 
ca Lagunera?Wuestros hallazgos de retraso en la CPC en 
individuos con hiperqueratosis y lesiones premalignas justi- 
ficansuusocomo biomarcadordeefecto temprano (Figura 1). 

ElI~ecliodeqi~elospaciei~tesconneurocisticercosis hayan 
mostrado un ciclo más lento antes de recibir el praziquantel 
podria deberse a alguno de los tratamientos previos (ver 
material y métodos), sin embargo el parásitoperse podria ser 
cansante de esta alteración. En apoyo de esto se puede 
mencionar el que en cerdos infectados se encontró una 
frecuencia mayor de linfocitos poliploidesy los autoresde este 
trabajo postularon que este daiio genético podría haber sido 
causado por el cisticer~o.~' Después dcl tratainicnto con 
praziquantel los valores de CPC e IR en los pacientes con 
cisticercosis son similares a los valores de los testigos Iiistó- 
ricos. Este hecho podría ser un efecto de la acción del 
praziquantel sobre los linfocitos o de la eliminación del 
parásito y sus secreciones. Los datos similares con respecto 
al dafio genotóxico provocado por parásitos, se reportaron 
recientemente en pacientes infectados con esqi~istosomiasis.~~ 
La existencia de genotoxinas generadas por parásitos Ira sido 
propuesta anteriormente?' Recientemente hemos demostra- 
do que en cerdos infectados con huevecillos de Tueninsolirm 
y que desarrollaron cisticercosis, la proliferación in vitro de 
sus linfocitos estimulados con PHA se modifica 
si@~ificativainente,~ durante las primeras seis semanas de 
infección. la CPC se aceleró lo cual ~ u e d e  estar relacionado 
con la respuesta inmunológica que el hospedero está desarro- 
llando contra la infección con huevecillos de Taenin solium. 
Sin embargo, a partir de la séptima semana de infección, la 
proliferación linfocitaria in vitro comenzó a ser más lenta. En 
los cerdos que desarrollaron la cisticercosis. la CPC después 
de 11 semanasfue similar a la observada antes de la infección 
con huevecillos. Resulta interesante n~encionar que la fre- 
cuencia de intercambio en los dos animales cisticercosos 
aumentó sigiiificativamente a medida que transcurrió el 

antes y después de una exposición, ya que podrían evidenciar tiempo de infección. Molinari y colsZQ aislaron un factor 
la susceptibilidad individual; la utilidad del IM comobiomar- secretado por el cisticerco que ii? vitro es capaz de suprimir la 
cador de susceptibilidad requiere, por lo tanto, serinveslj@da. 

Las diferencias significativas en la CPC, y en el iR 
correspondiente. de los individuos con hidroarsenicismo 
crónico con respecto a sus testigos concomitantes y al testigo 
histórico, señalan que hay un retraso en la capacidad 
proliferativa del linfocito, lo que podria significar que el 
arsénico fue capaz de producir una disfunción en la respuesta 
inmunológica celular. Esta acción del arsénico se demostró 
en tratamientos in vifro a linfocitos de donadores sanos, a 
dosis similares a las encontradas en los individuos expuestos, 

proliferación de liiifocitos humanos estimulados con PHA. 
Nosotros obsewainos que este factor es capaz de transformar 
morfológicamente células cultivadas de embriones de criceto 
~ i r i o . ' ~  Esto sugiere que la cisticercosis puede estar relacio- 
nada con la inducción de cáncer. Aunque no hay estudios 
epidemiológicos completos, las evidencias descritas en los 
trabajos de Ridaura" y Villagrán y Olvera" muestran que 
alrededor del 22 por ciento de los casos de cisticercosis 
detectados en material de autopsia desarrollaron también 
algún tipo de neoplasia. 






