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PRESENTACION

esde la antigiiedad, la ciencia en sentido estricto se la ha

| concebido como una biisqueda desinteresada de la

" verdad. Sin embargo de la finalidad cognoscitiva
primaria de la actividad cientifica, sus logros trascienden éstas para
dar lugar a las finalidades aplicativas. El saber elaborado bajo el
rigor de la ciencia y de la técnica ofrece la posibilidad real de la
utilizacién racional de la naturaleza para satisfacer las necesidades
fundamentales del hombre. Las finalidades practicas de la ciencia
moderna en cuanto actividad humana, dependen de motivaciones
personales, intereses, condicionamientos y de su propia inscripcién
dentro de un contexto de fines y valores.

Devolver a la ciencia lo que tiene de humano, ha sido la tarea
realizada por el equip'c'y de investigadores de la Unidad de Citogenética
Humana, dirigida por Galo Cantos y Ramiro Lépez, del Centro de
Biomedicina de la Universidad Central del Ecuador. En el aporte
cientifico que hoy presentamos, se encuentra vigoroso y renovado
conocimiento conjugado entre el saber objetivo y una fecunda
actividad humana; elementos indispensables para la transformacién
social y sanitaria del pais.

Proyectado desde el plano de las dotes} de los investigadores y de su

saber, la Universidad se sumerge en las aguas profundas y revueltas



del saber cientifico y la tecnologia, para emerger airosa, llevando el
conocimiento cientifico aplicado a la solucién de ingentes y
acuciantes problemas como el presente, en relacién al efecto
genotdxico del plomo en la poblacién alto andina de La Victoria.

El Centro de Biomedicina de la Universidad, acerca una vez maés la
ciencia a las personas que menos la conocen y que més la necesitan,
rebasando las glorias y las miserias de la tarea cientifica y

repoblando a la ciencia universal de todo lo humano que ésta tiene.

Quito, noviembre de 1998

Dr. Edmundo ESTEVEZ M.
DIRECTOR ESCUELA DE MEDICINA
CENTRO DE BIOMEDICINA



ANALISIS DEL DANO CROMOSOMICO EN
LINFOCITOS DE TRABAJADORES DE LA
CERAMICA EXPUESTOS AL PLOMO. LA
VICTORIA. COTOPAXI-ECUADOR.

RESUMEN

Se determinaron las concentraciones de Pb en sangre y las
frecuencias de aberraciones cromosémicas. en una poblacién
expuesta laboralmente al Pb y en una poblacién testigo con
estructura étnica y ubicacion geografica similar a la poblacién
expuesta.

Teniendo en cuenta que los niveles sanguineos de Pb en Ecuador
son més altos que en oftros paises debido al empleo de combustibles
y pinturas plomadas, se consideraron como niveles altos de Pb en
sangre las concentraciones superiores a 3%9ug/dl. El promedio de Pb
en sangte en la poblacién testigo fue 20,1 £ 8,6 ng/dl, mientras que
en la poblacién expuesta se encontraron niveles promedio de Pb
sanguineo de 71.8 + 25.4 pg/dl (p<0,0001). El anélisis comparativo de
las anomalias cromosémicas entre la poblacién testigo y la expuesta
mostrd, en esta dltima, un incremento significativo de brechas de
isocromatida, fragmentos acéntricos, cromosomas desespiralizados,
y pulverizaciones cromosémicas. Estos resultados indican que la

contaminaciéon por Pb produce aberraciones cromosémicas,



probablemente mediante un mecanismo indirecto por bloqueo en la
sintesis de ADN. La poblacién expuesta también exhibi6 un
incremento muy significativo de asociaciones cromosomicas
satelitales (3 0 mas cromosomas asociados por adhesividad de
satélites). El significado de este hallazgo no es claro, pero sugiere
que la poblacién expuesta podria tener un aumento en el riesgo de
nacimientos con trisomias. El agregado de bleomicina a los cultivos
de sangre permiti6 determinar que el Pb no potencia la accion

clastogénica de este compuesto (p>0.05).

PALABRAS CLAVE

Cromosomas y Pb; clastogénesis y Pb; aberraciones
cromosomicas.



ANALYSIS OF CHROMOSOME DAMAGE IN
LYMPHOCYTES OF CERAMIC INDUSTRY
WORKERS EXPOSED TO LEAD LA VICTORIA.
COTOPAXI-ECUADOR.

SUMMARY

Lead (Pb) concentrations and chromosomal aberrations in the blood
of a population occupationally exposed to ' Pb were studied. These
results were compared with a control population with similar ethnic
structure and geographic location to that of the exposed population.
Due to the use of leaded gasolines and paints, blood levels of Pb are
higher in Ecuador than in other countries. Therefore, we considered
as high Pb concentration in blood all figures above 39 pg/dl. The
average Pb concentration in blood for the control population was
20,1 + 8,6 pg/dl, while the exposed population exhibited an average
level of 71,8 * 254 (significant difference, p <0,0001). The
comparative analysis of the chromosomal abnormality frequencies
between control and exposed populations showed a significant
increase in the frequency of isochromatid gaps, acentric fragments
and depiralized chromosomes in the exposed population.
Chromosomal pulverizations were increased close to the level of

significance. These results indicate that Pb induces chromosome



aberrations through an indirect mechanism resulting from DNA
synthesis blockage. The exposed population also exhibited a
significant increase in the association of chromosomal satellite
regions (3 or more chromosomes associated by satellite
adhesiveness). The meaning of this finding is not clear but it
suggests that exposed population may have an increased risk of
occurrency of trisomies. The treatment of blood cultures with
bleomycin (BLM) allowed us to determine that Pb does not
potentiate the clastogenic action of BLM. (p > 0.05).

KEY WORDS

Chromosomes and Pb; clastogenesis and Pb; chromosome
aberrations.
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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo, el desarrollo ecolégico fue arménico, la vida
de un organismo en ese proceso estuvo subordinada a un todo y
correspondia a los procesos quimicos y biol6gicos que ocurrian a su
alrededor.

Hasta el siglo XIX, el hombre no influy6 sensiblemente en el
desbalance del proceso de evolucién de la situacién ecolégica. Es
reconocido que una de las causas més importantes de la ruptura de
la armonfa y del desequilibrio ecolégico inducido es la
contaminacién ambiental de origen humano, ya sea por metales
pesados, plaguicidas, derivados de procesos petroquimicos,
industria papelera, maderera, aditivos alimenticios, metalmecanica,
aerosoles y otros que son eliminados en ambientes naturales: aire,
tierra, agua y que causan un serio impacto en la salud y economia de
la comunidad humana.

En la actualidad en la biésfera se encuentra en forma constante cerca
de un millén de compuestos quimicos de carécter antropogénico y el
namero de ellos crece constantemente. En el mundo cada afo se
sintetizan casi 250000 sustancias quimicas nuevas (CEPE 1989), de
ellas alrededor de 70000 provienen de la industria y se incrementan
aproximadamente 1000 por afio.

Durante los tltimos afios el interés en la exposicién ocupacional y
las enfermedades por el trabajo ha aumentado. Una de las razones
es la preocupacién en la calidad del medio ambiente y ésto se
traduce en estudios de contaminantes quimicos industriales que
afectan la salud de los trabajadores que son las primeras personas en
mostrar efectos causados por exposiciones peligrosas. Una segunda
razon es la expansién de la conciencia social, debido a que al existir
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la informacién, los trabajadores pueden conocer los peligros de la
exposicién para su salud y reducir los riesgos (Basler 1987).

El avance de la industrializacién de los paises de América Latina
implica un creciente riesgo para sus problemas con respecto a la
exposicibn a agentes téxicos que presentan propiedades

mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas (UNESCO-ROSTLAC
1987).

En muchos casos la alteracién de los ecosistemas desaparece en un
plazo més o menos variable después de eliminada la contaminacién.
Sin embargo cuando los contaminantes son capaces de inducir
alteracién en el material hereditario, ésta persiste y se propaga a
través del tiempo (Programa Regional de Desarrollo Cientifico 1980).

En afios recientes se han evidenciado un sin nimero de agentes
quimicos que tienen un potencial efecto mutagénico sobre el
hombre y la naturaleza (Hook 1982), lo que puede ser comprobado
por las alteraciones a nivel del material genético (ADN) que afectan
el metabolismo basico celular y que se refleja en los efectos sobre el
recién nacido, arterioesclerosis y cancer (DNH & DDE. 1986).

Uno de los elementos contaminantes mas comunes es el plomo. Este
metal ha sido utilizado desde el comienzo de la civilizacién, ya que
una figura de plomo encontrada en Abydos data de 3800 afios A.C.
Fue probablemente usado en el antiguo Egipto entre 7000 y 5000
afos A.C. (Niriagu 1978). Igualmente, el plomo fue utilizado en el
Imperio Romano y otras civilizaciones, en la fabricacién de
recipientes. Se especula que el declive de la civilizacién romana se
debié a una intoxicacién por plomo de sus miembros (Gilfillan 1965).

El hombre primitivo tenfa una carga cien veces menor de lo que
tiene el actual; en momias se establecié que era diez veces, en tanto
que en el Gltimo Imperio Romano se encontré una alta cantidad de

2
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plomo muy similar a la que se encuentra en el hombre actualmente
(Grand 1975).

El peligro que tenian las personas que trabajaban con plomo ya era
conocido en el siglo XVII; 200 afios después se ha establecido que
por contaminacién ambiental toda la poblacién tiene algo de plomo
en sus tejidos. Se sabe que no existe un nivel seguro de exposicién
de plomo; existen evidencias recientes de que el plomo puede dafiar
la salud en forma que antes era totalmente desconocida (OPS/OMS
1988).

La produccién de plomo en el mundo es en realidad inmensurable.
Solamente en USA. la cantidad de particulas de plomo que se
emiten hacia la atmésfera es de 166000 toneladas métricas anuales lo
cual estd produciendo una contaminaciéon de toda la bisfera que
incluye aire, agua potable, alimentos e inclusive contaminacién de la
leche materna (OPS/OMS 1988).

El consumo de plomo en 1995 en los USA fue aproximadamente
1400000 toneladas métricas, utilizdndose en la fabricacion de baterias
1220000 toneladas métricas, municiones 62000 toneladas métricas y
otros usos como construccibn de botes, en aleacién con otros
metales, fabricacion de cables, tubos, aditivos para la gasolina,
soldaduras (Mineral Industry Surveys 1996),

En Ecuador, diversos sectores de la actividad artesanal e industrial
utilizan el plomo como materia prima o producto intermedio en
imprentas, editoriales, industrias caseras, artesanias de la cerdmica,
losa, porcelana, fabricacion de herramientas como cuchilleria,
ferreteria, fabricacién de productos metélicos, maquinaria, aparatos
y suministros eléctricos, construccién de material de transporte,
fabricacién de pinturas, produccién de baterias (Charvet 1988).
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Segtin los informes del Laboratorio de Higiene Industrial del
Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social (IESS), en 1982 existian
aproximadamente 833 industrias en el pais, de las cuales 545
empresas utilizaban plomo y, de los trabajadores que se
encontraban expuestos al mismo, el 53% estaban desprotegidos
(Ortega 1982); en otra evaluacién del mismo Instituto en 1984 que
valor6 la exposicién al plomo en la industria de las baterias, el 60%
del personal poseia niveles anormales de plomo sérico y el 23%
presentaba niveles criticos (TESS. 1984).

El 51% de los trabajadores de las fdbricas de baterias ya estin
afectados en su salud y el 11.4% presentan una respuesta orgénica
crénica, igualmente se registraron valores altos de concentracién de
plomo urinario en el personal que labora en la industria gréfica
(Lasso 1989).

En términos generales, se demuestra que la contaminacién
ambiental en los lugares de trabajo de las industrias que utilizan
plomo, supera los limites considerados como permitidos.

Las denominadas industrias caseras artesanales son las més
riesgosas en cuanto al contacto con el plomo, debido a las
condiciones sanitarias deficientes y los procesos primitivos de
tratamiento en fundicién de plomo (Charvet 1988).

ESTRUCTURA DE LOS CROMOSOMAS

El cromosoma posee la informaci6én necesaria para regular el
funcionamiento celular, la diferenciacién celular, la morfogénesis y
la reproduccién de los organismos. Cualquier cambio que ocurra en
el cromosoma es la causa de mutacién, variacién y seleccién de los
seres Vivos.
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La unidad estructural de los cromosomas se denomina fibra de
cromatina, este término se usa para identificar a un complejo de
macromoléculas, que constituyen el material cromosémico de la
célula no mitética o en interfase.

La fibra de cromatina y por ende los cromosomas de eucariotas
estdn formados por la asociacién de macromoléculas diferentes, tales
como ADN, ARN, proteinas histénicas, protefnas no histénicas y
pequerias cantidades de lipidos, sales de calcio y magnesio. De todas
estas sustancias, el ADN es el almacén de informacién genética, y
por lo tanto, el componente estable del cromosoma. El ARN vy las
proteinas.. cromosémicas son moléculas que provienen de la
actividad genética y estan implicadas en la regulacion de dicha
actividad.

El grado de compactacién de la fibra de cromatina varia de acuerdo
al estado fisiolégico del niicleo; éste aumenta a medida que la célula
pasa de interfase a mitosis, explicando los diferentes aspectos que
presentan los cromosomas en la divisién celular.

Para el estudio de la morfologia cromosémica se utilizan técnicas de
aplastamiento u otros procedimientos consistentes en dispersar el
material objeto, cultivos celulares, tratamiento’. con soluciones
hipoténicas y posterior fijacién y coloracién, lo que permite obtener
células con su juego intacto de cromosomas. Los tejidos maés
apropiados para este estudio son: érganos sexuales (testiculo,
ovario), bazo, tubo digestivo, glandulas salivales, hemolinfa, sangre
periférica, médula 6sea.

El cromosoma en metafase de mitosis, alcanza el nivel maximo de
condensamiento y el aspecto de su morfologia es 6ptimo para su
estudio.

El cromosoma metafésico presenta la siguiente morfologia basica:
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Cromitidas. Cada cromosoma tiene dos cromatidas, una
corresponde al cromosoma original y la otra es el cromosoma
duplicado en el periodo S§ de la interfase del ciclo de la divisién
celular.

Brazos. Son las dos partes del cromosoma, formadas por los
segmentos de las dos cromdtidas, que se unen en la constriccién
primaria. Se los identifica como el brazo corto "p" y el brazo largo

"n_n

q".

Telémeros. Son los extremos de los brazos de los cromosomas, que
presentan polaridad, caracteristica que impide que otros segmentos
cromosémicos puedan unirse al cromosoma directamente.

Constriccién primaria- Centrémero: Es un estrechamiento que se
presenta en las dos cromédtidas. Es una zona menos tefida y de
menor contenido de ADN que el resto de los brazos cromosémicos.

Las funciones del centrémero son: mantener asociadas a las dos
cromatidas, la insercién de las fibras del huso y determinar la forma
de los cromosomas metafasicos.

El nimero y la forma de los cromosomas son, generalmente,
constantes para las células del mismo individuo y entre los
individuos de una misma especie.

EFECTOS DEL PLOMO EN LA SALUD HUMANA

Absorcién y Metabolismo.- Las sales inorgdnicas de plomo se
absorben por ingestién o inhalacién, mientras las sales orgéanicas lo
pueden hacer también a través de la piel. La absorcién pulmonar
varia con el volumen de ventilacién pulmonar y el tamafio de las
particulas, pudiendo absorberse las menores a una micra que
alcancen los alveolos, 40-60% del plomo inhalado es retenido en los

6
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pulmones, el resto pasa a la circulacién. La absorcién gastrointestinal
es aproximadamente un 10% de la dosis ingerida, pero en los nifios
puede ser hasta de un 50% (Nogué 1996). Aumenta con la
desnutricién, especialmente cuando existe déficit de hierro, calcio y
zinc; paradégicamente, la lactasa que facilita la absorcién del calcio,
también favorece la absorcién del plomo. Los adultos pueden ingerir
hasta 100 ug/dia de plomoa partir de la exposicién procedente de
los alimentos y el agua de consumo. Con estas concentraciones se
puede producir un balance positivo de plomo dado que la excresién
total diaria normalmente no supera los 80 ug/dia. En los nifios no se
tolera mas de 5 ug/Kg de peso corporal sin aumentar los depésitos
corporales de plomo (Mahaffey 1990, Wyngaarden 1991, Isselbacher
1994, Nogué 199).

Una vez absorbido, el plomo se distribuye por todo el organismo
acumuldndose en varios compartimentos. Asi, en condiciones de
equilibrio se puede encontrar en la sangre entre 5y 10 % del plomo
ingerido: el 95% de esta fraccién esta localizada en los eritrocitos. En
los adultos un 80-90% es captado por dientes y tejido 6seo
incorpordndose a los cristales de hidroxiapatita donde permanece
relativamente inactivo; en los nifios, debido al crecimiento
exponencial del sistema esquelético (en la primera infancia el
esqueleto aumenta 40 veces su masa original), esta incorporacion
sumada al déficit de absorcién de vitaminas C y D que se produce,
determinan alteraciones en la denticion y el crecimiento 6seo con
aumento radiografico de la placa metafisaria o de crecimiento de los
huesos largos (las llamadas “lineas del plomo”). El resto (5%) se
encuentra en los tejidos blandos principalmente rifiones, higado,
aorta y cerebro. En los tejidos blandos y en la sangre, la vida media
del plomo es de 24 a 40 dias, en el hueso, de 10* dias (10 a 28
afios)(Rabinowitz 1976, Gerhardsson 1993, Isselbacher 1994, Nogué
1996).
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Se considera aceptable una concentracién sanguinea de plomo
inferior a 10 ug/dL, debido a que concentraciones tan bajas como 15
ug/dL determinan ya alteraciones bioquimicas o del desarrollo
neurolégico (Isselbacher 1994, Kimbrough 1994, Piomelli 1994, Rice
1996, Johnson 1998). Una vez en la sangre, el plomo se disuelve en el
plasma y se une a la hemoglobina produciendo anemia hemolitica
en el saturnismo agudo (con concentraciones mayores a 80 ug/dL);
por otro lado, al alterar crénicamente la funcién de enzimas del ciclo
de sintesis del hem: 4cido delta-aminolevulinico sintetasa (ALAS),
acido delta-aminolevulinico deshidratasa (ALAD) y ferroquetalasa,
permitiendo la acumulacién de alfa protoporfirina libre de los
hematies y coproporfirina Il que tienen efectos txicos, se reduce la
sintesis de hemoglobina (anemia ferropénica-hiporregenerativa),
produciéndose un circulo vicioso, pues el déficit de hierro aumenta
2 a 3 veces la absorcién de plomo (Hammond 1977, Nestlé 1985,
Moore and Goldberg 1985, Parera 1986, Albiano 1989, Haddad 1990,
Nogué 199).

La ruta de excresién principal son las heces (80-90%) y la orina
(10%). Se excretan pequefias cantidades en el pelo, las uiias, el sudor
y la saliva. El plomo pasa a través de la placenta y de la barrera
hematoencefilica y puede encontrarse en la leche humana (Enhart
1992, Isselbacher 1994, Saxena 1994, Needleman 1995, Bossano &
Oviedo 1996).

Muchas biomoléculas interactian con el plomo: lipidos, 4cidos
organicos, compuestos aromdticos, grupos sulfhidrilo de las
proteinas. Es téxico para las enzimas y 4cidos nucleicos afectando a
los tejidos en desarrollo y regeneracién rapida més que a aquellos
que tienen un recambio lento. Interfiere con el transporte del Ca*?,
la sintesis y liberacién de neurotransmisores, la activacién de la
proteincinasa C, la agregacién plaquetaria, la sintesis de anticuerpos,
la resistencia a endotoxinas y en general, la funcién del sistema
inmunolégico de defensa, determinando aumento en la
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suceptibilidad a las infecciones bacterianas, virales y parasitarias. En
concentraciones elevadas altera la estructura terciaria de las
proteinas intracelulares, desnaturalizdndolas y causando muerte
celular e inflamacién tisular, pudiendo incluso, ser el asiento de
enfermedades de tipo degenerativo-maligno (Gerber 1980, Lépez
1992, Isselbacher 1994, Johnson 1998).

Toxicologia Clinica.- Los efectos toxicos del plomo son distintos en
nifios y adultos. En adultos el saturnismo se caracteriza por malestar
general, dolor abdominal, anemia, enfermedad renal, confusién,
cefalea, ataxia, pérdida de la memoria y neuropatia periférica con
desmielinizacién de los axones neuronales que determina retardo en
la conduccién nerviosa, parestesias, paresias y paralisis de los
miusculos con su correspondiente atrofia (cuando afecta a miasculos
extensores se produce la “mano o pié péndulos o en garra”); a
menudo existen también alteraciones en la funcién tiroidea,
cardiaca, hepitica y se ha descrito un tipo de gota saturnina, que es
una forma de artritis producida por el acimulo de dcido trico en las
articulaciones (por el dafo renal) a lo que se suma acimulo de
guanina debido a la inhibicién de la enzima guanina
aminohidrolasa, también muy sensible al plomo, determinando
dolor y tumefaccién articular intensos. Estos sintomas se asocian con
una elevacién prolongada de las concentraciones de plomo por
encima de 80-100 ug/dL de sangre. Existe una forma subclinica o
asintomdtica que tiene que vei mds con la exposicién crénica y
afecta sobre todo al sistema nervioso periférico y rifiones,
describiéndose ademdas una asociacion lineal entre hipertensién y
concentraciones de plomo superiores a 30 ug/dL (Farkas 1978,
Molina & Ballesteros 1982, Poor and Mituszova 1989, Nolan and
Shaikh 1992, Isselbacher 1994, Bossano & Oviedo 1996, Nogué 1996,
Navah 1996).

No hav informacién epidemiolégica indicativa de los efectos del
plomo sobre la fecundidad femenina o el desarrollo fetal “in dtero”,
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pero en la bibliografia se mencionan a menudo partos de fetos
muertos o prematuros, mayor tendencia a abortos esponténeos, y
recién nacidos de bajo peso en mujeres que trabajan en la industria
del plomo (Afap 1986, Fundacién Natura 1987, Ernhart 1992, Anttila
1995). Ademés se ha constatado una incidencia mas elevada de
disfuncién ovulatoria, principalmente ciclos anovulatorios y ciclos
con anormalidad del cuerpo liteo; en comparacién con un grupo
testigo (Fundacién Natura 1987). Existen anormalidades en el
volumen y la forma de los espermatozoides observiandose
astenospermia _y teratospermia en trabajadores de baterias
(Lancronjan 1975, Nordenson 1978), lo que sugiere la produccién de
mutaciones letales durante la espermatogénesis-y posiblemente la -
ovogénesis, afectando la capacidad reproductiva del ser humano
(Gerber 1980). :

El saturnismo infantil se caracteriza a diferencia del adulto, por una
grave encefalopatia que deja secuelas neurolégicas irreversibles
(Haddad 1990). En la forma aguda los sintomas reflejan el efecto
directo de las concentraciones altas de plomo (80 ug/dL), asi como
las alteraciones graves de la sintesis de porfirinas y comprenden:
malestar general, dolor abdominal, irritabilidad seguida de letargia,
anorexia, palidez, ataxia y lenguaje incomprensible (Albiano 1989,
Isselbacher 1994, Schonfeld 1995) En los casos graves las
convulsiones, el coma y la muerte se deben a un intenso y
generalizado edema cerebral y a la insuficiencia renal que por la
destruccién de los tibulos renales, se produce (Isselbacher 1994,

Schonfeld 1995).

La forma subclinica o crénica se asocia con 30 ug/dL o més de plomo,
con o sin aumento de la protoporfirina eritrocitaria; es mas peligrosa
en los nifios, puesto que, la carencia de sintomas retarda la solicitud
de atencién médica, agravando los efectos sobre el SNC: déficit
intelectual, desé6rdenes selectivos de las funciones cognoscitivas,
lenguaje, audicién, motricidad y comportamiento (hiperactividad,

10
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conducta criminal y otras anomalias de orden psiquiétrico); lo que
depende de la edad y de la duracién de la exposicién. Estos tltimos
factores son més importantes que la magnitud misma de la
concentracién de plomo, por tanto es necesario evitar a toda costa la
lesién en el feto y nifio pequefio (Bellinger 1987, Baghurst 1992,
Isselbacher 1994, Shannon 1996, American Medical Association 1996,
Rice 1996, Counter 1997).

Indiscutiblemente, lo anteriormente expuesto se refleja en reduccién
de la capacidad productiva de los individuos, debido a la falta de
rendimiento fisico-intelectual con aumento de morbilidad (MSP de
Chile 1975, Nestlé 1985).

DANO CROMOSOMICO Y PRUEBAS CITOGENETICAS

La exposicién humana a productos quimicos genotéxicos puede ser
monitoreada mediante las pruebas que permiten determinar el dafio
cromosémico, con la mayor precision posible: aberraciones
cromosémicas estructurales, microniicleos, intercambio de

crométidas hermanas (ICH) en células somaticas, preferentemente
en linfocitos periféricos.

Los linfocitos periféricos humanos son adecuados para los estudios
citogenéticos por lo siguiente:

1. Estdn en la etapa de reposo del ciclo celular pudiendo
analizarse las alteraciones cromosémicas mucho tiempo
después de la exposicién.

2. Son células de larga vida que permiten el andlisis del dafo
cromosémico producido por exposiciones crénicas o dosis
bajas. Los efectos de tales exposiciones no pueden ser
analizados en animales de experimentacién.
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3. Se obtienen facilmente y pueden lograrse metafases y
microntcleos empledndose métodos rutinarios.

4. Los dafios acumulados pueden ser observados
principalmente en los linfocitos T 1, porque el 90% tienen
un tiempo de vida media de 3 afos.

5. Las aberraciones cromosémicas por induccién permanecen
constantes por anos.

El proceso de produccién de alteraciones cromosémicas determina
primariamente la alteracién del dcido desoxirribonucleico (ADN) de
las cromadtidas. Por tanto, el incremento de la frecuencia de
aberraciones cromosémicas en linfocitos periféricos observable "in
vivo" indica la existencia de riesgo elevado de cdncer en una
poblacién expuesta (UNESCO-ROSTLAC 1987).

ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Las alteraciones del material genético pueden ser espontineas o
inducidas .Mientras que las mutaciones espontdneas ocurren por
causas endbgenas, como por ejemplo errores en la replicacién, las
mutaciones inducidas se producen por la accién de agentes fisicos
(radiacién solar, rayos césmicos, sustancias radiactivas), quimicos
(gas mostaza, nitrosaminas, epdxidos de plaguicidas, pinturas,
esmaltes, solventes, benzeno y sus derivados, compuestos de
metales pesados, anticancerigenos), biolégicos (virus, bacterias),
capaces de actuar directa o indirectamente sobre el ADN.

Las aberraciones cromosémicas estructurales son producidas por
rupturas de las cadenas de polinucleftidos de ADN y
recombinaciones de dichas rupturas, que la célula no repara
ocasiondndose cambios en la integridad y forma de los cromosomas
visibles en los procesos reproductivos de la célula: mitosis, meiosis.
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Los cambios numéricos son las heteroploidias, ocasionadas por el
mal reparto de los cromosomas en la formacién de los gametos y
células somaticas en las que se altera el nimero de 46 cromosomas.

Las lesiones no reparadas del ADN repercuten en la salud de los
humanos de diferente forma en las células somaticas y en las
germinales. Las microlesiones determinan cambios en las células
somdticas y/o germinales produciendo enfermedades génicas;
cuando las afectadas son las germinales trasmitirdn esta lesién a la
descendencia. Las macrolesiones o aberraciones cromosémicas en
las células somaticas ocasionan alteraciones en el control del ciclo
celular determinando el aparecimiento de cincer; en las células
germinales establecen una anémala distribucién de los cromosomas
originando ~gametos aneuploides facilmente detectables al
microscopio.

Las bases conceptuales de los ensayos citogenéticos o mediciones
del dafio cromosémico en células somaticas humanas. representan
los eventos iniciales en un proceso que puede ser eventualmente la
manifestacién de una enfermedad, por ello el control citogenético
puede servir como indicador temprano para la prevencién de
aspectos adversos. La presencia de aberraciones cromosémicas
puede sefalar un problema potencial en la poblacién pero la
extrapolacibn de los riesgos en términos cuantitativos es
extremadamente dificil. Es por ésto que los cambios cromosémicos
son indicadores de dafios genéticos celulares en una poblacién, que
pueden ser utilizados para predecir potenciales efectos en la salud.
La relevancia de encontrar estos dafios cromosémicos en linfocitos
se fundamenta en la importancia de saber que las exposiciones a
agentes genotéxicos pueden causar dafio en el material genético
humano (Sorsa & Yager 1987, IMBICE 1980).

13
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CLASIFICACION DE LAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS
ESTRUCTURALES

Las aberraciones cromosémicas estructurales, pueden ser
clasificadas en base a definiciones y denominaciones precisas y
universales de la siguiente manera: (Savage 1975, ISCN 1985)

ABERRACIONES DE CROMATIDA:

% Brecha de Isocromitida “Gap Cromatidico” (get): es una regién
no coloreada o una lesién acromitica de una crométida simple
en la cual hay una minima desviacién en la linea de la
cromaétida.

K/
0.0

Ruptura Cromatidica (rct): es una discontinuidad de una
cromdtida simple, en la cual hay una clara desviacién en el
alineamiento de la cromatida.

9
0.0

Intercambio cromatidico (ict): es un reordenamiento anormal
de crométidas pareadas que originan figuras de crométidas
(trirradios, cuadrirradios, etc.)

ABERRACIONES CROMOSOMICAS:

% Brecha Cromosémica “Gap Cromosémico” (gcs): es una region
no coloreada o una lesién acromatica, en el mismo locus de las
dos cromédtidas de un cromosoma simple, en el cual hay un
minimo error en el alineamiento de las crométidas. El término
gap cromosémico es sinénimo de gap isolocus y gap
isocromatidico.

<* Ruptura Cromosémica (rcs): es una discontinuidad en el mismo
locus en las dos crométidas de un cromosoma simple,
originando un fragmento acéntrico y un cromosoma

14
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9
L4

)
..0

K/
L4

monocéntrico anormal. Son sinénimos los términos fractura
isolocus y fractura isocromatidica. Los fragmentos presentan un
desalineamiento evidente con relacién a la cromaétida.

Dicéntrico (dic): es un cromosoma que tiene dos centrémeros y
que resulta de un intercambio asimétrico.

Anillo (ani): se forma como resultado de deleciones teloméricas
en las dos regiones terminales del cromosoma y la subsecuente
unién de las zonas terminales de los dos brazos del cromosoma.

Fragmento Cromosémico Acéntrico (ace): son fragmentos
cromosomicos alineados en forma paralela en los cuales no hay
centrémero.

ABERRACIONES DE NUMERO

)
L

Poliploidia (pp): es consecuencia de la endorreduplicacién, en
donde el ndmero cromosémico es miltiplo del nimero
haploide.

Aneuploidia: es una alteracion en la cual el namero
cromosémico se encuentra aumentado o disminuido en una
cantidad diferente al ndmero haploide, dando origen a
monosomias, trisomias, tetrasomias, pentasomias, etc.

ANOMALIAS ADICIONALES

0,
0.0

*,
L

Desespirilizacién cromosémica (desp): se refiere a la pérdida
de continuidad del eje de las cromdtidas, se asemeja a
cromosomas electrizados.

Rupturas miiltiples (rmul): son miltiples alteraciones
estructurales de cromatida o cromosoma, en la misma metafase.

15
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< Pulverizacién (pvz): son uno o mas cromosomas totalmente
fragmentados o donde wuna célula contiene brechas
cromosémicas 0 quiebras que no son normales, asociados con
intercambios de manera que no pueden ser contados.

% Asociacién satélite (asosat): es la unién entre si de los
cromosomas acrocéntricos por intermedio de un puente de
cromatina.

MICRONUCLEQOS

Los microntcleos son aberraciones cromosémicas que se observan
en forma de pequefias masas de cromatina circulares u ovales, de
bordes bien definidos por envolturas, que tienen la apariencia de
niicleos pequefios ubicados en el citoplasma y cerca del nicleo
principal, durante la interfase celular siguiente a la mitosis en que se
produjo la accién de los clastégenos.

Se forman por fragmentos acéntricos originades por rupturas del
cromosoma, que por carecer de centrémero no pueden migrar a los
extremos celulares en anafase. También se forman por ccomosomas
_enteros, rezagados y que no se incluyeron en los niicleos, por accién
de mutigenos que alteran el citoesqueleto o los componentes del
huso. Estos micronticleos son de mayor tamano que los originados
por los fragmentos acéntricos.

Los investigadores han descrito y aplicado técnicas citogenéticas
para detectar de manera simple y rdpida el dafio cromosémico y del
huso mitético, causado por agentes clastégenos, mediante la
observacién de microniicleos de raices de plantas, linfocitos de
animales y humanos, eritrocitos de médula ésea de mamiferos,
higado y epitelio colénico de ratén (Evans 1959, Matter & Schmid
1971, Heddle 1976).
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FRAGILIDAD CROMOSOMICA

El test de induccién de fragilidad cromosémica, es uno de los més
sensibles para indicar probabilidad de malignidad en poblaciones de
alto riesgo, la posibilidad de utilizacién de técnicas citogenéticas con
adicion de alquilantes radiomiméticos como aphidicolina,
bleomicina, sirven como medidas de diagnéstico, ubicacién de sitios

.frégiles, puntos calientes de dafio clastogénico y localizacién de
protooncogenes asi como otros problemas que estdn lejos de ser
aclarados (Gebhart 1987, Minden 1987, Phillips 1987).

La bleomicina, un antibi6tico antitumoral soluble en agua derivado
de los glicopéptidos, aislado del "Streptomyces wverticillus", posee
actividad: antimicrobiana, antiviral y antitumoral, actia como un
alquilante radiomimético (Vig' & Lewis 1978),  produciendo
inhibicién de la sintesis y ruptura de la cadena del ADN en cultivos
celulares in vivo e in vitro (Umezawa et al 1966, Haidle et al 1972,
Fujiwara & Kondo 1973), inhibicién de la mitosis (Shirakawa et al
1971, Wheatley et al 1974, Berry et al 1985), no induce degradacién
significativa del ARN en células de mamiferos (Haidle et al 1972,
Kuo 1981). La ruptura del ADN se produce preferentemente en las
regiones ricas en timina, citosina, adenina, y guanina, teniendo més
avidez por los sitios en donde se encuentra G-C y G-T (Haidle et al
1972), ocasiondndose liberacién de bases (70% timina, 22% citosina,
8% adenina) (Sausville et al 1978), radicales libres e hidrolasas
(Ishida & Takahashi 1975, Muller & Zahn 1977, Sausville et al 1978),
degradacién del nucleosoma, ruptura de las uniones fosfodiéster
(Haidle et al 1972), destruccién de la desoxirribosa (Fisher 1985),
inhibicién de los precursores de ADN y de sintesis de proteinas
(Fujiwara & Kondo 1973).

La droga utilizada en esta investigacion es el Blenoxane que estd
constituida por una mezcla de bleomicina A2 (60-65%), bleomicina
B2 (30%), dimetil bleomicina A2, glucosa, 3- O-carbomyl-D-manosa,
5- amino4cidos y una amina (Berry et al 1985) que produce muerte
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celular, dafio cromosémico y retardo del ciclo celular (Fisher 1985)
debido a que su accién es semejante a muchos de los efectos
moleculares y citolégicos de las radiaciones ionizantes (Berry et al
1985, Scott. & Zampetti-Bossler 1985).

La BLM puede actuar directamente sobre el nticleo, alterando las
membranas celular y nuclear, produciendo aberraciones
cromos6émicas en mitosis (Berry et al 1985) y en interfase en las
regiones extendidas de cromatina (Kuo & Hsu 1978), produce
hipertrofia de los organelos celulares (mitocondria, cuerpo de Golgi)

e incrementa el volumen de las células multi nucleadas (Vig & Lewis
1978).

Est4 bien establecido que 1a BLM induce dafo cromosémico (Ohama
& Kadotani 1970), tipo dicéntricos, anillos (Kuo & Hsu 1978),
condensacién prematura cromosémica (Savage 1975, Sognier et al
1982), fragmentos acéntricos e intercambio cromatidico (Tamura et
al 1975), pulverizacién cromosémica (Savage 1975), muerte celular
(Vig & Lewis 1978); de los cromosomas lo mds afectado es el brazo
corto, especialmente en los cromosomas de los grupos A y D
mientras que el cromosoma 3 es €l mas resistente (Ohama &
Kadotani 1970). Los efectos genotéxicos de la BLM pueden ser
modificados cuantitativamente por componentes teblicos, cafeina,
hipertermia y H202 (Larramendy et al 1989).

Las rupturas son de hasta 1020 x 10 ® bases (Berry et al 1985, Scott &
Zampetti-Bossler 1985), la generacién de aberraciones cromatidicas

demuestran que la accién de la BLM no es S-dependiente (Dresp et
al 1978).

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH)

El intercambio de croméatidas hermanas (ICH) es una manifestacién
citolégica de ruptura, intercambio de material genético y reparacion
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post-replicacién de las cadenas de ADN en sitios aparentemente
homélogos de las dos crométidas de un mismo cromosoma (Kato
1977, Natarajan 1993).

Este fenémeno fue descubierto en 1958 por Herbert Taylor,
estudiando los mecanismos y la cinética de la duplicacién
cromosOmica, observando que los cromosomas y segmentos
cromosémicos se replican-de forma semiconservativa en diferentes
momentos durante el periodo S de la interfase del ciclo celular.
(Taylor 1958, Roodney 1992).

Los estudios de Taylor se basan en la marcacién de los cromosomas
empleando precursores radiactivos como la timidina tritiada (H’
Tdr) que es un emisor de radiacién beta que se incorpora a los
cromosomas, permitiendo diferenciar a las cromadtidas, por la
presencia de modificacion en la coloracién de una crométida,

mientras la otra conserva la coloracién original (Taylor 1958, Dulout
1997). Z

La técnica mas difundida es la que se basa en el uso de un andlogo
de la timidina como la 5-Bromo-2-desoxiuridina (BrdU), que permite
la visualizaciéon de coloracién diferencial en las cromatidas
sustituidas. Cuando los .cromosomas sustituidos con BrdU son
posteriormente coloreados con 'bisbenzimidazole (Hoechst 33258)
que se une al ADN en los pares de bases A-T, existe un
“opacamiento” del brillo fluorescente normalmente observado
cuando los cromosomas no sustituidos son tenidos con este
colorante. El efecto “opacamiento” puede ser visualizado por
microscopia fluorescente de las preparaciones cromosémicas fijadas
o las mismas pueden ser posteriormente expuestas a fot6lisis y
tefiidas con Giemsa (Perry & Wolff 1974, Latt 1981, Perry &
Tompson 1984, Therman 1993).
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La técnica puede aplicarse para detectar diferentes ciclos de
replicacién o para diferenciar entre replicaciones tempranas y
tardias dentro de un mismo ciclo celular, esto se consigue cuando se
afiade la BrdU en pulsos al inicio o al final del ciclo. Sin embargo,
cuando se expone a las células somadticas a dicha sustancia durante
dos ciclos celulares completos, permite observar modificaciones de
coloracién entre las cromdtidas de un mismo cromosoma (una
crométida es de color opaco y la otra coloreada) y los ICHs se

pueden observar y contar con relativa facilidad (Therman 1993,
Dulout 1997)

Los ICH son eficientemente inducidos por aquellos agentes que
forman uniones covalentes al ADN o que interfieren con el
metabolismo o reparacién del mismo. La frecuencia basal de ICHs
varia entre los individuos, resultando  dificil establecer el
aparecimiento y frecuencia de ICHs esponténeos; se ha observado
que los ICHs aumentan en humanos expuestos a genotoxicos, por
ello el ICH serfa el indicador mds sensible de la actividad
mutagénica que ocasionaria las quiebras cromos6émicas (Therman
1993, Natarajan 1993).

Pese a que una amplia variedad de agentes quimicos y fisicos que
causan aberraciones cromosomicas fambién dan origen al
incremento en la frecuencia de ICHS; no existe relaciéon entre la
presencia de quiebras cromosémicas y la de ICHs, debido a que los
ICHSs ocurren a una distancia de 0.25 a 0.50 um uno de otro (Dillehay
et al 1989), mientras que la distancia entre los dos fragmentos de una

ruptura cromosémica es siempre mucho mayor (Duncan & Evans
1983).

El significado biolégico de los ICHSs no estd por tanto, definido. Pero,
debido a que la constitucién genética de la célula no cambia, el ICH
no involucra un cambio en la morfologia cromosémica y en
consecuencia es facilmente identificado(Stetka 1982).

20



PLOMO, GENOTOXICIDAD Y SALUD HUMANA

EFECTOS DEL PLOMO EN LOS CROMOSOMAS DE
ANIMALES YHUMANOS

Existen varias publicaciones concernientes a la accién del plomo
sobre pardmetros fisiolégicos en estudios utilizando modelos
animales, pero la posible accion mutagénica de este metal es
discutida. Se ha observado una relacién directa entre la presencia de
brechas de isocrométida y la dosis de plomo recibida, en células de
médula 6sea de ratones expuestos a 1% de Acetato de Plomo por
largo tiempo de exposicion (Muro & Goyer 1969).Sin embargo otras
investigaciones (Leonard et al 1974, 1986; Keck & Emerit 1979) no
observaron anormalidades cromos6émicas en médula 6sea de ratones
expuestos al plomo en la dieta o en el agua de bebida.

No se encontré aumento de anormalidades cromosémicas, ni de
ICHs en monos "in vivo", de la misma forma no se encontr
aberraciones en ganado accidentalmente expuesto a una mezcla de
metales pesados incluyendo al plomo (Deknudt et al 1977, Gerber et
al 1980, Willems 1982).

Algunas razones son las responsables de los resultados divergentes:
diferencias de una especie a otra con respecto al metabolismo del
plomo, tiempos cortos de exposicion, influencia de otros
contaminantes y de las condiciones dietéticas que podrian modificar
la mutagenicidad del plomo (Deknudt et al 1977).

Existen numerosos estudios citogenéticos efectuados en poblaciones
contaminadas por Pb por causa laboral, en los cuales se demuestra la
capacidad potencial de este agente para inducir aberraciones
cromosémicas (Bauchinger et al 1977, Deknudt et al 1977, Dalpra et
al 1978, Sarto et al 1978, Hogestedt et al 1979, Forni et al 1980,
Beckman et al 1982, Nordenson et al 1982, Garza-Chapa et al 1987).
Sin embargo, los resultados obtenidos distan de ser categoéricos,
debido a que en algunas de estas publicaciones no se observa una

correlacién entre niveles de Pb y clastogénesis. Las causas del
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disenso pueden ser varias: diferencias metodolégicas, factores
nutricionales y que los niveles de Pb en sangre no son
excesivamente altos en algunos de los casos analizados (Bauchinger
et al 1977, Bijlsma & De France 1978, Nordenson et al 1978), como se
demuestra en el cuadro I:
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CUADROI

ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN CULTIVOS DE SANGRE
DE INDIVIDUOS CONTAMINADOS CON PLOMO*

EXPOSICION No.DE NIVEL EN CLASTOGENESIS REFERENCIA
SUJETOS SANGRE
(ug/dl)

Hombres intoxicados con 7 Negativo Biscaldi et al

Pb 1969

Fabrica de Oxido de Plomo 8 62-89 Incremento de dafio Schwanitz et al
cromatidico y 1970
cromosdmico,
correlacionado con
exposicién

Policfas de Transito 29 20-30 Negativo Bauchinger et al

1972

Fébricas de Quimicos 10 60-100 Rupturas y gaps Gath y Thiess
cromatidicos 1972

Trabajadores del Plomo 65 64 Rupturas cromatidicas Forni y Secchi
y crométidas 1972
desespiralizadas,
intercambios
cromosémicos
dependientes de
exposicién

Manufactureros del Plomo 32 <59 Negativo Schmid et al

1972

Trabajadores del Zinc . 14 Aberraciones Deknudt et al
cromosémicas (existe 1973
la posibilidad de
exposicién de Zinc y
Cadmio)

Soldadores de Barcos 35 40-120 Negativo (incremento  O’Riordan &
en aberraciones Evans, 1974
cromatidicas en
comparaci6n con el
grupo testigo)

Trabajadores de desperdicio 105 12-97 Anormalidades Schwanitz et al

de metal estructurales (gaps, 1975
ruptras, hiperploidias)

Homos de baterfas de 11 34-64 Incremento en Forni et al 1976

Plomo exposicién inicial de
gaps y rupturas, en
nuevos trabajadores

Plantas esmaltadoras de 24 Promedio 19 Rupturas cromatidicas Bauchinger et al

Zinc

e intercambios

1976
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Continuacion...

Ky

——
Bijlsma & De

Ingesta voluntaria Aproxima- Negativo
damente 40 France 1976
Fébricas de Oxido de Plomo 44 30-75 Aberraciones Garza-Chapa et al
cromosdmicas y 1987
cromatidicas
correlacionado con
larga expeosicién.
Fabricantes de baterias 23 44-95 Dicéntricos, anillos, Deknudt et al
fragmentos. 1977
Casos pediétricos Negativo Bauchinger et al
1977
Hogstedt et al
1979
Fabricantes de baterias 20 53-100 Rupturas y fragmentos = Sarto et al 1980
correlacionados con
exposicion
Trabajadores de esmalte 26 23-65 Gaps, aberraciones de  Nordensen et al,
cromiétida y 1978
cromosoma con hivel
de plomo en sangre
Fabricantes de Baterias 12 2449 Aberraciones Forni et al 1980
cromatidicas y
cromosémicas
Esmaltadores de Plomo 18 49 Aberraciones Maeki-Paakkanen
cromosdmicas e etal 1981
Intercambio de
crométidas hermanas
Trabajadores de esmalte Aberraciones Beckman, et al
cromosémicas 1982
Trabajadores de esmalte Negativo Nordenson et al
1982
Fabricantes de baterfas 10 56 Incremento de Grandjean et al
Intercambio de 1983
crométidas hermanas
Casos Pediétricos 19 30-63 Aberraciones Dalpra et al 1983
cromatidicas y
cromosémicas
Fabricantes de baterias 19 64 Aberraciones Al-Hakkuk et al
cromosémicas 1986

*Mmodificado de Winder C. & Bonin T. (1993)
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UN MODELO DE TRABAJO EXPERIMENTAL
OBJETIVOS

)

<+ El objetivo del presente trabajo, es analizar la frecuencia de
aberraciones cromosémicas en la poblacién de La Victoria
con alta exposicién al Pb de origen ocupacional.

% Determinar si la intoxicacién crénica por plomo potencia el
riesgo de dano cromosémico por el agente radiomimético
(Bleomicina).

MATERIAL Y METODOS

Caracterizacién de las poblaciones.

La Parroquia “La Victoria” estd ubicada en una circunscripcion
geografica del Cantén Puijili, Provincia del Cotopaxi, Repfiblica del
Ecuador. Es parte de la regi6n interandina, con un 4rea de 20 Km?,
situada entre 78241 41" longitud occidental y 0° 54 53" latitud sur.
Las temperaturas oscilan entre 12 y I8 grados centigrados, las
precipitaciones entre 500 y 1000 mm anuales. La altitud es de 2648
metros sobre el nivel del mar. El sueloes erosionado y no apto para
la agricultura. Es uno de los ecosistemas maés afectados por la
contaminacién ambiental producida por la industria artesanal de la
alfareria. Todo el ecosistema recibe el impacto de la quema de
productos combustibles vegetales, de la combustién de llantas de
caucho, combinados con gases de particulas de plomo, el mismo que
se deposita en el suelo y en la superficie del agua por la accién de la
gravedad y de la lluvia. Ademés se ha podido observar que los
cultivos y los animales, se encuentran permanente y peligrosamente
expuestos a la accion nociva del plomo.
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La poblacién de “La Victoria”, segiin los datos del dltimo censo de
1990, tiene 2698 habitantes, los cuales se encuentran concentrados
454 en el drea urbana y 2244 en el drea rural. Comparando con el
censo de 1982 en el que el niimero de habitantes era 2545, se puede
deducir que el incremento de la poblacién es muy bajo, debido
posiblemente a dos factores: la migraci6n y la mortalidad.

La principal actividad econémica ha sido y es, desde hace varias
generaciones, el trabajo artesanal de la alfareria.

De la poblacién econémicamente activa, aproximadamente 900
trabajan en alfareria y cerdmica; de ellos 850 utilizan el esmalte de
plomo para el decorado o “vidriado” de las piezas. Siendo como es
una actividad familiar, intervienen adultos, jévenes y nifios de los
dos sexos.

Desde hace mas de setenta afios se incorporé la utilizacién del
acetato de plomo, obtenido de la fundicién de placas de baterias y
pilas viejas, en forma de esmalte para barnizar y brillar las piezas de
ceramica y tejas de barro. Esta actividad la efectian sin proteccién
de vestimenta adecuada, sin mascarillas y con las manos
desprovistas de guantes. De tal manera que los alfareros de La
Victoria absorben el plomo por via respiratoria, epidérmica y
digestiva.

Estos peligros del uso del plomo se ven potenciados por el proceso
rudimentario utilizado en la actividad alfarera y por las condiciones
socioeconémicas y de salubridad, por lo que es necesario conocer
estas caracteristicas.

Se utiliz6 como testigo a la poblacién 11 de Noviembre, ubicada en
una circunscripcién geografica del cantén Latacunga, Provincia de
Cotopaxi. Es parte de la regién interandina con un 4rea de 16 Km?,
situada entre 78240 31" longitud occidental y 02 54~ 25" latitud sur.
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Estdi a una altura de 2850 metros sobre el nivel del mar y es
colindante con la parroquia La Victoria. Las temperaturas oscilan
entre 11 y 18 grados centigrados y las precipitaciones entre 500 y 1000
mm anuales. La parroquia 11 de Noviembre tiene 1753 habitantes y
la principal actividad econémica es la agricultura de subsistencia.

Las dos poblaciones La Victoria y 11 de Noviembre, viven en
ecosistemas similares, tienen la misma. estructura étnica, similar
ubicacién geogréfica y similares habitos alimenticios y culturales,
deficientes condiciones de salubridad y acceso minimo a los
servicios de salud y educacién. Reflejan una situacién precaria en el
proceso productivo, tienen bajos ingresos y son considerados de
pobreza critica, los indicadores de morbimortalidad general e
infantil son significativamente mayores al promedio nacional. La
principal diferencia entre estas dos poblaciones es la ocupacional.

Desde 1991, se mantuvieron contactos personales con los pobladores
de La Victoria y 11 de Noviembre con el fin de preparar la
infraestructura de la experimentacién. A partir de 1996, los
investigadores participantes en el proyecto viajaron semanalmente a
las poblaciones de La Victoria y 11 de Noviembre, mantuvieron
conversaciones con los pobladores para explicarles las preguntas del
formulario y los objetivos del proyecto. Se tuvo especial cuidado en
no inducir respuestas dirigidas a las preguntas de la encuesta. Se
obtuvieron muestras de sangre de un total de 41 voluntarios de La
Victoria y 42 voluntarios de 11 de Noviembre. En algunos casos
fallaron los cultivos de sangre y en otros casos no se pudieron
determinar los niveles de Pb en sangre, por lo cual los resultados
finales estdn basados sobre el andlisis de 33 muestras de personas
expuestas y 32 muestras testigo.

Extraccién y Cultivos de Sangre.- A cada voluntario se le extrajeron
12 ml. de sangre total con jeringa descartable heparinizada
(Liquemine®.- ROCHE 5000 U/ml). La muestra se traslad6 al
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laboratorio para su procesamiento dentro de las 12 h de haber sido
extraida. La sangre se dividi6 en 5 alicuotas a ser empleadas para
dosaje de Pb, cultivos de linfocitos y analisis hematoldgico.

Los cultivos se iniciaron con el agregado de 1ml de sangre total a
9ml de medio de cultivo compuesto por 78% de RPMI 1640 (GIBCO-
BRL%), 20% de suero bovino fetal, 2% de Fitohemaglutinina
(GIBCO-BRL®) y antibidticos  (penicilina 50U, estreptomicina
0.0125U, anfotericina0.0025U GIBCO-BRL®). Los cultivos se
incubaron a 37°C. Dos horas antes del sacrificio se los traté con
Colcemid (SIGMA®). La cosecha de células se efectu¢ a las 48 h. (20
casos) y 72 h. (todos los casos). Parte de los cultivos recibieron 20
pg/ml de BrdU y se los sacrificé a las 72 h., con el fin de analizar la
duracién deciclo celular y frecuencia de ICH. Tanto en los expuestos
como en los testigos los sacrificios de 48 h. y los tratamientos con
BrdU no produjeron mitosis, por consiguiente el anélisis de
aberraciones cromosémicas se efectud con los cultivos sacrificados a
72h. sin el agregado de BrdU. En todos los casos se efectuaron
cultivos sin y con el agregado de bleomicina (BLM) (BLENOXANE?®-
BRISTOL) a una dosis de 2ug/ml desde el comienzo del cultivo hasta
el momento del sacrificio (72h.). Los extendidos cromosémicos se
efectuaron mediante la técnica de secado al aire.

Anilisis de Aberraciones Cromosémicas.- Se estudiaron 200
metafases por individuo, determinandose la frecuencia de
aberraciones de crométida: brecha (“gap”) de mono e isocrométida,
fracturas de crométida e intercambios de cromatida; y la frecuencia
de aberraciones cromosémicas: fragmentos cromosémicos
acéntricos, dicéntricos, anillos. Ademés se determind la frecuencia
de metafases con desespiralizaci6n de cromitida o cromosoma
(elongaci6n alociclica de un segmento de crométida o cromosoma, o
de uno o més cromosomas con mantenimiento de la condensacién
en el resto del complemento) y se determiné la frecuencia de
metafases con rupturas miltiples mixtas de cromatida y
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cromosémicas y de metafases con pulverizacion cromdsomica.
Asimismo, se determiné la frecuencia de asociaciones satelitales
miltiples (asociacién de 3 o mas cromosomas por adhesiéon de
satélites) y de células poliploides (International System for Human
Cytogenetics Nomenclature ISCN 1985).

Pruebas Estadisticas.- Se us6 la prueba no paramétrica U de “Mann
Whitney”, usdndose como nivel de significado un alfa < 0.05. Para
establecer la asociacion de Pb y aberraciones cromosémicas se
aplicaron las pruebas de correlacion de Spearman y regresion lineal,
asi mismo para establecer la relacién entre Pb y BLM como posibles
factores aditivos o potenciadores de aberraciones cromosémicas se
aplicé la prueba de andlisis de la varianza factorial.

Dosaje de Pb.- La concentracién de Pb en sangre se llev6 a cabo
mediante métodos de absorcién atémica (Yeager et al 1971). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1988, estableci6 40pg/dl
como el nivel maximo aceptable de Pb en sangre. En Estados
Unidos, el Centro de Testigos y Prevencion de Enfermedades
propuso en 1975 un nivel de tolerancia equivalente a 30pg/dl de Pb
en sangre y luego en 1985 y 1991 descendié estos niveles a 25ug/dl y
10pg/dl respectivamente. Los niveles mas bajos para EEUU se deben
a la prohibicién del uso de gasolinas y pinturas con Pb. En Ecuador,
el empleo de gasolinas y pinturas plomadas es atin ampliamente
difundido. En consecuencia, el estudio de los niveles de Pb
sanguineo en Quito realizados por Bossano & Oviedo (1996),
arrojaron cifras promedio de 14.4 a 28.2 pg/dl de acuerdo al tipo de
poblacién estudiada. Debido a estos resultados, hemos resuelto
aceptar la cifra de 40pg/dl propuesta por la OMS como el nivel de Pb
aceptable que més se adapta a las condiciones del Ecuador.
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RESULTADOS

Los dosajes de Pb en sangre muestran una diferencia altamente
significativa entre los promedios de la poblacién expuesta de La
Victoria (X= 71.8 + 25.4 pg/dl), con relacién a la poblacién testigo de
11 de Noviembre (X= 20.1 = 8.6 pg/dl) (Cuadro II). Los valores
extremos de Pb sanguineo en La Victoria fueron 40-139 pg/dl, y en
11 de Noviembre 6-39 pg/dl (Figura 1).

50 -

40 -
30 -

20 -
10

0

SRS B SO

EEXPUESTOS (n=32) COTESTIGOS (n=33)

Figura 1.- Distribucién de frecuencias de la concentracién de plomo
en la poblacién de La Victoria y 11 de Noviembre.

El cuadro II muestra los resultados del andlisis de anomalias
cromos6micas. Ninguna de las aberraciones de croméatida mostraron
diferencias significativas entre ambas poblaciones. De las
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aberraciones cromosémicas solamente mostraron diferencias
significativas las brechas de isocromdtida y los fragmentos
acéntricos. Asimismo, las desespiralizaciones cromosémicas y las
asociaciones de satélites mostraron diferencias altamente
significativas, en relacién con los valores de la poblacién testigo,
mientras que las pulverizaciones cromosémicas estuvieron en el
limite de significacién.

El anilisis de la correlacién entre las concentraciones de Pb y las
aberraciones cromosémicas mostraron la ausencia de un fenémeno
tipo dosis-respuesta (r =0.02-0.24).

El Cuadro IIl muestra los resultados comparativos de las frecuencias
de aberraciones cromosémicas inducidas por un tratamiento
continuo con 2 pg/ml de BLM durante los cultivos de linfocitos de
donantes de La Victoria y 11 de Noviembre. Las pruebas estadisticas
realizadas muestran que en ningin caso existi6 una potenciacién
entre la accion clastogénica del Pb y la BLM.
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CUADRO 11
ANALISIS DEL DANO CROMOSOMICO EN MEDIO DE
CULTIVO RPMI 1640
s renns e CASOS
> Y |l (e » Sin=30)
PLOMO* X = DS X+ DS P
71.8 = 254 20.1 =86 < 0.0001

ABERRACIONES DE CROMATIDA**

get 72x65 o.¥+ 38 0.1614
xct 62+54 4 +36 0.0649
Jdct 1 il 0.0643

ABERRACIONES
CROMOSOMICAS**
£es B8 +'35 39+36 0.013
ICS 17 2618 0.5908
dic 252 45 5 1.1 0.4285
.ani 1812 1 0.4914
.ace 79+47 56 +56 0.0393
ABERRACIONES DE NUMERO**
PP 28+2 47 +33 0.1119
ANOMALIAS ADICIONALES**

.desp : &5 273 3@ 0.0036
rmul Tvxd 2417 0.9187
pvz 15+07 3526 0.0543
.asosat 121+ 74 39x36 < 0.0001

X = promedio por cada 100 metafases / DS= desvio estindar

*ug/dl

** get (brecha de isocromatida) / rct (ruptura de crométida) / ict (intercambio
de cromaétida) / ges (brecha cromosémica) / res (ruptura cromosémica) / dic
(dicéntrico) / ani (anillo) / ace (fragmento acéntrico) / pp (poliploidia) / desp

(desespirilizacibn cromosémica) / rmul

(pulverizacién) / asosat (asociacién satelital)

(rupturas maltiples) / pvz
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_ CUADRO III
ANALISIS DEL DANO CROMOSOMICO EN MEDIO DE
CULTIVORPMI 1640 CON BLEOMICINA (2ug/ml)

CASOS
EXPUESTOS TESTIGOS (n=32)
PLOMO* X=D X:DS | 4
718 £ 254 20.1 = 8.6 < 0.0001
ABERRACIONES DE
CROMATIDA™*
get 81+56 > 3987 0.0254
rct 11 =129 6.8+ 3.8 0.3892
Jdct 1 295 0.1325
ABERRACIONES
CROMOSOMICAS**
8CS 7.3):14.9 758 0.5938
ICS 48 +4 53+38 0.5366
.dic 41+32 2582 0.0933
.ani 3+29 21=x11 0.5399
.ace 19 + 12.8 1] 1.6 0.0751
ABERRACIONES DE
NUMERO**
.PP 51%-2 42 + 38 0.4354
ANOMALIAS
ADICIONALES**
.desp 62+48 36x42 0.5725
omul 11209 214 0.7278
pvz 28 £27 4129 0.2033
.asosat 148 + 11.2 10.3 + 145 0.0356

X = promedio por cada 100 metafases / DS= desvio estindar
*ug/dl

** get (brecha de isocromatida) / rct (ruptura de cromédtida) / ict (intercambio
de crométida) / ges (brecha cromosémica) / res (ruptura cromosémica) / dic
(dicéntrico) / ani (anillo) / ace (fragmento acéntrico) / pp (poliploidia) / desp
(desespirilizacibn cromosémica) / rmul (rupturas mdltiples) / pvz
(pulverizacion) / asosat (asociacion satelital)
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DISCUSION

La IARC ('International Agency for Research in Cancer") ha
clasificado a los compuestos inorganicos de Pb como agentes
carcinogénicos potenciales debido a que inducen tumores renales en
ratas y ratones tratados con compuestos plimbicos en diferentes
condiciones experimentales (IARC 1980, 1987). En relacién con la
accién genotéxica del Pb - los 'resultados no son totalmente
consistentes. Asi por ejemplo, el Pb da resultados negativos en el test
de Ames con y sinactivacién metabélica, no induce sintesis de ADN
a destiempo en células de roedores y tampoco produce
transformacion celular in vitro (Dunkel et al 1981, Sakai et al 1981,
Haworth et al 1983). Opuestamente, se ha demostrado que el Pb
induce aneuploidias en Drosophila y en Mus musculus in vivo (Ramel
& Magnussen 1979, Nayak et al 1989), la aparicién de microntcleos
in vivo (Jacquet et al 1977b) y anomalias espermaticas en ratones y
humanos (Wyrobek & Bruce 1978). Sin embargo, estos estudios
contrastan con otros en los cuales la induccién de micronicleos y
anomalias espermdticas por el Pb no pudo ser demostrada (Willems
et al 1982).

Con respecto a las aberraciones cromosémicas inducidas por el Pb
en cultivos de linfocitos humanos los resultados son también
conflictivos. En tal sentido, es muy ilustrativo el cuadro I, tomado y
adaptado de la publicacién de Winder & Bonin (1993).De acuerdo
con estos datos, puede observarse que de un total de 24 estudios
diferentes, 5 dieron resultados negativos y 19 observaron distintos
tipos de aberraciones cromosémicas en cultivos de sangre de
individuos expuestos al Pb. En 4 de las 19 publicaciones que
informan clastogénesis se observé una correlacion con la
concentracién de Pb en sangre, mientras que en las restantes 15
comunicaciones no aparece un efecto claro de tipo dosis-respuesta.
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En general se acepta que la accién genotéxica del Pb no es directa
sobre el ADN, sino indirecta mediante la alteracion de los
mecanismos de sintesis y reparacién del ADN resultante de una
modificacién del funcionamiento de las polimerasas y ligasas
(Hartwig 1995). Otro mecanismo posible de accién seria una
alteracién del huso mitético por combinacién del Pb con los grupos
SH de los aminoéacidos (Gerber et al 1980), y un eventual dafio al
ADN por la induccién de peréxido de hidrégeno durante el proceso
fagocitico de los compuestos plambicos ‘inorgdnicos (Roy &
Rossman 1992).

La poblacién expuesta de La Victoria empleada en nuestra
investigacién tiene caracteristicas peculiares. Las técnicas de
alfareria artesanal empleadas por los pobladores se transmiten de
generacion a generacién. Por tal motivo el tiempo de exposicién al
Pb se extiende desde el nacimiento hasta la muerte o hasta el
momento que el poblador deja su habitat. Durante la fabricacién de
las piezas de barro se contamina el aire con Pb mediante el humo
resultante de la combustién de Hantas de caucho en los hornos y los
gases de la fundicién del Pb proveniente de baterias de auto y pilas.
Este Pb se deposita luego en el suelo y aguas contaminando las
plantas y animales de consumo humano. Ademads, los artesanos
utilizan sus propias manos para extender el barniz de plomo
empleado para el abrillantamiento de las piezas de ceramica y tejas
de barro. En consecuencia, la contaminaciéon por Pb se produce por
via respiratoria digestiva y cutdnea. El gréfico de barras (Figural)
muestra los niveles de Pb en sangre de la poblacién expuesta y de la
poblacién testigo. El promedio de Pb sanguineo para ambas
poblaciones es 71.8 = 25.4 pg/dl y 20.15 + 8.6 pg/dl respectivamente
(Cuadro II). Comparando con los datos de Pb sanguineo en el
Cuadro I, puede concluirse que los niveles de contaminacién en la
poblacién analizada de La Victoria estdn entre los mas altos de los
informados hasta el momento.
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El andlisis de las anomalfas de crométida y cromos6micas muestra
que la poblacién de La Victoria presenta incrementos significativos
de las brechas de isocromdtida y cromosémicas y de los fragmentos
acéntricos con relacién a la poblacién testigo de 11 de Noviembre.
Con respecto a los fragmentos acéntricos, es conveniente hacer
algunas consideraciones adicionales. El tiempo de sacrificio de
nuestros cultivos fue 72 h. Por consiguiente, si la contaminacién por
Pb indujera un alargamiento del ciclo celular linfocitario en los casos
expuestos pero ng en los casos testigo, podria ocurrir que un
porcentaje importante de las metafases testigo fueran segundas
mitosis y que la disminucién de acéntricos en los testigos se debiera
a la pérdida de los fragmentos durante la division celular y no
debido a una real accién clastogénica del Pb en los contaminados.
Tanto los casos testigo como los expuestos mostraron-ausencia de
mitosis en los cultivos sacrificados a 48h. (ver Material y Métodos).
Por lo tanto, en las condiciones de trabajo empleadas creemos que a
las 72 h, la mayor parte de las metafases corresponde a primera
mitosis y que el aumento de acéntricos en los expuestos indica dafio
cromosémico y no artefactos metodolégicos. Existe otro dato que da
sustento adicional a esta hipétesis. Durante la divisién celular no
solamente se pierden parte de los acéntricos sino también parte de
los cromosomas dicéntricos y de los cromosomas en anillo debido a
dificultades en la segregacién. Por consiguiente, de existir un
incremento de segunda mitosis en los testigos, también deberia
haber una disminucién de dicéntricos y anillos generando una
diferencia significativa entre testigos y expuestos. Esta diferencia no
se observa, lo cual indica que nuestras observaciones con los
acéntricos son reales y no artefactuales.

La desespiralizacién cromosémica, los dafios cromosémicos
miiltiples y la pulverizacién cromosémica tienen diversos origenes.
Sin embargo, una de las causas mas importantes son las alteraciones
en la sintesis de ADN. Cuando el retraso de la sintesis es limitado a
una regién cromosémica o0 a un cromosoma, el drea afectada entra
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tardiamente al periodo G2 y a la mitosis y se muestra en la metafase
con menor condensacién (desespiralizacién). Un bloqueo de
duplicacién mdas extenso produce en la célula afectada la
combinacién de rupturas miltiples y reordenamientos tanto de tipo
croméatida como cromosémico. Finalmente, en casos maximos de
inhibicion de sintesis se origina el fenémeno de pulverizacién
cromosémica. El andlisis de nuestros casos mostré6 aumentos
significativos de desespiralizacién cromosémica en la poblacién
expuesta. Por otra parte la pulverizacién cromosémica también
estuvo aumentada en los contaminados con Pb, aunque en este caso
las pruebas estadisticas dieron una “p” cercana a la significacién.
Estos resultados dan apoyo adicional a la hipétesis de que la

inhibicion de la replicacién cromosémica es uno de los mecanismos
genotéxicos del Pb.

En este estudio se demostr6 un incremento significativo en la
asociacién de las regiones cromosémicas satelitales en los casos con
contaminacién plimbica. Este fenémeno no puede considerarse una
aberraciéon cromosomica. Sin embargo, es bien conocido que la
persistencia de la adhesividad satelital durante la meiosis femenina
es una de las causales de trisomia del cromosoma 21 y del grupo 13-
15. Por lo tanto, en el futuro serd necesario efectuar un andlisis
epidemiolégico en la poblacién de La Victoria para determinar un
eventual incremento en la frecuencia de trisomfas.

Roy & Rossman (1992) han informado que el Pb a dosis bajas
potencia la mutagenicidad inducida por las radiaciones UV y por el
compuesto alquilante MNNG. Ademds estos mismos autores, han
propuesto que el H202 generado durante la fagocitosis leucocitica
del Pb puede ser causal de clastogénesis. La BLM es un antibi6tico
con estructura quimica planar que se intercala en el ADN y que
induce dafio cromosémico mediante dos tipos de acciones:
liberaciéon de radicales libres y bloqueo de la sintesis de ADN
durante el periodo S (Lépez-Larraza et al 1990). Estas dos acciones
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clastogénicas son equivalentes a las acciones clastogénicas del H,O,
y del MNNG/UV. En consecuencia, en todos los casos estudiados se
realizaron cultivos de sangre con el agregado de 2 pg/ml de BLM con
la finalidad de determinar si el Pb potenciaba el efecto clastogénico
de la BLM. Los resultados muestran que las diferencias entre
testigos y expuestos no son significativas, por lo cual se puede

descartar el efecto de potenciacién por la combinacién de ambos
compuestos.

Este trabajo permite concluir que la contaminacién por Pb induce
aberraciones cromosomicas en los pobladores de La Victoria y que
este fenémeno podria ir acompanado de un aumento en el riesgo de
mutagénesis, carcinogénesis y frecuencia de trisomias. Una forma
simplista_para disminuir este riesgo seria impedir los trabajos
artesanales de alfareria con Pb en esta poblacion. Una medida de
este tipo fue implementada en Julio de 1997 por el Ministerio de
Salud Publica del Ecuador. Sin embargo, luego fue dejada sin efecto
pues se tomé conciencia de que la prohibicion de las tareas
artesanales produciréd una disminucion del riesgo a largo plazo pero
generara, en forma inmediata, una crisis econémica y una
disminucién del nivel de vida de los pobladores. El uso de barnices
plomados podria ser sustituido por los esmaltes sin Pb, en especial la
frita L-9 en todas las técnicas de vidriados y decorados. Este método
estd en uso actualmente en la alfareria mexicana (Salinas 1997). Sin
embargo, esta medida encarece la produccién de tejas, piezas de
alfareria y en consecuencia no es bien aceptada por los artesanos.
Mediante  acciones educacionales se podrian  mejorar
substancialmente los métodos de trabajo sin aumentar los costos de
produccién, disminuyendo asi los riesgos de exposicién al plomo.
Finalmente, existen datos que indican que uno de los posibles
mecanismos de dafio celular por Pb y otros metales pesados es la
disrupcién de las senales de transduccién celular calcio -
dependientes (Pounds 1984, Hartwig 1994). Asi mismo, en trabajos
experimentales con ratones se ha podido demostrar un aumento de
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las anomalias esqueléticas en los fetos de hembras con dietas
deficitarias en Ca*? tratadas con acetato de Pb (Jacquet & Gerber
1979). Por otra parte, existen datos experimentales con células de
mamiferos en cultivo que demuestran que la vitamina C previene la
accién clastogénica de las sales de cromato de plomo (Wise et al
1993). Estos resultados abren la posibilidad de investigar el agregado
del Ca*? y la vitamina C a la dieta como posibles factores

preventivos de las acciones patolégicas del Pb en humanos.
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