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@ INTRODUCCION

Ellen K. Silbergeld

La toxicologia es el estudio de los venenos o, en una definicién
mas precisa, la identificacién y cuantificacién de los efectos
adversos asociados a la exposicién a agentes fisicos, sustancias
quimicas y otras situaciones. En ese sentido, la toxicologia es
tributaria, en materia de informacién, disefios de la investigacién
y métodos, de la mayoria de las ciencias biologicas basicas y disci-
plinas médicas, de la epidemiologia y de determinadas esferas de
la quimica y la fisica. La toxicologia abarca desde estudios de
investigacion basica sobre el mecanismo de accion de los agentes
toxicos hasta la elaboracion e interpretacion de pruebas normali-
zadas para determinar las propiedades toxicas de los agentes.
Aporta una importante informacién tanto a la medicina como a
la epidemiologia de cara a comprender la etiologia de las enfer-
medades, asi como sobre la plausibilidad de las asociaciones que
se observan entre éstas y las exposiciones, incluidas las exposi-
ciones profesionales. Cabe dividir la toxicologia en disciplinas
normalizadas, como la toxicologia clinica, la forense, la de investi-
gacion y la reguladora; otra clasificacién hace referencia a los
sistemas o procesos organicos que se ven afectados, y tenemos
entonces la inmunotoxicologia o la toxicologia genética; puede
presentarse también desde el punto de vista de sus funciones, y
entonces se habla de investigacion, realizacion de ensayos y
evaluacion de los riesgos.

La presentaciéon completa de la toxicologia en esta Enciclopedia
no es una tarea facil. El presente capitulo no contiene un
compendio de informacion sobre la toxicologia o sobre los
efectos adversos de determinados agentes concretos. Esta tltima
informaciéon es mas facil obtenerla en las bases de datos que se
estan actualizando continuamente y a las que se hace referencia
en la ultima secciéon de este capitulo. Tampoco se pretende
situar la toxicologia en el contexto de sus subdisciplinas especi-
ficas, como la toxicologia forense. Se ha pretendido mas bien
ofrecer una informacién que sea de interés para todos los tipos
de actividades toxicolégicas y para la utilizacion de la toxico-
logia en diversas especialidades y esferas de la medicina. Los
temas que se tratan en este capitulo se han enfocado de una
manera esencialmente practica y con miras a integrarlos en los
fines generales de la Enciclopedia en su conjunto. Al elegir los
temas se ha procurado asimismo facilitar las referencias
cruzadas dentro de la obra.

En la sociedad moderna, la toxicologia es ya un elemento
importante de la salud ambiental y de la salud en el trabajo. Ello
es asi porque muchas organizaciones, tanto gubernamentales
como no gubernamentales, utilizan la informacién toxicologica
para evaluar y regular los peligros presentes tanto en el lugar de
trabajo como en el medio ambiente general. La toxicologia es
un componente crucial de las estrategias de prevencién, pues
proporciona informacién sobre peligros potenciales en los casos
en que no hay una exposicion humana amplia. Los métodos de
la toxicologia son asimismo muy utilizados por la industria en el
desarrollo de productos, pues permiten obtener una informacién
valiosa para el diseio de determinadas moléculas o
formulaciones.

El capitulo se inicia con cinco articulos sobre los principios
generales de la toxicologia, principios que es importante tener
en cuenta al abordar la mayoria de los temas de esta disciplina .
Los primeros principios generales se refieren a la comprension
de las relaciones entre la exposicién externa y la dosis interna.
En la terminologia moderna, con “exposicién” se hace refe-
rencia a las concentraciones o cantidad de una sustancia con
que estan en contacto los individuos o las poblaciones —las canti-
dades presentes en un determinado volumen de aire o de agua,
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o en una determinada masa de suelo. El término “dosis” se
refiere a la concentracién o cantidad de una sustancia que hay
en el interior de una persona u organismo expuesto. En el
ambito de la salud laboral, las normas y directrices suelen expre-
sarse en términos de exposicion, o de concentraciones limite
permisibles en situaciones concretas, como por ejemplo en el
aire del lugar de trabajo. Esos limites de exposicion se basan en
hipotesis o informaciones sobre la relacion entre la exposiciéon y
la dosis; no obstante, es frecuente que no se pueda obtener infor-
macién sobre la dosis interna. Asi, en muchos estudios sobre
salud laboral, sélo cabe establecer asociaciones entre la exposi-
cion y la respuesta o efecto. En algunos casos se han establecido
normas basadas en la dosis (por ejemplo, niveles permisibles de
plomo en sangre o de mercurio en orina). Aunque estas medidas
presentan una correlacion mas directa con la toxicidad, sigue
siendo no obstante necesario, a efectos de controlar los riesgos,
calcular retrospectivamente los niveles de exposicion asociados
con esos efectos.

El siguiente articulo trata de los factores y hechos que deter-
minan las relaciones entre la exposicion, la dosis y la respuesta.
Los primeros factores tienen que ver con la captacién, la absor-
cion y la distribucion —los procesos que determinan el trans-
porte efectivo de las sustancias desde el medio externo hasta el
cuerpo, por vias de entrada como la piel, los pulmones o el
aparato digestivo. Esos procesos se sittian en la interfase entre los
seres humanos y su medio ambiente. En el caso de los segundos
factores, los del metabolismo, se trata de comprender la forma
en que el cuerpo hace frente a las sustancias que ha absorbido.
Algunas sustancias se transforman mediante procesos metabo-
licos de la célula, que pueden incrementar o reducir su actividad
biologica.

Para mejorar la interpretacion de los datos toxicologicos se
han elaborado los conceptos de érgano diana y efecto critico.
Dependiendo de la dosis, la duracion y la ruta de exposicion, y
también de factores del huésped como la edad, muchos agentes
toxicos pueden inducir diversos efectos en los 6rganos y orga-
nismos. Una de las misiones principales de la toxicologia es iden-
tificar el efecto o grupos de efectos importantes con miras a
prevenir enfermedades irreversibles o debilitadoras. Una parte
destacada de esa tarea es la identificacién del érgano que se ve
afectado en primer lugar o que se ve mas afectado por un agente
toxico: es lo que se denomina el “6rgano diana”. Una vez en el
organo diana es necesario identificar el hecho o hechos impor-
tantes que indican la intoxicacién o dafio, a fin de comprobar
que el 6rgano se ha visto afectado mas alla de su variabilidad
normal. Es lo que se denomina el “efecto critico”; puede ser el
primer hecho en una sucesion de fases fisiopatologicas (como la
excreciéon de proteinas de bajo peso molecular como efecto
critico en la toxicidad renal), o puede ser el efecto primero y
potencialmente irreversible de un proceso patolégico (como la
formacion de un aducto de ADN en la carcinogénesis). Lstos
conceptos son importantes en el ambito de la salud en el trabajo
porque definen los tipos de toxicidad y la enfermedad clinica
asociados con determinadas exposiciones, y en la mayoria de los
casos la reduccion de la exposicion estd orientada a prevenir no
tanto cualquier tipo de efecto en cualquier 6rgano cuanto los
efectos criticos en los 6rganos diana.

En los dos articulos siguientes se estudian importantes factores
del huésped que afectan a muchos tipos de respuestas a muchos
tipos de agentes toxicos. Se trata de los determinantes genéticos,
o factores heredados de susceptibilidad/resistencia, y de la edad,
el sexo y otros factores como la dieta o la existencia simultanea
de una enfermedad infecciosa. Esos factores pueden afectar
también a la exposicién y la dosis modificando la captacién, la
absorcion, la distribucién y el metabolismo. Como muchos de
estos factores presentan variaciones en las poblaciones de
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trabajadores de todo el mundo, es esencial que los especialistas
en salud en el trabajo y los encargados de formular las politicas
comprendan la forma en que esos factores pueden contribuir a
la variabilidad de las respuestas entre unas poblaciones y otras y
entre individuos de una misma poblacién. Estas consideraciones
son especialmente importantes en las sociedades con pobla-
ciones heterogéneas. La variabilidad de las poblaciones humanas
es un elemento que hay que tener en cuenta al evaluar los
riesgos de las exposiciones profesionales y al extraer conclusiones
racionales del estudio de organismos no humanos en las investi-
gaciones o ensayos toxicolégicos.

En la seccién siguiente se ofrecen dos panoramas generales de
la toxicologia desde el punto de vista de sus mecanismos. Desde
la optica mecanicista, los toxicélogos modernos estiman que
todos los efectos toxicos se manifiestan en primer lugar a nivel
celular; por consiguiente, las respuestas celulares son las
primeras indicaciones del contacto del cuerpo con un agente
toxico. Se considera ademds que esas respuestas comprenden
toda una serie de hechos, desde la lesion hasta la muerte. Se
denomina lesion celular a unos procesos especificos que utilizan
las células, que es la unidad minima de organizacion biologica
dentro de los érganos, para responder al problema que se les
plantea. Entre esas respuestas figuran cambios en la funcion de
procesos celulares, como los de la membrana y su capacidad de
captar, liberar o excluir sustancias, la sintesis dirigida de
proteinas a partir de aminoacidos y el recambio de componentes
celulares. Esas respuestas pueden ser comunes a todas las células
lesionadas, o pueden ser especificas de determinados tipos de
células pertenecientes a determinados sistemas organicos. La
muerte celular es la destruccion de células de un sistema orgé-
nico como consecuencia de una lesion celular irreversible o no
compensada. Los agentes toxicos pueden causar la muerte
celular como un proceso agudo que se revela de varias maneras,
como perjudicando la transferencia de oxigeno, pero otras veces
la muerte celular es consecuencia de una intoxicacién cronica.
Después de la muerte celular puede producirse una sustituciéon
en algunos sistemas organicos pero no en todos, aunque en
algunas circunstancias la proliferacion de células inducida por la
muerte celular puede considerarse una respuesta toxica. Aun
cuando no hay muerte celular, las lesiones celulares reiteradas
pueden inducir una tension en los 6rganos que pone en peligro
su funcién y que afecta a su descendencia.

Se examinan después en el capitulo varios temas mas especi-
ficos, que se agrupan en las categorias siguientes: mecanismos,
métodos de ensayo, regulacién y evaluacion del riesgo. En la
mayoria de los articulos sobre los mecanismos se analizan mas
los sistemas diana que los 6rganos diana. Esto refleja la practica
habitual de la toxicologia y la medicina modernas, que no estu-
dian tanto érganos aislados como sistemas organicos. Asi, por
ejemplo, la seccién de toxicologia genética no se centra en los
efectos toxicos de los agentes sobre un o6rgano especifico, sino
mas bien en el material genético como diana de la accién toxica.

Analogamente, en el articulo sobre inmunotoxicologia se
examinan los diversos érganos y células del sistema inmunitario
como dianas de los agentes toxicos. En los articulos sobre los
métodos de la toxicologia se ha adoptado un punto de vista
eminentemente practico: se describen los métodos de identifica-
cion de los peligros que se utilizan en la actualidad en muchos
paises, es decir, los métodos para obtener informacién relacio-
nada con las propiedades biologicas de los agentes.

Figuran a continuacion cinco articulos sobre la aplicacion de
la toxicologia en el establecimiento de normas y la formulaciéon
de politicas, desde la identificaciéon de los peligros hasta la
evaluacién de los riesgos. Se presenta la practica habitual en
varios paises, asi como la de la IARC. En estos articulos el lector
entendera cémo se integra la informacion obtenida en los
ensayos toxicologicos con inferencias basicas y mecanicistas para
obtener la informacién cuantitativa que se utiliza para establecer
los niveles de exposicién o adoptar otras medidas de control de
los peligros en el lugar de trabajo y en el medio ambiente
general.

El lector interesado en informacion detallada sobre determi-
nados agentes toxicos y sus exposiciones puede consultar el
resumen de las bases de datos toxicolégicos existentes que figura
en el Volumen III (véase “Bases de datos de toxicologia” en el
capitulo Manejo seguro de las sustancias quimicas, que contiene infor-
macion sobre muchas de estas bases de datos, sus fuentes de
informacion, métodos de evaluacion e interpretacion y formas
de acceso). Junto con la Enciclopedia, esas bases de datos ofrecen a
los especialistas en salud en el trabajo, a los trabajadores y a las
empresas la posibilidad de obtener y utilizar informacién toxico-
logica actualizada, asi como la evaluacion de los agentes toxicos
efectuada por organismos nacionales e internacionales.

En este capitulo se estudian sobre todo los aspectos de la toxi-
cologia que tienen que ver con la salud y la seguridad en el
trabajo. Por esa razon no se abordan especificamente las subdis-
ciplinas de la toxicologia clinica y la toxicologia forense. En esas
subdisciplinas, y también en el campo de la salud ambiental, se
utilizan muchos de los mismos principios y enfoques que aqui se
describen. Esos principios y enfoques son igualmente aplicables
a la evaluacién de los efectos de los agentes toxicos sobre pobla-
ciones no humanas, cuestién que ocupa un lugar importante en
las politicas ambientales de muchos paises. Aunque se ha puesto
especial interés en recoger las perspectivas y experiencias de los
expertos y técnicos de todos los sectores y de muchos paises, es
posible que el lector advierta un cierto sesgo hacia los cientificos
académicos del mundo desarrollado. Aunque la directora del
capitulo y los autores de los articulos son de la opiniéon de que
los principios y la practica de la toxicologia son internacionales,
es muy posible que se pongan de manifiesto aqui los problemas
del sesgo cultural y la escasez de experiencia. La directora del
capitulo espera que los lectores de la Enciclopedia ayuden a
ampliar lo mas posible la perspectiva en las sucesivas actualiza-
ciones y ampliaciones de esta importante obra de referencia.

PRINCIPIOS GENERALES DE LA TOXICOLOGIA

® DEFINICIONES Y CONCEPTOS

Bo Holmberg, Johan Hiogberg

y Gunnar Johanson

Exposicion, dosis y respuesta
Toxicidad. Lia capacidad intrinseca que posee un agente
quimico de producir efectos adversos sobre un érgano.
Xenobidticos. “Sustancias extrafias”, es decir, extrafas al orga-
nismo. Lo contrario son los compuestos endégenos. Entre los
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xenobioticos figuran los farmacos, las sustancias quimicas indus-
triales, los venenos presentes en la naturaleza y los contami-
nantes del medio ambiente.

Peligro. La posibilidad de que la toxicidad sea efectiva en un
contexto o situacién determinados.

Riesgo. La probabilidad de que se produzca un efecto adverso
especifico. Suele expresarse como el porcentaje de casos de una
poblaciéon dada durante un determinado periodo de tiempo. La
estimacién del riesgo puede basarse en casos reales o en una
proyeccién de casos futuros a partir de extrapolaciones.
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Las expresiones categorias de toxicidad y clasificacion de la toxicidad
se utilizan a veces en el ambito de las actividades de regulacion.
Las categorias de toxicidad se refieren a una calificacion arbi-
traria de las dosis o niveles de exposicidon que causan efectos
toxicos. Se habla asi de “sumamente toxico”, “muy toxico”,
“moderadamente téxico”, etc. Lo mas frecuente es que estas
expresiones se apliquen a la toxicidad aguda. La clasificacién de
la toxicidad se refiere a la agrupacion de las sustancias quimicas
en categorias generales conforme a su efecto toxico principal. Se
habla asi de sustancias alergénicas, neurotdxicas, carcindégenas,
etc. Esta clasificacion puede ser 1til en el ambito administrativo
como advertencia y como informacion.

La relacion dosis-efecto es la relacion entre la dosis y el efecto a
nivel individual. Un incremento de la dosis puede incrementar
la intensidad de un efecto o su gravedad. Puede obtenerse una
curva de dosis-efecto a nivel de todo el organismo, de la célula o
de la molécula diana. Hay algunos efectos toxicos, como la
muerte o el cancer, que no tienen grados, sino que son efectos
“de todo o nada”.

La relacion dosis-respuesta es la relacién entre la dosis y el
porcentaje de individuos que presentan un determinado efecto.
Al incrementarse la dosis lo normal es que aumente el namero
de individuos afectados en la poblacién expuesta.

El establecimiento de las relaciones dosis-efecto y dosis-res-
puesta es esencial en toxicologia. En los estudios médicos (epide-
miologicos) suele utilizarse como criterio para aceptar una
relacion causal entre un agente y una enfermedad el hecho de
que el efecto o la respuesta sean proporcionales a la dosis.

Pueden establecerse varias curvas de dosis-respuesta respecto
de una misma sustancia quimica —una curva para cada tipo de
efecto. En la mayoria de los efectos toxicos (cuando se estudian
en poblaciones grandes), la curva de dosis-respuesta tiene una
forma sigmoidea. Hay por lo general un intervalo de dosis bajas
en el que no se detecta respuesta alguna; al aumentar la dosis, la
respuesta sigue una curva ascendente que normalmente llega a
una meseta cuando la respuesta es del 100 %. La curva de
dosis-respuesta refleja las variaciones entre individuos de una
misma poblaciéon. La pendiente de la curva varia segun la
sustancia quimica de que se trate y también entre los diferentes
tipos de efectos. En el caso de algunas sustancias que tienen
efectos especificos (carcindgenos, iniciadores, mutagenos) la
curva de dosis-respuesta podria ser lineal desde la dosis cero
dentro de un determinado intervalo de dosis. Esto significa que
no hay un umbral y que hasta las dosis pequefias representan un
riesgo. Por encima de ese intervalo de dosis, el riesgo puede
incrementarse a una tasa superior a la lineal.

La variaciéon de la exposicion a lo largo del dia y la duracion
total de la exposicion a lo largo de toda la vida del sujeto pueden
ser importantes para el resultado (respuesta) ya sea como un
nivel de dosis media, promediado o incluso integrado. Los picos
de exposicién muy altos pueden ser mas nocivos que un nivel de
exposicion mas uniforme. Asi ocurre en el caso de algunos disol-
ventes organicos. En el de algunas sustancias carcinégenas, en
cambio, se ha demostrado experimentalmente que el fracciona-
miento de una unica dosis en varias exposiciones con la misma
dosis total puede ser mas eficaz en la produccion de tumores.

La dosis suele definirse como la cantidad de un xenobiotico
que entra en un organismo (en unidades como mg/kg de peso
corporal). La dosis puede expresarse de diferentes maneras (mas
o menos informativas): dosis de exposicion, que es la concentra-
cion en el aire del contaminante que se inhala durante un deter-
minado periodo de tiempo (en el &mbito de la higiene industrial,
normalmente ocho horas), o dosis absorbida o retenida (llamada
también carga corporal en higiene industrial), que es la cantidad
presente en el cuerpo en un determinado momento durante la
exposicion o después de ella. La dosis tisular es la cantidad de
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sustancia en un determinado tejido, y la dosis diana es la
cantidad de sustancia (por lo general un metabolito) unida a la
molécula critica. La dosis diana puede expresarse en mg de
sustancia quimica unida por mg de una determinada macromo-
lécula del tejido. Para la aplicacién de este concepto se precisa
informacién sobre el mecanismo de la accién toxica a nivel
molecular. La dosis diana estd asociada con mas precision al
efecto toxico. La dosis de exposicion y la carga corporal pueden
obtenerse con mas facilidad, pero su relaciéon con el efecto es
menos precisa.

En el concepto de dosis se suele incluir un elemento temporal,
aun cuando no se exprese siempre. Segun la ley de Haber, la
dosis tedrica es D = ct, donde D es la dosis, ¢ es la concentraciéon
del xenobidtico en el aire y t la duracién de la exposicion a la
sustancia quimica. Cuando este concepto se utiliza al nivel de
o6rganos o moléculas diana, puede utilizarse la cantidad por mg
de tejido o de molécula en un periodo de tiempo determinado.
El aspecto temporal suele ser mas importante para comprender
las exposiciones reiteradas y los efectos cronicos que en el caso
de las exposiciones tnicas y los efectos agudos.

Se producen ¢fectos aditivos cuando hay una exposicién a una
combinacion de sustancias quimicas en la que simplemente se
suman las diversas toxicidades individuales (1+1= 2). Cuando
varias sustancias actian a través del mismo mecanismo se presu-
pone la aditividad de sus efectos, aunque no siempre ocurre asi
en la realidad. La interaccion entre varias sustancias puede tener
como resultado una inhibicién (antagonismo), en la que el efecto
es menor de lo que seria la suma de los efectos individuales
(1+1< 2). También puede ocurrir lo contrario, es decir, que una
combinaciéon de sustancias produzca un efecto mayor que la
suma de los efectos individuales (mayor respuesta entre indivi-
duos o incremento de la frecuencia de respuesta en una pobla-
cion), y entonces se habla de sinergismo (1+1>2).

El tiempo de latencia es el tiempo que transcurre entre la
primera exposiciéon y la aparicion de un efecto o respuesta
observable. Esta expresion suele utilizarse en el caso de los
efectos de los carcinbgenos, en los que los tumores pueden
aparecer mucho tiempo después del comienzo de la exposicion y
a veces mucho tiempo después de que ésta haya cesado.

Un umbral de dosis es un nivel de la dosis por debajo del cual no
hay ningtn efecto observable. Se cree que existen umbrales en el
caso de determinados efectos, como los efectos téxicos agudos,
pero no en el de otros, como los efectos carcindégenos (por inicia-
dores de la formaciéon de aductos de ADN).

No obstante, la mera ausencia de respuesta en una poblacion
dada no debe entenderse como prueba de la existencia de un
umbral. La ausencia de respuesta podria deberse a sencillos
fenomenos estadisticos: es posible que un efecto adverso que se
produce con baja frecuencia no sea detectable en una poblacién
pequena.

La DL;; (dosis letal) es la dosis que produce una mortalidad
del 50 % en una poblacién animal. La DL, solia considerarse
en la bibliografia més antigua como una medida de la toxicidad
aguda de las sustancias quimicas. A mayor DL;;, menor toxi-
cidad aguda. De una sustancia quimica muy toxica (con una
DL;, baja) se dice que es potente. No hay una correlacion nece-
saria entre la toxicidad aguda y la toxicidad cronica. La DEs,
(dosis efectiva) es la dosis que produce en el 50 % de los
animales un efecto especifico no letal.

EI NOEL (NOAEL) es el nivel sin efecto (adverso) observado, o
la dosis mas alta que no produce efecto toxico. Para establecer
un NOEL se necesitan multiples dosis, una poblacion amplia e
informacién complementaria para garantizar que la ausencia de
respuesta no es un mero fenomeno estadistico. E1 LOEL es la
minima dosis efectiva observada en una curva de dosis-res-
puesta, (es decir, la dosis minima) que produce un efecto.
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Un factor de seguridad es un nimero convencional, arbitrario,
por el que se divide el NOEL o el LOEL obtenidos en experi-
mentos con animales para establecer una dosis permisible provi-
sional en los seres humanos. Suele utilizarse en la esfera de la
toxicologia alimentaria, pero puede emplearse también en la
toxicologia laboral. A veces se utiliza también un factor de segu-
ridad para extrapolar a poblaciones mayores datos obtenidos en
poblaciones pequefias. Los factores de seguridad van de 10° a
103, Tipicamente, un factor de seguridad de 2 puede ser una
proteccion suficiente contra efectos menos graves (como la irrita-
cion), mientras que en efectos muy graves (como el cancer)
puede utilizarse hasta un factor de 1.000. Seria conveniente
sustituir la expresion factor de seguridad por factor de proteccion o
incluso por factor de incertidumbre. Ello reflejaria mejor las incerti-
dumbres cientificas, como si datos de dosis-respuesta exactos
pudieran trasladarse de animales a seres humanos para una
determinada sustancia quimica, efecto téxico o circunstancia de
exposicion.

Las extrapolaciones son estimaciones teéricas, cualitativas o
cuantitativas, de la toxicidad (extrapolaciones del riesgo) que se
obtienen trasladando datos de una especie a otra o bien una
serie de datos de dosis-respuesta (generalmente en el intervalo de
dosis altas) a zonas de la dosis-respuesta sobre las que no existen
datos. Por lo general han de hacerse extrapolaciones para
predecir las respuestas toxicas fuera del intervalo de observa-
cion. Para las extrapolaciones se elaboran modelos matematicos
que se basan en el conocimiento del comportamiento de la
sustancia quimica en el organismo (modelos toxicocinéticos) o en
el conocimiento de las probabilidades estadisticas de que se
produzcan determinados hechos biolégicos (modelos biologicos
o mecanicistas). Algunos organismos nacionales han elaborado
complejos modelos de extrapolacion como método formalizado
de predecir riesgos con fines de regulacion. (Véase mas adelante
en este mismo capitulo el analisis de la evaluacién del riesgo.)

Los efectos sistémicos son efectos toxicos que se producen en
tejidos alejados de la ruta de absorcion.

El digano diana es el 6rgano principal o mas sensible afectado
tras la exposicion. Una misma sustancia quimica que entra en el
cuerpo por diferentes rutas de exposicion, tasa de dosis, sexo y
especie puede afectar a diferentes 6rganos diana. La interaccién
entre las sustancias quimicas, o entre las sustancias quimicas y
otros factores, puede afectar también a diferentes 6rganos diana.

Los ¢fectos agudos son los que se producen tras una exposicion
limitada y poco tiempo después de ésta (horas, dias), y pueden
ser reversibles o irreversibles.

Los efectos crnicos se producen tras una exposicion prolongada
(meses, afios, decenios) y/o persisten después de que haya
cesado la exposicion.

La exposicion aguda es una exposicién de corta duraciéon, mien-
tras que la exposicidn crdnica es una exposicioén de larga duracion
(a veces toda la vida).

La tolerancia a una sustancia quimica es el fenémeno que se
produce cuando repetidas exposiciones tienen como resultado
una respuesta mas baja de la que seria de esperar sin trata-
miento previo.

Captacion y disposicion

Procesos de transporte

Difusion. Para entrar en el organismo y llegar al lugar en el que
producen el dafio, las sustancias extrafias han de atravesar varias
barreras, entre ellas las células y sus membranas. La mayoria de
las sustancias toxicas atraviesa las membranas pasivamente, por
difusion. Por este proceso, las moléculas hidrosolubles pequefias
pasan por los canales acuosos, y las moléculas liposolubles se
disuelven en la parte lipidica de la membrana y después la
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atraviesan por difusion. El etanol, que es una pequeiia molécula
hidro y liposoluble, se difunde rapidamente a través de las
membranas celulares.

Difusion de dcidos y bases débiles. Los 4cidos y bases débiles
pueden atravesar facilmente las membranas en su forma liposo-
luble no ionizada, mientras que las formas ionizadas son dema-
siado polares para pasar. El grado de ionizaciéon de estas
sustancias depende del pH. Si entre un lado y otro de una
membrana hay un gradiente de pH, se acumularan en sélo uno
de los lados. La excrecion urinaria de los acidos y bases débiles
depende en gran medida del pH de la orina. El pH fetal o
embrionario es algo mas alto que el pH materno, lo que produce
una ligera acumulaciéon de acidos débiles en el feto o embrién.

Difusion facilitada. Fl paso de una sustancia puede verse facili-
tado por transportadores presentes en la membrana. La difusién
facilitada se asemeja a los procesos enzimaticos en que se
produce con la mediaciéon de una proteina y en que es muy
selectiva y saturable. Hay otras sustancias que pueden inhibir el
transporte facilitado de los xenobiéticos.

Transporte activo. Algunas sustancias atraviesan las membranas
celulares mediante un transporte activo. Ese transporte se realiza
con la mediacién de proteinas transportadoras en un proceso
analogo al de las enzimas. El transporte activo es similar a la
difusion facilitada, pero puede producirse en contra de un
gradiente de concentracion. Necesita un aporte de energia, y un
inhibidor metabélico puede bloquear el proceso. Los contami-
nantes ambientales casi nunca se transportan activamente. Una
excepcién es la secrecion y reabsorcion activas de metabolitos
acidos en los tabulos renales.

La fagocitosis es un proceso en virtud del cual células especiali-
zadas, como los macrofagos, capturan (“engloban”) particulas y
después las digieren. Esta modalidad de transporte desempefia
un papel importante por ejemplo en la eliminacién de particulas
de los alveolos.

Transporte en los flujos corporales. Las sustancias se mueven
asimismo por el cuerpo con el movimiento del aire en el sistema
respiratorio durante la respiracion y con los movimientos de la
sangre, la linfa o la orina.

Filtracion. Debido a la presiéon hidrostatica u osmética, grandes
cantidades de agua atraviesan los poros del endotelio. Todo
soluto que sea suficientemente pequeiio se filtrara junto con el
agua. Hay cierto nivel de filtracién en el lecho de capilares de
todos los tejidos, pero es importante sobre todo en la formacién
de la orina primaria en el glomérulo renal.

Absorcion

La absorcién es el paso de una sustancia del medio ambiente al
organismo. Por lo general se entiende no sélo como el hecho de
atravesar la barrera tisular sino también como su llegada ulterior
a la circulacion sanguinea.

Absorcion pulmonar. Los pulmones son la principal ruta de depo-
sito y absorcion de pequefias particulas suspendidas en el aire,
gases, vapores y aerosoles. En el caso de los gases y vapores muy
hidrosolubles, una parte importante de la absorcion se produce
en la nariz y el arbol respiratorio, pero en el caso de las sustan-
cias menos solubles se produce principalmente en los alveolos
pulmonares. Los alveolos poseen una superficie enorme (alre-
dedor de 100 m? en los humanos). Ademas, la barrera de difu-
sién es sumamente pequeia, solo dos delgadas capas de células y
una distancia de micras entre el aire alveolar y la circulacién
sanguinea sistémica. Ello hace que los pulmones sean un 6rgano
muy eficiente para el intercambio no sélo de oxigeno y didxido
de carbono, sino también de otros gases y vapores. En general,
la difusién por la pared alveolar es tan rapida que no limita la
captacion. La velocidad de absorcion, sin embargo, depende
mas del flujo (ventilaciéon pulmonar, gasto cardiaco) y de la
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solubilidad (coeficiente de reparto sangre/aire). Otro factor
importante es la eliminacion metabolica. La importancia rela-
tiva de estos factores en la absorcion pulmonar varia mucho
segun la sustancia de que se trate. La actividad fisica tiene como
consecuencia un aumento de la ventilacion pulmonar y del gasto
cardiaco, y un descenso del riego sanguineo en el higado (y por
ende de la velocidad de biotransformacién). En el caso de
muchas sustancias inhaladas ello hace que aumente notable-
mente la absorcién pulmonar.

Absorcion percutdnea. La piel es una barrera muy eficiente.
Aparte de su funcién termorreguladora, protege al organismo
de los microorganismos, la radiacion ultravioleta y otros agentes
nocivos, y también de la pérdida de agua excesiva. La distancia
de difusiéon en la dermis es del orden de décimas de milimetro.
Ademas, la capa de queratina opone mucha resistencia a la difu-
sion de la mayoria de las sustancias. No obstante, en el caso de
algunas sustancias suele producirse una absorcion dérmica signi-
ficativa con resultado de toxicidad —sustancias liposolubles muy
toxicas como por ejemplo los insecticidas organofosforados y los
disolventes organicos. Lo mas frecuente es que esa absorcién
significativa se produzca como consecuencia de la exposicion a
sustancias liquidas. La absorcién percutanea de vapores puede
ser importante en el caso de los disolventes con presion de vapor
muy baja y gran afinidad por el agua y la piel.

Absorcién gastrointestinal. Se produce tras la ingestion accidental
o deliberada de las sustancias. A veces se tragan particulas de
mayor tamafo originalmente inhaladas y depositadas en el
tracto respiratorio, de donde llegan a la faringe por transporte
mucociliar. Practicamente todas las sustancias solubles se
absorben de manera eficiente desde el tracto grastrointestinal. El
bajo pH del intestino puede facilitar por ejemplo la absorcién de
los metales.

Otras rutas. En los ensayos de toxicidad y otros experimentos
pueden utilizarse, por razones de comodidad, rutas de adminis-
tracion especiales que son muy poco frecuentes y por lo general
no se dan en la exposicién profesional. Entre esas rutas figuran
las inyecciones intravenosas (IV), subcutaneas (sc), intraperito-
neales (ip) e intramusculares (im). En general, las sustancias se
absorben mas deprisa y de manera mas completa por esas rutas,
especialmente por la inyeccion IV. Ello hace que se produzcan
breves pero importantes picos de concentracién que pueden
incrementar la toxicidad de una dosis.

Distribucion

La distribuciéon de una sustancia dentro del organismo es un
proceso dinamico que depende de las velocidades de absorcion y
eliminacion, asi como del flujo sanguineo en los diferentes tejidos
y de las afinidades de éstos por la sustancia. Las moléculas hidro-
solubles pequefias no cargadas, los cationes monovalentes y la
mayoria de los aniones se difunden con facilidad y acaban por
conseguir una distribuciéon relativamente uniforme por todo el
cuerpo.

El volumen de distribucion es la cantidad de una sustancia que
hay en el cuerpo en un momento determinado dividida por la
concentraciéon en la sangre, el plasma o el suero en ese
momento. Este valor no tiene nada que ver con el volumen
fisico, pues muchas sustancias no se distribuyen de manera
uniforme por el organismo. Un volumen de distribucién inferior
a 1 1/kg de peso corporal indica una distribucion preferencial en
la sangre (o en el suero o en el plasma), mientras que los valores
superiores a 1 indican una preferencia por los tejidos periféricos,
como el tejido adiposo en el caso de las sustancias liposolubles.

La acumulacion es la retencion de una sustancia en un tejido o
en un 6rgano a unos niveles superiores a los de su concentracién
en la sangre o el plasma. Puede tratarse también de una
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acumulacién gradual en el organismo a lo largo del tiempo.
Muchos xenobioticos son muy liposolubles y tienden a acumu-
larse en el tejido adiposo, mientras que otros tienen una especial
afinidad por el hueso. En el hueso, por ejemplo, el calcio puede
intercambiarse por cationes de plomo, estroncio, bario y radio,
mientras que los grupos hidroxilo pueden intercambiarse por
fluor.

Barreras. Los vasos sanguineos del cerebro, los testiculos y la
placenta tienen unas caracteristicas anatomicas especiales que
inhiben el paso de las moléculas grandes, como las proteinas.
Esas caracteristicas, que suelen denominarse barreras hematoen-
cefalica, hematotesticular y hematoplacentaria, pueden dar la
falsa impresion de que impiden el paso de cualquier sustancia,
pero la realidad es que tienen poca o ninguna importancia en el
caso de los xenobidticos capaces de atravesar por difusion las
membranas celulares.

Unidn a la sangre. Las sustancias pueden unirse a los gloébulos
rojos o a componentes del plasma, o pueden estar también en
forma libre en la sangre. El mondxido de carbono, el arsénico, el
mercurio organico y el cromo hexavalente tienen una gran
afinidad por los glébulos rojos, mientras que el mercurio inorga-
nico y el cromo trivalente prefieren las proteinas plasmaticas.
Hay otras sustancias que también se unen a las proteinas del
plasma. Solo la fraccién libre puede llegar por filtracion o difu-
sion a los 6rganos de eliminacion. Por consiguiente, la union a la
sangre puede incrementar el tiempo de retenciéon de una
sustancia en el organismo y sin embargo reducir su captacion
por los 6rganos diana.

Eliminacion

La eliminacion es la desaparicion de una sustancia del cuerpo.
Puede consistir en su excrecion al exterior del organismo o en su
transformacion en otras sustancias que no son captadas por un
determinado método de medicion. La velocidad de desaparicion
puede expresarse mediante la constante de eliminacién, la vida
media biolégica o el aclaramiento.

Curva de concentracion-tiempo. La curva de concentraciéon en
sangre (o plasma) en relaciéon con el tiempo es una forma
comoda de describir la captacion de un xenobiotico por el orga-
nismo y su desaparicion de él.

El drea bajo la curva (ABC) es la integral de la concentracion en
la sangre (plasma) a lo largo del tiempo. Cuando no hay satura-
cion metabolica u otros procesos no lineales, la ABC es propor-
cional a la cantidad de sustancia absorbida.

La vida media bioldgica (o vida media) es el tiempo que se nece-
sita, a partir del momento en que cesa la exposicién, para
reducir a la mitad la cantidad presente en el organismo. Como
muchas veces es dificil valorar la cantidad total de una sustancia,
se emplean métodos de medicién como la concentracién en
sangre (plasma). El concepto de vida media debe utilizarse con
prudencia, ya que ésta puede modificarse, por ejemplo, con la
dosis y la duracion de la exposicion. Ademas, muchas sustancias
poseen complejas curvas de declinacién, con varias vidas
medias.

La bwdisponibilidad es la fraccion de una dosis administrada
que entra en la circulacion sistémica. Cuando no hay aclara-
miento presistémico, o metabolismo de primer paso, la fraccion es 1.
En la exposicién oral, el aclaramiento presistémico puede
deberse al metabolismo en el contenido gastrointestinal, las
paredes intestinales o el higado. El metabolismo de primer paso
reduce la absorcion sistémica de la sustancia y en cambio incre-
menta la absorcién de sus metabolitos. Ello puede hacer que se
modifique el cuadro de toxicidad.

El aclaramiento es el volumen de sangre (plasma) por unidad de
tiempo del que se ha eliminado por completo una sustancia.
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Para distinguirlo del aclaramiento renal, se suele hablar
por ejemplo de aclaramiento total, metabélico o sanguineo
(plasmatico).

El aclaramiento intrinseco es la capacidad que poseen las enzimas
endoégenas de transformar una sustancia, y se expresa también
en volumen por unidad de tiempo. Si el aclaramiento intrinseco
de un érgano es muy inferior al flujo sanguineo, se dice que el
metabolismo esta limitado por la capacidad. A la inversa, si el
aclaramiento intrinseco es muy superior al flujo sanguineo, se
dice que el metabolismo esta limitado por el flujo.

Excrecion
La excrecion es la salida del organismo de una sustancia y de sus
productos de biotransformacion.

Excrecidn en la orina y la bilis. El principal érgano excretor es el
rinén. Algunas sustancias, especialmente los acidos de alto peso
molecular, se excretan con la bilis. Una fracciéon de las sustancias
biliares excretadas puede reabsorberse en el intestino. Este
proceso, denominadocirculacion enterohepdtica, es habitual en las
sustancias conjugadas tras la hidrolisis intestinal del conjugado.

Otras rutas de excrecion. Algunas sustancias, como los disolventes
organicos y productos de descomposicién como la acetona, son
lo suficientemente volatiles para que una fracciéon considerable
pueda excretarse en el aire espirado después de la inhalacion.
Pequetias moléculas hidrosolubles y también liposolubles se
segregan facilmente al feto a través de la placenta y a la leche en
los mamiferos. Para la madre, la lactancia puede ser una ruta
excretora cuantitativamente importante en el caso de sustancias
liposolubles persistentes. Los hijos pueden estar expuestos secun-
dariamente a través de la madre durante el embarazo y durante
la lactancia. Los compuestos hidrosolubles pueden excretarse
hasta cierto punto en el sudor y la saliva, pero estas rutas son en
general de escasa importancia. No obstante, como se produce y
se traga un gran volumen de saliva, la excrecién por esta via
puede contribuir a la reabsorciéon del compuesto. Algunos
metales como el mercurio se excretan uniéndose de manera
permanente a los grupos sulthidrilo de la queratina presente en
el pelo.

Modelos toxicocinéticos

Los modelos matematicos son instrumentos importantes para
entender y describir la captacion y disposicion de sustancias
extrafias. Estos modelos son en su mayoria compartimentales, es
decir, representan al organismo dividido en uno o mas comparti-
mentos. Un compartimento es un volumen quimica y fisicamente
tedrico en el que se supone que la sustancia se distribuye de
manera homogénea e instantanea. Los modelos sencillos pueden
expresarse como una suma de términos exponenciales, mientras
que los mas complicados exigen efectuar procedimientos numé-
ricos en ordenador para resolverlos. Los modelos pueden subdivi-
dirse en dos categorias: descriptivos y fisiologicos.

En los modelos descriptivos, el ajuste a los datos medidos se
realiza modificando los valores numéricos de los parametros del
modelo o incluso la propia estructura de éste. La estructura del
modelo normalmente tiene poco que ver con la estructura del
organismo. Las ventajas del enfoque descriptivo son que se
realizan pocos supuestos y que no se necesitan datos adicionales.
Un inconveniente es que no son demasiado ttiles para efectuar
extrapolaciones.

Los modelos fisioldgicos se construyen a partir de datos fisiol6-
gicos y anatémicos y otros datos independientes. Después el
modelo se depura y se valida mediante su comparaciéon con
datos experimentales. Una ventaja de los modelos fisiologicos es
que pueden utilizarse para realizar extrapolaciones. Por
ejemplo, puede predecirse la influencia de la actividad fisica en
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la captacion y disposicion de sustancias inhaladas a partir de
ajustes fisiologicos conocidos de la ventilaciéon y el gasto
cardiaco. Un inconveniente es que requieren una gran cantidad
de datos independientes.

Biotransformacion

La biotransformacion es un proceso que lleva a una conversién
metabolica de los compuestos extrafios (xenobidticos) presentes
en el organismo. Suele denominarse también metabolismo de
xenobidticos. Por regla general, el metabolismo convierte los
xenobidticos liposolubles en grandes metabolitos hidrosolubles
que pueden excretarse con facilidad.

La biotransformacién se realiza principalmente en el higado.
Todos los xenobioticos captados en el intestino son transpor-
tados al higado por un tunico vaso sanguineo (la vena porta).
Cuando se capta en pequefias cantidades, una sustancia extrafia
puede metabolizarse completamente en el higado antes de llegar
a la circulacion general y a otros érganos (efecto de primer
paso). Los xenobiéticos inhalados se distribuyen por la circula-
cién general hasta llegar al higado. En ese caso s6lo se metabo-
liza en el higado una fraccion de la dosis antes de llegar a otros
Organos.

Las células hepaticas contienen diversas enzimas que oxidan
los xenobidticos. Por lo general, esa oxidacion activa el
compuesto —lo hace mas reactivo que la molécula precursora.
En la mayoria de los casos, el metabolito oxidado vuelve a ser
metabolizado por otras enzimas en una segunda fase. Esas
enzimas conjugan el metabolito con un sustrato endoégeno, de
manera que la molécula se hace mas grande y mas polar, lo cual
facilita la excrecion.

También en otros 6rganos como el pulmoén y el rifion hay
enzimas que metabolizan los xenobioticos. En esos 6érganos
pueden desempeifiar funciones especificas y cualitativamente
importantes en el metabolismo de determinados xenobioticos. A
veces metabolitos formados en un érgano se metabolizan atn
mas en otro. También pueden participar en la biotransforma-
cion las bacterias intestinales.

Los metabolitos de xenobiodticos pueden excretarse por los
rifiones o a través de la bilis. Pueden exhalarse también a través
de los pulmones, o unirse a moléculas endoégenas del organismo.

Entre biotransformacion y toxicidad hay una relacion
compleja. Puede entenderse la biotransformacion como un
proceso necesario para la supervivencia. Protege al organismo
de la toxicidad impidiendo que se acumulen en ¢él sustancias
nocivas. Sin embargo, en ese proceso pueden formarse, como
productos intermedios, metabolitos reactivos que son potencial-
mente nocivos. Este fendmeno se denomina activacién metabo-
lica. De esta manera, la biotransformaciéon puede también
inducir toxicidad. Metabolitos intermedios oxidados que no se
conjugan pueden unirse a estructuras celulares y dafiarlas.
Cuando por ejemplo un metabolito de xenobidtico se une al
ADN puede inducirse una mutacién (véase “Toxicologia gené-
tica”). Si el sistema de biotransformacién esta sobrecargado,
puede producirse una destruccién masiva de proteinas esenciales
o de membranas lipidicas. Y ello puede desembocar en muerte
celular (véase “Lesion celular y muerte celular”).

Metabolismo es una palabra que suele utilizarse indistintamente
con biotransformaciéon. Indica las reacciones quimicas de
descomposicion o sintesis que se producen en el cuerpo gracias a
la accién catalizadora de las enzimas. En el organismo se meta-
bolizan los nutrientes procedentes de los alimentos, los
compuestos endogenos y los xenobidticos.

Se habla de activacion metabélica cuando un compuesto menos
reactivo se convierte en una molécula mas reactiva. Este feno-
meno se da generalmente durante las reacciones de la Fase 1.
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Se habla de desactivacion metabélica cuando una molécula activa
o toxica se convierte en un metabolito menos activo. Este feno-
meno se da generalmente durante las reacciones de la Fase 2. En
algunos casos un metabolito desactivado puede reactivarse, por
ejemplo mediante escision enzimatica.

Las reacciones de la Fase 1 son el primer paso en el metabolismo
de los xenobioticos. Suelen consistir en la oxidacion del
compuesto. Por lo general, la oxidaciéon hace que el compuesto
sea mas hidrosoluble y facilita las reacciones ulteriores.

Las enzimas citocromo P450 son un grupo de enzimas que
oxidan preferentemente los xenobidticos en reacciones de la
Fase 1. Estas enzimas estan especializadas en hacer frente a
determinados grupos de xenobidticos que poseen determinadas
caracteristicas. También utilizan como sustratos moléculas endo-
genas. Las enzimas citocromo P450 son inducidas por los xeno-
bidticos de una manera especifica. La obtencion de datos sobre
la induccion del citocromo P450 puede proporcionar informa-
cién de la naturaleza de exposiciones anteriores (véase “Deter-
minantes genéticos de la respuesta toxica”).

Por reacciones de la Fase 2 se entiende el segundo paso del meta-
bolismo de los xenobidticos. Suelen consistir en que el
compuesto oxidado se conjuga con una molécula endégena, es
decir, se acopla a ella. Esta reaccién incrementa atn mas su
hidrosolubilidad. Muchos metabolitos conjugados se excretan
activamente en el rifién.

Las transferasas son un grupo de enzimas que catalizan reac-
ciones de la Fase 2. Conjugan los xenobioticos con compuestos
endogenos como el glutatién, aminoacidos, el acido glucuronico
o sulfatos.

El glutation es una molécula endogena, un tripéptido, que se
conjuga con xenobidticos en reacciones de la Fase 2. Esta
presente en todas las células (y en altas concentraciones en las
células hepaticas) y suele ofrecer protecciéon contra xenobiodticos
activados. Cuando el glutation se agota pueden producirse reac-
clones toxicas entre metabolitos xenobidticos activados y
proteinas, lipidos o ADN.

Se habla de wnduccion cuando enzimas que participan en la
biotransformacion intensifican su actividad o aumentan en
cantidad como respuesta a la exposicion a xenobidticos. En
algunos casos, al término de unos pocos dias la actividad enzi-
matica puede haberse multiplicado varias veces. La induccion
suele estar equilibrada, de manera que las reacciones de la Fase
1 y de la Fase 2 se incrementan simultaneamente. Ello puede
llevar a una biotransformacion mas rapida y puede explicar la
tolerancia. A la inversa, una induccién desequilibrada puede
aumentar la toxicidad.

Puede haber una inkibicidn de la biotransformaciéon cuando
dos xenobidticos son metabolizados por la misma enzima. Los
dos sustratos tienen que competir entre si, y por lo general uno
de ellos es el elegido. En ese caso el segundo sustrato no se meta-
boliza, o solo se metaboliza lentamente. Como en el caso de la
induccion, la inhibicion puede incrementar o reducir la
toxicidad.

La activacion del oxigeno es un fenémeno que pueden desenca-
denar los metabolitos de determinados xenobioticos. Pueden
autooxidarse bajo la producciéon de especies de oxigeno acti-
vado. Esas especies derivadas del oxigeno, entre las que figuran
el superdxido, el peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo,
pueden dafiar el ADN vy lipidos y proteinas de las células. La
activacion del oxigeno interviene también en los procesos
inflamatorios.

Se observa una variabilidad genética entre individuos en muchos
genes que codifican enzimas de la Fase 1y la Fase 2. La variabi-
lidad genética puede explicar por qué determinados individuos
son mas susceptibles que otros a los efectos toxicos de los
xenobioticos.
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Dusan Djuric’

El organismo humano es un complejo sistema biologico que esta
organizado en diversos niveles, desde el molecular-celular hasta el
de los tejidos y érganos. Es un sistema abierto, que intercambia
materia y energia con su medio ambiente a través de numerosas
reacciones bioquimicas que estan en equilibrio dindamico. El
medio ambiente puede estar contaminado por diversos toxicos.

Cuando moléculas o iones toxicos penetran en ese sistema
férreamente coordinado desde el medio en que un individuo
trabaja o vive pueden verse perturbados, reversible o irreversi-
blemente, los procesos bioquimicos normales de la célula, o
incluso producirse lesiones y muerte de la célula (véase “Lesion
celular y muerte celular”).

El proceso de penetraciéon de un toéxico desde el medio
ambiente hasta los lugares en que va a producir su efecto toxico
dentro del organismo puede dividirse en tres fases:

1. La fase de exposicién, que comprende todos los procesos que
se producen entre diversos toxicos y/o la influencia que
tienen sobre ellos los factores ambientales (luz, temperatura,
humedad, etc.). Los toxicos pueden sufrir transformaciones
quimicas, degradacion, biodegradaciéon (por microorga-
nismos) y desintegracion.

2. La fase toxicocinética, que comprende la absorcién de los
toxicos en el organismo y todos los procesos subsi-
guientes:transporte por los fluidos corporales, distribucion y
acumulacion en tejidos y o6rganos, biotransformacion en
metabolitos y eliminacién del organismo (excreciéon) de los
toxicos y/o metabolitos.

3. La fase toxicodinamica, que se refiere a la interaccion de los
toxicos (moléculas, iones, coloides) con lugares de acciéon
especificos en las células o dentro de ellas —receptores—,
con el resultado ultimo de un efecto toxico.

En esta secciébn nos ocuparemos exclusivamente de los
procesos toxicocinéticos que se producen en el interior del orga-
nismo humano tras la exposicién a toxicos presentes en el medio
ambiente.

Las moléculas o iones toxicos presentes en el medio ambiente
penetran en el organismo a través de la piel y las mucosas o a
través de las células epiteliales del tracto respiratorio y el tracto
gastrointestinal, segin cual sea el punto de entrada. Esto signi-
fica que las moléculas y los iones téxicos han de atravesar
membranas celulares de esos sistemas biologicos, asi como un
complejo sistema de membranas interiores de la célula.

Todos los procesos toxicocinéticos y toxicodinamicos se
producen en el nivel molecular-celular. Son muchos los factores
que influyen en esos procesos, y que cabe dividir en dos grupos
basicos:

e La constitucion quimica y las propiedades fisicoquimicas de los
tOXicos.

e La estructura de la célula, especialmente las propiedades y
funcién de las membranas que rodean la célula y sus organulos
interiores.

Propiedades fisicoquimicas de los téxicos

In 1854 el toxicologo ruso E.V. Pelikan empezo a estudiar la rela-
ci6én existente entre la estructura quimica de una sustancia y su
actividad biologica, es decir, la relacion estructura-actividad. La
estructura quimica determina directamente las propiedades fisi-
coquimicas, algunas de las cuales son responsables de la actividad
biologica.
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A la hora de definir la estructura quimica se pueden utilizar
como descriptores numerosos parametros, que cabe dividir en
varios grupos:

1. Fisicoquimicos:

e Generales: punto de fusion, punto de ebullicion, presion
de vapor, constante de disociaciéon (pKa), coeficiente de
particion de Nernst (P), energia de activacion, calor de
reaccion, potencial de reduccion, etc.

e Fléctricos: potencial de ionizacién, constante dieléctrica,
momento dipolar, coeficiente masa/carga, etc.

e Quimicocuanticos: carga atémica, energia de enlace,
energia de resonancia, densidad electrénica, reactividad
molecular, etc.

2. Estéricos: volumen, forma y superficie de la molécula, forma
de la subestructura, reactividad molecular, etc.

3. Estructurales: nimero de enlaces, numero de anillos (en
compuestos policiclicos), grado de ramificacion, etc.

En el caso de cada toxico es necesario seleccionar una serie de
descriptores relacionados con un determinado mecanismo de
actividad. No obstante, desde el punto de vista toxicocinético
hay dos parametros que son de importancia general para todos
los toxicos:

e [l coeficiente de particion de Nernst (P), que establece la solu-
bilidad de las moléculas toxicas en el sistema bifasico octanol
(aceite)—agua, la cual esta en correlacion con su lipo o hidroso-
lubilidad. Este parametro influye considerablemente en la
distribucion y acumulacién de las moléculas toxicas en el
organismo.

e La constante de disociacion (pK,), que define el grado de ioni-
zacion (disociacion electrolitica) de las moléculas de un téxico
en cationes y aniones a un determinado pH. Esta constante
representa el pH al que se consigue una ionizacion del 50 %.
Las moléculas pueden ser lipéfilas o hidrofilas, pero los iones
son solubles exclusivamente en el agua de los fluidos y tejidos
corporales. Conociendo el pK, se puede calcular, mediante la
ecuacion de Henderson-Hasselbach, el grado de ionizacion de
una sustancia para cada pH.

En el caso de los polvos y aerosoles inhalados influyen
también en su toxicocinética y toxicodinamica el tamafio, la
forma, la superficie y la densidad de las particulas.

Estructura y propiedades de las membranas

La célula eucariotica de los organismos humanos y animales esta
rodeada por una membrana citoplasmatica que regula el trans-
porte de sustancias y mantiene la homeostasis celular. También
poseen membranas los organulos de la célula (ntcleo, mitocon-
drias). El citoplasma celular estd compartimentado por intrin-
cadas estructuras membranosas, el reticulo endoplasmico y el
aparato de Golgi (endomembranas). Todas estas membranas son
similares desde el punto de vista estructural, pero varian en su
contenido de lipidos y proteinas.

El marco estructural de las membranas es una capa doble o
bicapa de moléculas de lipidos (fosfolipidos, esfingolipidos, coles-
terol). El elemento fundamental de una molécula de fosfolipido
es el glicerol, con dos de sus grupos —OH esterificados por
acidos grasos alifaticos de 16-18 atomos de carbono, y el tercer
grupo esterificado por un grupo fosfato y un compuesto nitro-
genado (colina, etanolamina, serina). En los esfingolipidos, la
base es la esfingosina.

La molécula de lipidos es anfipatica porque consta de una
“cabeza” hidroéfila polar (aminoalcohol, fosfato, glicerol) y una
“cola” formada por dos linecas gemelas que es apolar (acidos
grasos). La bicapa lipidica esta organizada de tal manera que las
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cabezas hidroéfilas constituyen la superficie exterior e interior de
la membrana, mientras que las colas lipéfilas se extienden hacia
el interior de la membrana, que contiene agua, diversos iones y
moléculas.

Las proteinas y glicoproteinas se insertan en la bicapa lipidica
(proteinas intrinsecas) o se unen a la superficie de la membrana
(proteinas extrinsecas). Estas proteinas contribuyen a la inte-
gridad estructural de la membrana, pero pueden funcionar
también como enzimas, transportadores, paredes porosas o
receptores.

La membrana es una estructura dinamica que puede desinte-
grarse y reconstruirse con otra proporcion distinta de lipidos y
proteinas, segtin sus necesidades funcionales.

La regulacion de la entrada y salida de sustancias en la célula
es una de las funciones basicas de las membranas exterior e inte-
riores. Algunas moléculas lipéfilas pasan directamente a través
de la bicapa lipidica. El transporte de las moléculas e iones
hidroéfilos se efectia a través de los poros. Las membranas
responden a los cambios de condiciones abriendo o cerrando
determinados poros de diversos tamafos.

En el transporte de sustancias, incluidas las toxicas, a través de
la membrana intervienen los procesos y mecanismos siguientes:

e Difusion a través de la bicapa lipidica.
e Difusion a través de los poros.
e Transporte por un transportador (difusion facilitada).

Procesos activos:

e Transporte activo por un transportador.
e Endocitosis (pinocitosis).

Es el movimiento de moléculas e iones a través de la bicapa lipi-
dica o de poros desde una zona de alta concentraciéon, o de alto
potencial eléctrico, a otra de escasa concentraciéon o potencial (“a
favor de corriente”). La diferencia de concentracién o de carga
eléctrica es la fuerza impulsora que influye en la intensidad del
flujo en ambas direcciones. En el estado de equilibrio, las
entradas seran iguales a las salidas. La velocidad de difusién
obedece a la ley de Fick, que dice que es directamente propor-
cional a la superficie de membrana disponible, a la diferencia en
el gradiente de concentracién (carga) y al coeficiente de difusion
caracteristico, e inversamente proporcional al grosor de la
membrana.

Las moléculas lipofilas pequefias atraviesan facilmente la capa
de lipidos de la membrana, segun el coeficiente de particion de
Nernst.

Las moléculas lipofilas grandes, las moléculas hidrosolubles y
los iones utilizan para atravesar la membrana los canales
acuosos de los poros. En el caso de las moléculas influyen su
tamafio y su configuracion espacial. En el caso de los iones,
ademas del tamario es decisivo el tipo de carga. Las moléculas
proteicas de las paredes de los poros pueden cargarse positiva o
negativamente. Los poros estrechos tienden a ser selectivos —los
ligandos con carga negativa permiten pasar solo a los cationes, y
los que tienen carga positiva so6lo a los aniones. Cuando el
diametro del poro es mayor el factor dominante es el flujo hidro-
dinamico, que permite pasar a iones y moléculas segun la ley de
Poiseuille. Esta filtracién es una consecuencia del gradiente
osmotico. En algunos casos los iones pueden entrar mediante
determinadas moléculas complejas —iondforas— que pueden ser
producidas por microorganismos de efecto antibiético (nonac-
tina, valinomicina, gramacidina, etc.).
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Difusion facilitada o catalizada

Para este proceso es necesario que haya en la membrana un
transportador, por lo general una molécula proteica (permeasa).
El transportador se une selectivamente a determinadas
sustancias, en una especie de conjunto sustrato-enzima. Otras
moléculas similares (incluidas las toxicas) pueden competir por el
transportador especifico hasta que se alcanza el punto de
saturacion. Los toxicos pueden competir por el transportador, y
cuando se unen a ¢l de manera irreversible el transporte se
bloquea. Cada tipo de transportador presenta una velocidad de
transporte caracteristica. Cuando el transporte se efectua en
ambas direcciones se habla de intercambio por difusion.

Transporte activo

En el transporte de algunas sustancias que son vitales para las
células se utiliza un tipo especial de transportador, que es capaz
de realizar su funcién en contra del gradiente de concentracién o
de potencial eléctrico (“contra corriente”). Este transportador es
muy estereoespecifico y puede saturarse.

Para este tipo de transporte “contra corriente” se requiere
energia. La energia necesaria se obtiene mediante la escision
(hidrolisis) catalitica de moléculas de ATP a ADP por la enzima
adenosin trifosfatasa (ATP-asa).

Los toxicos pueden interferir ese transporte inhibiendo de
manera competitiva 0 no competitiva el transportador o
también inhibiendo la actividad de la ATP-asa.

Endocitosis

La endocitosis se define como un mecanismo de transporte en el
que la membrana celular rodea material invaginandose para
formar una vesicula que lo transporta por la célula. Cuando el
material es liquido, el proceso se denomina pinocitosis. En algunos
casos el material estd unido a un receptor, y el conjunto es trans-
portado por una vesicula de la membrana. Este tipo de transporte
lo utilizan especialmente las células epiteliales del tracto gastroin-
testinal, asi como las células del higado y el rifion.

Absorcién de toxicos

Las personas se hallan expuestas a numerosos toxicos que estan
presentes en el medio ambiente profesional o general, y que
pueden penetrar en el organismo humano por tres vias de
entrada principales:

e A través del tracto respiratorio, por inhalacién de aire
contaminado.

e A través del tracto gastrointestinal, por ingestion de comida y
bebida contaminadas.

e A través de la piel, por penetracién dérmica, también llamada
percutanea.

En el caso de la exposicion en la industria, la principal via de
entrada de toxicos es la inhalaciéon, seguida por la penetracion
percutanea. En la agricultura, los casos de exposicion a plagui-
cidas por absorcién a través de la piel equivalen practicamente a
los casos en que se combinan la inhalacién y la penetracion
percutanea. En la poblacion general, la exposicion se produce
sobre todo por ingestion de comida y bebida contaminadas,
seguida de la inhalacion y, con menos frecuencia, de la penetra-
cién percutanea.

Absorcion por el tracto respiratorio
La absorcién en los pulmones es la principal via de entrada de
numerosos toxicos que estan en suspension en el aire (gases,
vapores, humos, nieblas, polvos, acrosoles, etc.).

El tracto respiratorio (TR) es un sistema ideal para el inter-
cambio de gases, pues posee una membrana cuya superficie es
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de 30 m? (espiracién) a 100 m? (inspiracién profunda), tras la
cual hay una red de unos 2.000 km de capilares. Este sistema,
que se ha ido desarrollando a lo largo de la evolucion, esta
contenido en un espacio relativamente pequefio (la cavidad tora-
cica) y cuenta con la proteccion de las costillas.

Desde el punto de vista anatémico y fisiolégico, el TR puede
dividirse en tres compartimientos:

e La parte superior o compartimiento nasofaringeo (NF), que se
inicia en los orificios de la nariz y se extiende hasta la faringe y
la laringe; funciona como un sistema de acondicionamiento del
aire.

e Ll arbol traqueobronquial (IB), integrado por numerosos
tubos de diversos tamafios que llevan el aire a los pulmones.

e El compartimiento pulmonar (P), que consta de millones de
alveolos (sacos de aire) dispuestos en formas arracimadas.

El epitelio de la regién nasofaringea absorbe facilmente los
toxicos hidrofilos. Todo el epitelio de las regiones NF y TB esta
recubierto por una pelicula de agua. Los toxicos lipéfilos se
absorben parcialmente en las regiones NF y T'B, pero sobre todo
en los alveolos mediante su difusién por las membranas alveolo-
capilares. La velocidad de absorcion depende de la ventilacién
pulmonar, el gasto cardiaco (flujo sanguineo por los pulmones),
la solubilidad del toxico en la sangre y su velocidad de
metabolizacion.

El intercambio de gases se realiza en los alveolos. La pared
alveolar consta de un epitelio, un armazén intersticial de
membrana basal, tejido conectivo y el endotelio capilar. La difu-
sion de los toxicos es muy rapida por estas capas, que tienen
alrededor de 0,8 um de grosor. En los alveolos, el téxico pasa de
la fase 4rea a la fase liquida (sangre). La velocidad de absorcién
(distribucion aire/sangre) de un téxico depende de su concentra-
cion en el aire alveolar y del coeficiente de particion de Nernst
de la sangre (coeficiente de solubilidad).

En la sangre, el toxico puede disolverse en la fase liquida por
simples procesos fisicos o puede unirse a las células sanguineas
y/0 los componentes del plasma en funciéon de su afinidad
quimica o por adsorcion. La sangre contiene un 75 % de agua, y
por eso los gases y vapores hidrofilos son muy solubles en el
plasma (por ejemplo los alcoholes). Los toxicos lipofilos (como el
benceno) suelen unirse a células o macromoléculas como la
albumina.

En el momento mismo en que se inicia la exposicion
pulmonar se producen dos procesos contrarios: absorcion y
desorcion. El equilibrio entre ambos depende de la concentra-
cion de toxico en el aire alveolar y en la sangre. Al comienzo de
la exposicién la concentracion de toxico en la sangre es 0, y la
retencion en la sangre casi del 100 %. Al proseguir la exposi-
cion, se alcanza un equilibrio entre absorcion y desorcion. Los
toxicos hidroéfilos alcanzan rapidamente ese equilibrio, y la velo-
cidad de absorcion depende mas de la ventilacion pulmonar que
del flujo sanguineo. Los toxicos lipéfilos necesitan mas tiempo
para llegar al equilibrio, y por eso la velocidad de absorciéon esta
determinada por el flujo de sangre no saturada.

El depésito de particulas y aerosoles en el TR depende de
factores fisicos y fisiologicos, asi como del tamaiio de las parti-
culas. En resumen, cuanto mas pequefia es la particula tanto
mas dentro del TR llega en su penetracion.

La retencién baja y relativamente constante de particulas de
polvo en el pulmén de personas muy expuestas (como los
mineros) sugiere la existencia de un sistema muy eficaz de elimi-
nacion de las particulas. En la parte superior del TR (traqueo-
bronquial), la eliminaciéon corre a cargo de un manto mucociliar.
En la parte pulmonar funcionan tres mecanismos distintos: 1)
manto mucociliar, 2) fagocitosis y 3) penetracion directa de las
particulas a través de la pared alveolar.
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Las primeras 17 de las 23 ramas del 4rbol traqueobronquial
poseen células epiteliales ciliadas. Merced a sus impulsos, esos
cilios estan moviendo constantemente un manto mucoso hacia la
boca. Las particulas depositadas en ese manto mucociliar se
tragan en la boca (ingestién). La superficie del epitelio alveolar
también esta recubierta de un manto mucoso, que se mueve
hacia el manto mucociliar. A ello hay que anadir que las células
moviles especializadas —los fagocitos— engloban particulas y
microorganismos en los alveolos y migran en dos posibles
direcciones:

e Hacia el manto mucociliar, que los transporta hasta la boca.

e Por los espacios intercelulares de la pared alveolar hasta llegar
al sistema linfatico del pulmén; las particulas también pueden
penetrar directamente por esta via.

Absorcion por el tracto gastrointestinal

Se pueden ingerir toéxicos mediante deglucion accidental,
consumo de alimentos y bebidas contaminados o deglucion de
particulas procedentes del TR.

Todo el canal digestivo, desde el es6fago hasta el ano, esta
construido basicamente de la misma manera: una capa mucosa
(epitelio) bajo la cual hay tejido conectivo y después una red de
capilares y musculo liso. El epitelio externo del estomago es muy
rugoso para incrementar la superficie de absorcion/secrecion. El
intestino contiene gran cantidad de pequetios salientes (vellosi-
dades), que absorben los materiales por “bombeo”. La superficie
activa de absorcién en el intestino es de unos 100 m?.

En el tracto gastrointestinal (T'GI) todos los procesos de absor-
cién presentan gran actividad:

e transporte transcelular por difusién a través de la capa lipidica
y/o0 los poros de las membranas celulares, asi como filtracién
por los poros

e difusion paracelular a través de las zonas de contacto entre
unas células y otras

e difusion facilitada y transporte activo

e cndocitosis y mecanismo de bombeo de las vellosidades.

Algunos iones metalicos toxicos utilizan sistemas de transporte
especializados para elementos esenciales: el talio, el cobalto y el
manganeso utilizan el sistema del hierro, mientras que el plomo
parece que utiliza el sistema del calcio.

Son muchos los factores que influyen en la velocidad de absor-
cion de toxicos en las diversas partes del TGI:

e Las propiedades fisicoquimicas de los toxicos, especialmente el
coeficiente de particion de Nernst y la constante de disocia-
cion; en el caso de las particulas es importante su tamafio —a
menor tamafio, mayor solubilidad.

e La cantidad de alimentos presente en el TGI (efecto de dilu-
cion).

e Fl tiempo de permanencia en cada parte del TGI (desde unos
minutos en la boca hasta una hora en el estomago y muchas
horas en el intestino).

e La superficie de absorciéon y la capacidad de absorcion del
epitelio.

e Ll pH local, que rige la absorcion de toxicos disociados; en el
pH acido del estémago se absorben con mas rapidez los
compuestos acidos no disociados.

e Ll peristaltismo (movimiento intestinal por accién de los
musculos) y el flujo sanguineo local.

e Las secreciones gastricas e intestinales, que transforman
los toxicos en productos mas o menos solubles; la bilis es un
agente emulsionante que produce complejos mas solubles
(hidrotropia).
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e La exposicion combinada a otros toxicos, que puede producir
efectos de sinergia o de antagonismo en los procesos de
absorcion.

e La presencia de agentes complejantes/quelantes.

e La accion de la microflora del TGI (alrededor de 1,5 kg), unas
60 especies distintas de bacterias que pueden biotransformar
los toxicos.

Es necesario mencionar también la circulaciéon enterohepa-
tica. Los toxicos y/o metabolitos polares (glucuréonidos y otros
conjugados) se excretan con la bilis al duodeno. Alli las enzimas
de la microflora los hidrolizan, y los productos liberados pueden
reabsorberse y llegar al higado por la vena porta. Este meca-
nismo es muy peligroso en el caso de las sustancias hepatoto-
xicas, pues permite su acumulacioén temporal en el higado.

En el caso de los toxicos que se biotransforman en el higado
en metabolitos menos toxicos o no toxicos, la ingestion puede ser
una via de entrada menos peligrosa. Tras ser absorbidas en el
TGI, las sustancias son transportadas por la vena porta hasta el
higado, donde pueden detoxificarse parcialmente por
biotransformacion.

Absorcion por la piel (dérmica o percutdnea)

La piel (con una superficie de 1,8 m? en una persona adulta)
recubre la superficie del cuerpo junto con las membranas
mucosas de los orificios corporales. Es una barrera contra los
agentes fisicos, quimicos y biolégicos, manteniendo la integridad
y homeostasis del cuerpo y realizando muchas otras funciones
fisiologicas.

La piel consta basicamente de tres capas: la epidermis, la piel
propiamente dicha (dermis) y el tejido subcutaneo (hipodermis).
Desde el punto de vista toxicologico la que mas nos interesa aqui
es la epidermis. Esta constituida por muchas capas de células. La
capa superior es una superficie irregular de células muertas apla-
nadas (estrato corneo), bajo la cual hay una capa continua de
células vivas (estrato cérneo compacto) seguida de una tipica
membrana lipidica y después por los estratos lucido, granuloso y
mucoso. La membrana lipidica es una barrera protectora, pero
en las partes velludas de la piel penetran por ella tanto los foli-
culos pilosos como los canales de las glandulas sudoriparas. Asi
pues, la absorciéon por la piel puede producirse por cualquiera de
los mecanismos siguientes:

e Absorcion transepidérmica por difusion a través de la
membrana (barrera) lipidica, sobre todo de sustancias lipéfilas
(disolventes orgéanicos, plaguicidas, etc.) y en pequefia medida
de algunas sustancias hidrofilas a través de los poros.

e Absorcion transfolicular alrededor del tallo del pelo hasta
penetrar en el foliculo piloso, evitando asi la barrera de la
membrana; esta absorcion se produce tinicamente en las zonas
de la piel que tienen vello.

e Absorcion a través de los conductos de las glandulas sudori-
paras, que tienen una seccion transversal de entre el 0,1 y el
1 % aproximadamente de la superficie total de piel (la absor-
c16n relativa presenta esa misma proporcion).

e Absorcién a través de la piel cuando ésta sufre lesiones meca-
nicas, térmicas o quimicas o por enfermedades cutineas; en
esos casos se produce una horadacion de las capas de la piel,
incluida la barrera lipidica, lo que abre la puerta a la entrada
de agentes toxicos y nocivos.

La velocidad de absorciéon percutinea depende de muchos
factores:

e La concentracion del toxico, el tipo de vehiculo (medio) y la
presencia de otras sustancias.
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e [l contenido hidrico de la piel, su pH y su temperatura, el flujo
sanguineo local, la transpiracion, la superficie de piel contami-
nada y el grosor de la piel.

e (aracteristicas anatémicas y fisiologicas de la piel debidas al
sexo y la edad, a variaciones individuales, a diferencias entre
diversos grupos étnicos y razas, etc.

Transporte de los téxicos por la sangre y la linfa
Tras ser absorbidos por alguna de esas vias de entrada, los toxicos
llegan a la sangre, la linfa u otros fluidos corporales. La sangre es
el principal vehiculo de transporte de los toéxicos y sus
metabolitos.

La sangre es un 6rgano liquido en circulacién que lleva a las
células el oxigeno y | as sustancias vitales que necesitan y extrae
de ellas los productos de desecho del metabolismo. Contiene
asimismo componentes celulares, hormonas y otras moléculas
que intervienen en muchas funciones fisiologicas. Impulsada por
la actividad del corazon, la sangre corre por el interior de un
sistema circulatorio de vasos que es relativamente estanco y que
esta en condiciones de alta presion. Debido a la alta presion hay
una parte del liquido que se escapa del sistema por filtracion. El
sistema linfatico realiza la labor de drenaje gracias a su delicada
malla de pequefios capilares linfaticos, de finas paredes, que se
ramifican por los tejidos y érganos blandos.

La sangre es una mezcla de una fase liquida (plasma, 55 %)y
células solidas (45 %). El plasma contiene proteinas (albiminas,
globulinas, fribrindgeno), acidos organicos (lactico, glutamico,
citrico) y muchas otras sustancias (lipidos, lipoproteinas, glico-
proteinas, enzimas, sales, xenobioticos, etc.). Los componentes
celulares de la sangre son los eritrocitos (Er), los leucocitos, los
reticulocitos, los monocitos y las plaquetas.

Los toxicos se absorben en forma de moléculas y de iones. En
el pH de la sangre, algunos toxicos forman particulas coloidales,
que seria la tercera forma presente en el liquido. Las moléculas,
los iones y los coloides de toxicos se pueden transportar por la
sangre de diversas maneras:

e Uniéndose fisica o quimicamente a los componentes de la
sangre, sobre todo a los Er.

e Disolviéndose fisicamente en el plasma en estado libre.

e Uniéndose a uno o varios tipos de proteinas plasmaticas,
formando compuestos con los 4cidos organicos o enlazandose
con otras fracciones del plasma.

En su mayoria, los toxicos presentes en la sangre se encuen-
tran unos en estado libre en el plasma y otros unidos a los eritro-
citos y componentes del plasma. La distribucion depende de la
afinidad de las sustancias toxicas por esos componentes. Todas
las fracciones se encuentran en un equilibrio dinamico.

Algunos toxicos son transportados por los elementos de la
sangre —sobre todo por los eritrocitos, muy raras veces por los
leucocitos. Pueden adsorberse en la superficie de los eritrocitos o
pueden unirse a los ligandos estromaticos. Cuando penetran en
el eritrocito pueden unirse al hemo (por ejemplo, el mondxido
de carbono y el selenio) o a la globina (Sb!'!'!, Po?!%). Algunos de
los toxicos que transportan los eritrocitos son el arsenio, el cesio,
el torio, el radoén, el plomo y el sodio. El cromo hexavalente se
une exclusivamente a los eritrocitos, y el cromo trivalente a las
proteinas plasmaticas. En el caso del zinc hay una competencia
entre los eritrocitos y el plasma. Alrededor del 96 % del plomo
lo transportan los eritrocitos. El mercurio organico se une sobre
todo a los eritrocitos, mientras que el mercurio inorganico lo
transporta esencialmente la albimina del plasma. Las fracciones
pequeinias de berilio, cobre, telurio y uranio son transportadas
por los eritrocitos.

La mayor parte de los toxicos la transportan el plasma o sus
proteinas. Estan presentes muchos electrélitos como iones en un
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equilibrio con moléculas no disociadas libres o unidas a las frac-
ciones plasmaticas. Esta fraccion iénica de los toxicos es muy
difusible, lo que hace que penetre en los tejidos y 6rganos atrave-
sando las paredes de los capilares. En el plasma puede haber
gases y vapores disueltos.

Las proteinas plasmaticas ofrecen a la absorcion de toxicos
una superficie total de entre 600 y 800 km? Las moléculas de
albimina poseen alrededor de 109 ligandos catiénicos y 120
anionicos a disposicion de los iones. Muchos iones son transpor-
tados parcialmente por la albumina (por ejemplo el cobre, el
zinc y el cadmio), al igual que compuestos como los dinitro- y
ortocresoles, los derivados nitro- y halogenados de hidrocarburos
aromaticos y los fenoles.

Las moléculas de globulina (alfa y beta) transportan pequenas
moléculas de toxicos asi como algunos iones metalicos (cobre,
zinc y hierro) y particulas coloidales. El fibrinégeno tiene
afinidad por determinadas moléculas pequenias. En la union de
las toxicos con las proteinas plasmaticas participan muchos tipos
de enlaces: fuerzas de Van der Waals, atracciéon de cargas,
asociacion entre grupos polares y apolares, puentes de hidro-
geno y enlaces covalentes.

Las lipoproteinas plasmaticas transportan toxicos lipofilos
como los PCB. Las otras fracciones del plasma son también un
vehiculo de transporte. La afinidad de los toxicos por proteinas
plasmaticas sugiere su afinidad por proteinas de los tejidos y
organos durante la fase de distribucion.

Los acidos organicos (lactico, glutaminico, citrico) forman
complejos con algunos toéxicos. Los elementos alcalinotérreos y
los pertenecientes al grupo de las tierras raras, asi como algunos
elementos pesados en forma de cationes, forman complejos
asimismo con acidos organicos oxi- y amino. Todos estos
complejos son por lo general difusibles y se distribuyen con faci-
lidad por los tejidos y érganos.

Agentes fisiolbgicamente quelantes del plasma, como la trans-
ferrina y la metalotioneina, compiten con los acidos organicos y
con los aminoacidos para conseguir cationes con los que formar
quelatos estables.

Los 1ones libres difusibles, algunos complejos y algunas molé-
culas libres pasan facilmente de la sangre a los tejidos y 6rganos.
La fraccién libre de los iones y moléculas esta en equilibrio dina-
mico con la fraccién unida. La concentracién de un toxico en la
sangre determinarda la velocidad de su distribuciéon por los
tejidos y 6rganos, o su paso de éstos a la sangre.

Distribucion de los toéxicos en el organismo

El organismo humano puede dividirse en los compartimentos
siguientes: 1) organos internos, 2) piel y musculos, 3) tejidos
adiposos, 4) tejidos conectivos y huesos. Esta clasificacion se basa
principalmente en el grado de perfusion vascular (sanguinea) en
orden de mayor a menor. Por ejemplo, los érganos internos
(incluido el cerebro), que representan sélo el 12 % del peso
corporal total, reciben alrededor del 75 % del volumen total de
sangre. En cambio, los tejidos conectivos y los huesos (15 % del
peso corporal total) reciben sélo un 1 % del volumen total de
sangre.

Por lo general, los 6rganos internos, que estan muy perfun-
didos, consiguen la concentracién mas alta de téxicos en el
tiempo mas corto, asi como un equilibrio entre la sangre y ese
compartimento. La captaciéon de toxicos por tejidos menos
perfundidos es mucho mas lenta, pero la retencién es superior y
el tiempo de permanencia mucho mas largo (acumulacion)
debido a la escasa perfusion.

Hay tres componentes que son de gran importancia para la
distribucién intracelular de los téxicos: el contenido de agua, los
lipidos y las proteinas presentes en las células de los diversos
tejidos y o6rganos. El orden de compartimentos antes sefialado se
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corresponde también en gran medida con el orden decreciente
de contenido de agua en sus células. Los toxicos hidroéfilos se
distribuyen mas rapidamente a los fluidos y células del cuerpo
que tienen un alto contenido de agua, y los toxicos lipofilos a las
células que tienen un mayor contenido de lipidos (tejido graso).

El organismo posee algunas barreras que obstaculizan la
penetracion de algunos grupos de toxicos, sobre todo los hidro-
filos, en determinados 6rganos y tejidos, como por ejemplo las
siguientes:

e La barrera hematoencefalica (o cerebroespinal), que limita la
entrada de moléculas grandes y toxicos hidroéfilos en el cerebro
y el SNC; consiste en una capa muy tupida de células endote-
liales; pueden atravesarla por tanto los toxicos lipofilos.

e La barrera placentaria, que tiene un efecto similar sobre la
penetracion de los toxicos en el feto desde la sangre de la madre.

e La barrera histohematologica en las paredes de los capilares,
que es permeable para las moléculas de tamafio pequefio y
mediano y para algunas de las de mayor tamafio, asi como
para los iones.

Como se ha sefialado anteriormente, solo las formas libres de
los toxicos en el plasma (moléculas, iones, coloides) estan dispo-
nibles para penetrar por las paredes de los capilares que parti-
cipan en la distribucién. Esa fraccion libre esta en equilibrio
dinamico con la fraccién unida. La concentracion de los toxicos
en la sangre esta en equilibrio dindmico con su concentracién en
los érganos y tejidos, lo que determina su retenciéon (acumula-
cion) o su salida de ellos.

Afectan también a la distribucion el estado general del orga-
nismo, el estado funcional de los 6rganos (especialmente la regu-
lacion neurohumoral), el equilibrio hormonal y otros factores.

La retencién de un toéxico en un determinado compartimento
es por lo general temporal, y puede redistribuirse a otros tejidos.
La retencion y la acumulacion se basan en la diferencia entre las
velocidades de absorcién y eliminaciéon. La duracién de la reten-
cion en un compartimento se expresa mediante la vida media
biologica, que es el tiempo que tarda en reducirse al 50 % la
cantidad de toxico presente en el tejido u érgano, por redistribu-
cion, translocacion o eliminaciéon del organismo.

Durante la distribucion y la retencion en diversos érganos y
tejidos tienen lugar procesos de biotransformacién. Esta produce
metabolitos mas polares y mas hidroéfilos, que se eliminan con
mas facilidad. Una velocidad de biotransformaciéon baja de un
toxico lipéfilo tiene por lo general como consecuencia su acumu-
lacién en un compartimento.

Desde el punto de vista de su afinidad, de su tendencia a rete-
nerse y acumularse en un determinado compartimento, los
toxicos pueden dividirse en cuatro grupos principales:

1. Los toxicos solubles en los fluidos corporales, que se distri-
buyen de manera uniforme en funcion del contenido de agua
de los compartimentos. De esta forma se distribuyen muchos
cationes monovalentes (por ejemplo, litio, sodio, potasio o
rubidio) y algunos aniones (por ejemplo, cloro o bromo).

2. Los toéxicos lipéfilos, que presentan una fuerte afinidad por
los érganos vy tejidos que son ricos en lipidos (SNC vy tejido
graso y adiposo respectivamente).

3. Los toéxicos que forman particulas coloidales, que son atra-
padas por células especializadas del sistema reticuloendotelial
(SRE) de los 6rganos vy tejidos. Los cationes tri y tetravalentes
(lantano, cesio, hafnio) se distribuyen en el SRE de los tejidos
y 6rganos.

4. Los toxicos que presentan una fuerte afinidad por los huesos
y el tejido conectivo (elementos osteotropicos o “buscadores
de hueso”), como los cationes divalentes (por ejemplo, calcio,
bario, estroncio, radon, berilio, aluminio, cadmio o plomo).
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Acumulacion en tejidos ricos en lipidos

En el “hombre estandar” de 70 kg , alrededor del 15 % del peso
corporal es tejido adiposo, proporcion que con la obesidad puede
llegar hasta el 50 %. Pero esa fraccion lipida no esta distribuida
de manera uniforme. El cerebro (SNC) es un érgano rico en
lipidos, y los nervios periféricos estan rodeados por las células de
Schwann, ricas en lipidos, que constituyen la llamada vaina de
mielina. Todos estos tejidos se prestan a la acumulacién de
toxicos lipofilos. En este compartimento se pueden distribuir
numerosos toxicos no electrélitos y no polares que tengan un
coeficiente de particion de Nernst adecuado, asi como numerosos
disolventes organicos (alcoholes, aldehidos, cetonas, etc.), hidro-
carburos clorados (incluidos insecticidas organoclorados como el
DDT), algunos gases inertes (radén), etc.

En el tejido adiposo se acumulan toxicos debido a su escasa
vascularizaciéon y a su menor velocidad de biotransformacion.
En este caso la acumulaciéon de toxicos puede ser una especie de
“neutralizaciéon” temporal, pues no hay dianas para el efecto
toxico. No obstante, siempre hay un peligro potencial para el
organismo, pues los toxicos presentes en este compartimento
pueden volver a la circulacion.

El deposito de toxicos en el cerebro (SNC) o en el tejido rico
en lipidos de la vaina de mielina del sistema nervioso periférico
es muy peligroso. Los neurotéxicos se depositan aqui directa-
mente junto a sus dianas. Los toxicos retenidos en el tejido rico
en lipidos de la glandulas endocrinas pueden producir trastornos
hormonales. Pese a la barrera hematoencefalica, son muchos los
neurotoxicos de caracter lipofilo que llegan al cerebro (SNC):
anestésicos, disolventes organicos, plaguicidas, tetraetilplomo,
organomercuriales, etc.

Retencion en el sistema reticuloendotelial

En cada tejido y 6rgano hay un determinado porcentaje de las
células que esta especializado en la actividad fagocitaria, es decir,
en capturar microorganismos, particulas, coloides, etc. Es lo que
se llama el sistema reticuloendotelial (SRE), que comprende
células tanto fijas como moviles (fagocitos). Estas células estan
presentes en forma no activa. El incremento del numero de esos
microbios o de esas particulas activa las células hasta llegar a un
punto de saturacion.

Las toxicos en forma de coloides son capturados por el SRE
de los 6rganos y tejidos. La distribucion depende del tamaiio de
las particulas coloidales. Las mayores se retienen preferente-
mente en el higado. Cuando son de menor tamaiio, se produce
una distribucién mas o menos uniforme entre el bazo, la médula
osea y el higado. La eliminacion de los coloides desde el SRE es
muy lenta, aunque las particulas pequeias se eliminan algo mas
deprisa.

Acumulacion en los huesos
Se han identificado unos 60 elementos que son osteotropicos, es
decir, “buscadores de hueso”.

Los elementos osteotrépicos pueden dividirse en tres grupos:

1. Elementos que representan o sustituyen a componentes fisio-
logicos del hueso. De veinte de ellos hay cantidades conside-
rables, mientras que los demds estan presentes como
elementos traza. En condiciones de exposicion cronica,
también pueden penetrar en la matriz mineral de las células
oseas metales toxicos como el plomo, el aluminio y el
mercurio.

2. Los elementos alcalinotérreos y otros elementos que forman
cationes y que tienen un didmetro i6nico similar al del calcio
son intercambiables con éste en el mineral 6seo. Asimismo,
algunos aniones son intercambiables con aniones (fosfato,
hidroxilo) del mineral 6seo.
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3. Elementos que forman microcoloides (tierras raras) pueden
adsorberse en la superficie del mineral 6seo.

El esqueleto de un “hombre estandar” representa del 10 al
15 % del peso corporal total, lo que ofrece grandes posibilidades
para el deposito de toxicos osteotropicos. El hueso es un tejido
sumamente especializado que esta integrado, en volumen, por
un 54 % de minerales y un 38 % de matriz organica. La matriz
mineral del hueso es hidroxiapatita, Ca,(PO,);(OH), , en la que
la relacion Ca/P es mas o menos de 1,5/1. La superficie de
mineral en que puede producirse la adsorcién es de aproximada-
mente 100 m? por g de hueso.

La actividad metabolica de los huesos del esqueleto puede
dividirse en dos categorias:

e cl hueso metabolico activo, en el que se producen con gran
amplitud procesos de resorcién y formaciéon de hueso nuevo, o
de remodelacion del hueso existente

e ¢l hueso estable, que tiene una tasa baja de remodelacion o
crecimiento.

En el feto, los recién nacidos y los nifios de corta edad, el
hueso metabdlico (o “esqueleto disponible”) representa casi el
100 % del esqueleto. Con la edad la proporcién de hueso meta-
bolico se va reduciendo. La incorporacion de toxicos durante la
exposicion aparece en el hueso metaboélico y en compartimentos
de renovacion mas lenta.

La incorporacion de toxicos al hueso se efectia de dos
maneras:

1. En el caso de los iones, se produce un intercambio con los
cationes de calcio fisiolégicamente presentes, o con los
aniones (fosfato, hidroxilo).

2. En el caso de los toxicos que forman particulas coloidales, se
produce una adsorciéon en la superficie mineral.

Reacciones de intercambio de iones

El mineral 6sco, la hidroxiapatita, presenta un complejo
sistema de intercambio de iones. Los cationes de calcio pueden
intercambiarse con otros cationes diversos. Los aniones
presentes en el hueso también se pueden intercambiar con otros
aniones: fosfato con citrato y carbonato, hidroxilo con fltor. Los
iones que no son intercambiables pueden adsorberse en la super-
ficie mineral. Cuando se incorporan iones toxicos al mineral, la
superficie puede cubrirse con una nueva capa de mineral, inte-
grando el toxico en la estructura del hueso. El intercambio de
lones es un proceso reversible, y depende de la concentraciéon de
iones, el pH y el volumen del fluido. Asi, por ejemplo, un incre-
mento del calcio en la dieta puede reducir el depésito de iones
toxicos en la reticula mineral. Ya se ha seftalado que el porcen-
taje de hueso metabdlico desciende con la edad, aunque el inter-
cambio de iones contintia. Con el paso de los afios se produce
una resorcion del mineral 6seo que resta efectivamente densidad
al hueso. En ese punto pueden liberarse toxicos presentes en el
hueso (plomo por ejemplo).

Alrededor del 30 % de los iones que se incorporan a los mine-
rales 6seos estan unidos mas débilmente y pueden ser objeto de
intercambio, de captura por agentes quelantes naturales y de
excrecién, con una vida media biolégica de 15 dias. El otro
70 % estd unido con mas fuerza. La movilizacién y excrecion de
esa fraccion presenta una vida media biologica de 2,5 afios o
mas segun el tipo de hueso (procesos de remodelacion).

Los agentes quelantes (Ca-EDTA, penicilamina, BAL, etc.)
pueden movilizar cantidades considerables de algunos metales
pesados, e incrementar en gran medida su excrecién por la
orina.
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Adsorcion de coloides

Las particulas coloidales se adsorben como una pelicula en la
superficie mineral (100 m? por g) por la accién de las fuerzas de
Van der Waals o por quimiadsorcién. Una vez en la superficie
mineral, esta capa de coloides se recubre con la capa siguiente de
minerales formados, con lo que los toxicos se entierran ain mas
en la estructura del hueso. La tasa de movilizacion y eliminacién
depende de los procesos de remodelacion.

Acumulacion en el pelo y las uiias

El pelo y las ufias contienen queratina, con grupos sulfhidrilo
capaces de quelar cationes metalicos como el mercurio y el
plomo.

Distribucion del toxico en el interior de la célula
Recientemente ha cobrado importancia la cuestién de la distribu-
cion de los toxicos, en especial de algunos metales pesados, en el
mnterior de las células de tejidos y 6rganos. Gracias a las técnicas
de ultracentrifugacion, se pueden separar diversas fracciones de
la célula para determinar su contenido de iones metalicos y otros
tOXICOs.

Estudios con animales han revelado que, una vez que han
penetrado en la célula, algunos iones metalicos se unen a una
proteina concreta, la metalotioneina. Esta proteina, de bajo peso
molecular, estd presente en las células del higado, el rifién y
otros 6rganos y tejidos. Sus grupos sulfhidrilo pueden unirse a
seis iones por molécula. Una mayor presencia de iones metalicos
induce la biosintesis de esta proteina. El inductor mas potente
son los iones de cadmio. La metalotioneina sirve también para
mantener la homeostasis de los vitales iones de cobre y zinc.
Puede unirse al zinc, el cobre, el cadmio, el mercurio, el
bismuto, el oro, el cobalto y otros cationes.

Biotransformacion y eliminacién de los téxicos
Mientras estan retenidos en las células de diversos tejidos y
organos, los toxicos estdn expuestos a enzimas que pueden
biotransformarlos (metabolizarlos), produciendo metabolitos. Hay
muchas vias para la eliminacion de los toxicos y/o metabolitos:
en el aire espirado por el pulmoén, en la orina a través del rifién,
en la bilis a través del TGI, en el sudor a través de la piel, en la
saliva a través de la mucosa de la boca, en la leche a través de las
glandulas mamarias, y en el pelo y las uflas a través del creci-
miento y recambio celulares normales.

La eliminaciéon de un toxico absorbido depende de la ruta de
entrada. En el pulmén, el proceso de absorcion/desorcion se
inicia inmediatamente, y los toxicos se eliminan parcialmente
con el aire espirado. La eliminacién de toxicos absorbidos por
otras rutas es un proceso prolongado y se inicia una vez que han
sido transportados por la sangre, para acabar completandose
después de su distribuciéon y biotransformaciéon. Durante la
absorcion existe un equilibrio entre las concentraciones de un
toxico en la sangre y en los tejidos y organos. La excrecién
reduce su concentraciéon en la sangre y puede inducir su paso de
los tejidos a la sangre.

En la velocidad de eliminacién de los téxicos y de sus metabo-
litos influyen numerosos factores:

e Las propiedades fisicoquimicas de los téxicos, en especial el
coeficiente de particiéon de Nernst (P), la constante de disocia-
cion (pK,), la polaridad, la estructura molecular, la forma vy el
peso.

e Ll nivel de exposicion y el tiempo de eliminacion desde la
exposicion.

e La ruta de entrada.
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e los compartimentos corporales en los que se hayan distribuido,
pues tienen distintas velocidades de intercambio con la sangre
y distintos grados de perfusion sanguinea
e la velocidad de la biotransformaciéon de toxicos lipéfilos a
metabolitos mas hidrofilos
e cl estado de salud general del organismo vy, en especial, de los
organos excretores (pulmoén, rifion, TG, piel, etc.)
e la presencia de otros toxicos que pueden interferir en la
eliminacion
Cabe distinguir a este respecto dos grupos de comparti-
mentos: 1) el sistema de intercambio rdpido —en estos comparti-
mentos, la concentracién de toxico en el tejido es similar a la de
la sangre; y 2) el sistema de intercambio lento, donde la concentra-
cion del toxico en el tejido es mas alta que en la sangre debido a
los fenémenos de unién y acumulaciéon —el tejido adiposo, el
esqueleto y el rifén pueden retener temporalmente algunas
sustancias, como por ejemplo el arsénico y el zinc.
Un toxico puede excretarse simultaneamente por dos o mas
vias excretoras, aunque lo normal es que predomine una de ellas.
Los cientificos estan elaborando modelos matematicos para
describir la excrecion de un toxico determinado. Esos modelos
se basan en el movimiento de salida desde uno de los comparti-
mentos o de los dos (sistema de intercambio), en la biotransfor-
macion, etc.

Eliminacion en el aire espirado por el pulmon

La eliminacién por el pulmon (desorcion) es tipica de los toxicos
muy volatiles (como por ejemplo los disolventes organicos). Los
gases y vapores que son poco solubles en la sangre se eliminan
rapidamente por esta via, mientras que los toxicos que son muy
solubles en la sangre se eliminan por otras vias.

Los disolventes organicos absorbidos por el TGI o por la piel
se excretan parcialmente en el aire espirado en cada paso de la
sangre por el pulmoén, siempre que tengan una presiéon de vapor
suficiente. Este es el fundamento de los alcoholimetros que se
utilizan para comprobar si un conductor estd en estado de
embriaguez. La concentracion de CO en el aire espirado esta en
equilibrio con el contenido de CO-Hb en la sangre. El gas
radiactivo radon aparece en el aire espirado debido a la desinte-
gracion del radio acumulado en el esqueleto.

La eliminacion de un toxico en el aire espirado en relacion
con el tiempo transcurrido desde la exposicion suele expresarse
mediante una curva de tres fases. La primera fase representa la
eliminacion de la sustancia desde la sangre, con una vida media
corta. La segunda fase, mas lenta, representa la eliminacion
debida al intercambio entre la sangre y los tejidos y 6rganos
(sistema de intercambio rapido). La tercera fase, sumamente
lenta, indica el intercambio entre la sangre y el tejido graso y el
esqueleto. Si un toxico no se ha acumulado en esos comparti-
mentos, la curva sera de dos fases. En algunos casos es posible
también una curva de cuatro fases.

Una forma de evaluar las exposiciones profesionales es deter-
minar los gases y vapores presentes en el aire espirado en el
tiempo transcurrido desde la exposicion.

Excrecion renal

El rifén es un érgano especializado en la excrecion de numerosos
toxicos y metabolitos hidrosolubles, lo que contribuye a mantener
la homeostasis del organismo. Cada rifién posee alrededor de un
millon de nefrones capaces de realizar la funcién excretora. La
excrecion renal es un hecho sumamente complejo que
comprende tres mecanismos distintos:

e La filtracion glomerular por la capsula de Bowman.
e [l transporte activo en el tibulo proximal.
e [l transporte pasivo en el tibulo distal.
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La excrecién renal de un téxico por la orina depende del
coeficiente de particion de Nernst, la constante de disociacion, el
pH de la orina, el tamafio y forma de las moléculas, la velocidad
de la conversién metabdlica en metabolitos mas hidroéfilos y el
estado de salud del rifion.

La cinética de la excrecion renal de un toxico o de su metabo-
lito puede expresarse en una curva de dos, tres o cuatro fases,
segin cudl sea la distribuciéon de la sustancia en los diversos
compartimentos corporales, que presentan distintas tasas de
intercambio con la sangre.

Saliva

Algunos farmacos e iones metélicos pueden excretarse en la saliva
a través de la mucosa de la boca —por ejemplo, el plomo (“linea
del plomo”), el mercurio, el arsénico y el cobre, asi como
bromuros, yoduros, alcohol etilico, alcaloides, etc. Después los
toxicos se degluten y llegan al TGI, donde pueden reabsorberse o
eliminarse en las heces.

Sudor

Muchos no electrélitos pueden eliminarse parcialmente por la
piel en el sudor: alcohol etilico, acetona, fenoles, disulfuro de
carbono e hidrocarburos clorados.

Leche

Muchos metales y disolventes organicos y algunos plaguicidas
organoclorados (DDT) se segregan a través de la glandula
mamaria en la leche materna. Esta via puede ser peligrosa para
los nifios lactantes.

Pelo
Puede utilizarse el andlisis del pelo como indicador de la homeos-
tasis de algunas sustancias fisiologicas. También puede evaluarse
mediante este tipo de bioensayo la exposicién a algunos toxicos,
especialmente los metales pesados.

La eliminacién de toxicos del organismo puede incrementarse
recurriendo a métodos como los siguientes:

e translocacion mecanica mediante lavado gastrico, transfusién
de sangre o dialisis

e creacion de condiciones fisiologicas que movilicen los toxicos a
través de la dieta, modificando el equilibrio hormonal o mejo-
rando la funcién renal mediante la administraciéon de
diuréticos

e la administraciéon de agentes que forman complejos (citratos,
oxalatos, salicilatos, fosfatos) o quelatos (Ca-EDTA, BAL,
ATA, DMSA, penicilamina); este método esta indicado sélo en
personas sometidas a estricto control médico. Suelen adminis-
trarse, como medida terapéutica, agentes quelantes para
eliminar metales pesados del organismo de trabajadores
expuestos. Este método se utiliza también para evaluar la carga
corporal total y el nivel de una exposicién anterior.

Determinaciones de la exposicion

La determinacién de los toxicos y los metabolitos presentes en la
sangre, el aire espirado, la orina, el sudor, las heces y el pelo es un
método cada vez mas empleado para evaluar la exposicién
humana (ensayos de exposicion) y/o el grado de intoxicacion. Esa
es la razén de que se hayan establecido recientemente limites de
exposicion biolégica (valores de concentracién maxima permi-
sible (MAC), indices de exposicion biologica (BEI). Mediante esos
bioensayos se halla la “exposicion interna” del organismo, es
decir, su exposicion total tanto en el medio ambiente profesional
como en el general, y debida a todas las rutas de entrada (véase
“Biomarcadores” en “Métodos de ensayo en toxicologia”).
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Efectos combinados debidos a la exposicion
mualtiple

En el medio ambiente profesional y/o general, las personas
suelen estar expuestas simultanea o consecutivamente a diversos
agentes fisicos y quimicos. Hay que tener en cuenta también que
algunas personas toman farmacos, fuman, consumen alcohol y
alimentos que contienen aditivos, etc. Esto significa que lo mas
frecuente es que se produzca una exposicion multiple. Los
agentes fisicos y quimicos pueden interactuar entre si en cada fase
de los procesos toxicocinéticos y/o toxicodinamicos, con el resul-
tado de tres posibles efectos:

1. Independiente. Cada agente produce un efecto distinto debido a
que sus mecanismos de accion son distintos.

2. Sinérgico. El efecto combinado es mayor que el de cada agente
por separado. Aqui se pueden distinguir dos tipos: a) aditivo,
cuando el efecto combinado es igual a la suma de los efectos
producidos por separado por cada agente, y b) potenciador,
cuando el efecto combinado es mayor que la suma de los
efectos individuales.

3. Antagonista. El efecto combinado es menor que la suma de los
efectos individuales.

No obstante, raras veces se estudian los efectos combinados.
Se trata de estudios muy complejos por la combinaciéon de
diversos factores y agentes.

Cabe concluir que cuando el organismo humano esta
expuesto de manera simultanea o consecutiva a dos o mas
toxicos es necesario considerar la posibilidad de que existan
algunos efectos combinados, que pueden acelerar o desacelerar
los procesos toxicocinéticos.

® ORGANO DIANA Y EFECTOS CRITICOS

Marek Jakubowski

El objetivo prioritario de la toxicologia profesional y ambiental es
mejorar la prevencién o la limitaciéon sustancial de los efectos que
tiene sobre la salud la exposicion a agentes peligrosos en el medio
ambiente general y profesional. Con ese fin se han elaborado
sistemas para evaluar cuantitativamente el riesgo relacionado con
una determinada exposicion (véase “Toxicologia reguladora”).

Los efectos de una sustancia quimica sobre un determinado
sistema u 6rgano estan relacionados con la magnitud de la expo-
sicién y con el caracter agudo o cronico de ésta. Habida cuenta
de la diversidad de efectos toxicos que se producen incluso en un
solo sistema u érgano, se ha propuesto una linea de pensamiento
uniforme acerca del 6rgano critico y el efecto critico con miras a
evaluar los riesgos y desarrollar “concentraciones limite reco-
mendadas basadas en criterios de salud para las sustancias
toxicas” presentes en los diferentes medios ambientales.

Desde el punto de vista de la medicina preventiva es especial-
mente importante la identificacion precoz de los efectos
adversos, sobre la base del supuesto general de que la preven-
cién o la limitaciéon de los primeros efectos pueden impedir que
aparezcan otros efectos mas graves.

Este planteamiento se ha aplicado a los metales pesados.
Aunque los metales pesados, como el plomo, el cadmio y el
mercurio, pertenecen a un grupo especifico de téxicos en el que
el efecto crénico de su actividad depende de su acumulacion en
los érganos, las definiciones que se ofrecen a continuaciéon
fueron publicadas por el Grupo de Trabajo sobre Toxicidad de
los Metales (Nordberg 1976).

Se ha adoptado la definicién de érgano critico que propuso
este grupo de trabajo, pero con una leve modificacién: se ha
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sustituido el término metal por la expresion sustancia potencialmente
toxica (Duffus 1993).

El que un determinado 6rgano o sistema se considere critico
depende no so6lo de la toximecanica del agente peligroso, sino
también de la via de absorcion y de la poblacion expuesta.

o Concentracion celular critica: la concentracion en la que se
producen en la célula cambios funcionales adversos, sean
reversibles o irreversibles.

o Concentracion critica en un drgano: la concentraciéon media en el
organo en el momento en el que el tipo mas sensible de células
del 6rgano alcanza la concentracién critica.

e Organo critico: el 6rgano que primero alcanza la concentracién
critica del metal en determinadas circunstancias de exposicion
y en una poblacion dada.

e [fecto critico: punto definido en la relacién entre la dosis y el
efecto en el individuo, a saber, el punto en el que se produce
un efecto adverso en la funcion celular del 6rgano critico. A un
nivel de exposicion inferior al que provoca una concentracion
critica del metal en el érgano critico, pueden producirse
algunos efectos que no deterioran la funcién celular en si,
aunque son detectables por medio de pruebas bioquimicas y de
otro tipo. Esos efectos se denominan efectos suberiticos.

En ocasiones no esta claro el significado biologico de la expre-
sion “efecto subcritico”; puede equivaler a un biomarcador de
exposicién, a un indice de adaptacién o a un precursor del
efecto critico (véase “Biomarcadores” en “Métodos de ensayo en
toxicologia”). Esta ultima posibilidad puede ser especialmente
importante de cara a las actividades profilacticas.

En la Tabla 33.1 se ofrecen ejemplos de o6rganos y efectos
criticos respecto de diferentes sustancias quimicas. En la exposi-
cion ambiental cronica al cadmio, donde la ruta de absorciéon es
de importancia menor (las concentraciones de cadmio en el aire
oscilan entre 10 y 20 ug/m? en las zonas urbanas y entre 1 y
2 ug/m? en las zonas rurales), el 6rgano critico es el rifion. En el
contexto profesional, donde el TLV llega a 50 pg/m? y la prin-
cipal ruta de exposicion es la inhalacion, se consideran criticos
dos 6rganos: el pulmoén y el rifion.

En el caso del plomo, los 6rganos criticos en los adultos son el
sistema hematopoyético y el sistema nervioso periférico, donde
los efectos criticos (por ejemplo una elevada concentraciéon de
protoporfirina eritrocitaria libre (FEP), un aumento de la excre-
cion de acido delta-aminolevulinico en la orina o un deterioro
de la conduccién de los nervios periféricos) se manifiestan
cuando el nivel de plomo en sangre (que es un indice de la
absorcion de plomo en el sistema) se acerca a 200-300 pg/1. En
los nifios pequefios el érgano critico es el sistema nervioso
central (SNC), y se ha comprobado que los sintomas de disfun-
cion detectados con el uso de una bateria de pruebas psicolo-
gicas aparecen en las poblaciones examinadas incluso a
concentraciones del orden de unos 100 pg/l de plomo en la
sangre.

Se han formulado otras definiciones que quizas reflejen mejor
el significado de este concepto. Segtin la OMS (1989), el efecto
critico es “el primer efecto adverso que aparece cuando se
alcanza en el 6rgano critico el umbral de concentracion o dosis
(critica). Los efectos adversos que, como el cancer, no tienen un
umbral de concentracién definido suelen considerarse criticos.
La decisién de si un efecto es critico o no es una cuestion de
juicio de experto”. En las directrices para elaborar los FEnuviron-
mental Health Criteria Documents del Programa Internacional de
Seguridad de las Sustancias Quimicas (IPCS), el efecto critico se
describe como “el efecto adverso que se considera mas adecuado
para determinar la cantidad tolerable que puede entrar en el
cuerpo”. Esta ultima definicién se formulé directamente con
miras a evaluar los limites de exposicién en el medio ambiente
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Tabla 33.1 e Ejemplos de érganos criticos y efectos criticos.

Sustancia Organo critico en exposicion cronica Efecto crifico
Sin umbral:
Cadmio Pulmén Cdncer de pulmdn (unidad riesgo 4,6 x 10°%)
Con umbral:
Rifin Mayor excrecion urinaria de proteinas de bajo peso molecular (b,—M, RBP)
Pulmdn Enfisema, leves cambios funcionales
Plomo Adultos

Sistema hematopoyético

Mayor excrecion urinaria de dcido delta-aminolevulinico (ALA-U); mayor concentracion de

protoporfirina eritrocitaria libre (FEP) en los eritrocitos

Sistema nervioso periférico
.

Sistema nervioso central

Mercurio (elemental)

Menor velocidad de conduccion del impulso nervioso en las fibras lentas

Descenso del Cl'y otros efectos sutiles; temblor mercurial (dedos, labios, pdrpados)

Mercurio (mercirico) Rifidn Proteinuria
Manganeso Adult

Sistema nervioso central Deterioro de funciones psicomotoras

.

Pulmdn Sintomas respiratorios

Sistema nervioso central Deterioro de funciones psicomotoras
Tolueno Membranas mucosas Iritacion
Cloruro de vinilo Higado Cdncer (angiosarcoma, unidad riesgo 1 x 10°)

Acetato de efilo

Membranas mucosas [rritacion

general, basados en consideraciones de salud. En este contexto,
parece que lo mas esencial es determinar qué efecto puede
considerarse adverso. Conforme a la terminologia actual, el
efecto adverso es el “cambio en la morfologia, fisiologia, creci-
miento, desarrollo o tiempo de vida de un organismo que tiene
como resultado un deterioro de la capacidad de compensar una
tensién adicional o un aumento de la susceptibilidad a los
efectos nocivos de otras influencias ambientales. La decision de
si un efecto es adverso o no es una cuestion que requiere el juicio
del experto™.

En la Figura 33.1 se presentan curvas de dosis-respuesta hipo-
téticas respecto de diversos efectos. En el caso de la exposicion al
plomo, 4 puede representar un efecto subcritico (inhibicién de la
ALA-deshidratasa eritrocitaria), B el efecto critico (incremento
de la zinc-protoporfirina eritrocitaria o incremento de la excre-
ci6n de acido delta-aminolevulinico), C el efecto clinico (anemia)
y D el efecto letal (muerte). En el caso de la exposiciéon al plomo
esta ampliamente demostrado que determinados efectos de la
exposicion dependen de la concentracion de plomo en la sangre
(contrapartida practica de la dosis), ya sea en forma de relacién
dosis-respuesta o en relacion con diferentes variables (sexo, edad,
etc.). La determinacién de los efectos criticos y de la relacién
dosis-respuesta correspondiente a esos efectos en los seres
humanos permite predecir la frecuencia de un efecto dado a una
determinada dosis o su contrapartida (concentracion en el mate-
rial biol6gico) en una poblacién.

Los efectos criticos pueden ser de dos tipos: los que se estima
que tienen un umbral y aquellos otros en los que puede haber
cierto riesgo a cualquier nivel de exposicién (carcindégenos geno-
toxicos y mutagenos de células germinales: sin umbral). Siempre
que sea posible, la evaluacion del riesgo se ha de basar en datos
humanos adecuados. Para determinar los efectos con umbral en
la poblacién general se han de elaborar hipotesis sobre el nivel
de exposicion (cantidad tolerable que puede entrar en el cuerpo,
biomarcadores de la exposicién) como es que la frecuencia del
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efecto critico en la poblacién expuesta a un agente peligroso
dado se corresponda con la frecuencia de ese efecto en la pobla-
cién general. En la exposicion al plomo, la concentracién
maxima de plomo en sangre recomendada para la poblacién
general (200 pug/l, mediana inferior a 100 pg/1I) (OMS 1987) esta
practicamente por debajo del valor de umbral del efecto critico
supuesto (alto nivel de protoporfirina eritrocitaria libre), aunque
no por debajo del nivel asociado a los efectos sobre el SNC en
los nifios o sobre la tensién arterial en los adultos. En general,
cuando la evaluaciéon de la seguridad se basa en los datos obte-
nidos en estudios bien hechos sobre poblaciones humanas que
definen un nivel sin efecto adverso observable, se considera
adecuado aplicar un factor de incertidumbre de 10. En el caso
de la exposicion profesional, los efectos criticos pueden referirse
a una determinada parte de la poblacién (por ejemplo el 10 %).
En consecuencia, en la exposicion profesional al plomo la

Figura 33.1 e Curvas hipotéticas de dosis-respuesta para
diversos efectos.

Respuesta
(%)
100 A B/ D

50+

Dosis
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concentraciéon de plomo en sangre recomendada basada en
criterios de salud se ha establecido en 400 mg/1 en los hombres
donde un 10 % de la poblacién presente un nivel de ALA-U de
5 mg/l como respuesta a unas concentraciones de PbB de 300 a
400 mg/l. En el caso de la exposiciéon laboral al cadmio
(partiendo de que el efecto critico es el aumento de la excrecién
urinaria de proteinas de bajo peso molecular), se ha estimado
como valor admisible un nivel de 200 ppm de cadmio en la zona
cortical del rinén, pues ese efecto se ha observado en el 10 % de
la poblacion expuesta. En muchos paises se estd considerando
actualmente (es decir, en 1996) la posibilidad de rebajar estos
dos valores.

No hay un consenso claro sobre la metodologia adecuada
para evaluar el riesgo de las sustancias quimicas en las que el
efecto critico puede no tener umbral, como los carcinégenos
genotoxicos . Para la evaluacion de esos efectos se han adoptado
diversos enfoques basados en gran parte en la caracterizacién de
la relaciéon dosis-respuesta. Como en el plano social y politico no
se acepta el riesgo de los carcinégenos para la salud, en docu-
mentos tales como las Aur Quality Guidelines for Europe (OMS 1987)
se ofrecen tnicamente, para los efectos sin umbral, valores como
la unidad riesgo a lo largo de toda la vida (es decir, el riesgo
asociado a la exposicion a lo largo de toda la vida a 1 pg/m? del
agente peligroso) (véase “Toxicologia reguladora”).

En la actualidad, el componente basico de las actividades de
evaluacion del riesgo es la determinaciéon del 6rgano critico y los
efectos criticos. Las definiciones tanto de efecto critico como de
efecto adverso reflejan la responsabilidad de decidir qué efectos
de entre los que se observan en un determinado o6rgano o
sistema deben considerarse criticos, y ello esta directamente
relacionado con la determinaciéon ulterior de los valores reco-
mendados respecto de una determinada sustancia quimica en el
medio ambiente general —por ejemplo, las Air Quality Guidelines
Jor Europe (OMS 1987) o los limites de exposicion laboral basados
en criterios de salud (OMS 1980). Determinar el efecto critico
desde el intervalo de efectos subcriticos puede llevar a una situa-
cion en la que los limites recomendados sobre concentraciones
de sustancias toxicas en el medio ambiente general o profesional
quizas sean en la practica imposibles de mantener. Es posible
que considerar como critico un efecto que puede superponerse a
los efectos clinicos tempranos lleve a adoptar valores con los que
pueden desarrollarse efectos adversos en una parte de la pobla-
cion. La decision de considerar critico o no un determinado
efecto sigue siendo responsabilidad de los grupos de expertos
especializados en toxicidad y evaluacién del riesgo.

® EFECTOS DE LA EDAD, EL SEXO Y
OTROS FACTORES

Spomenka Telisman

Suele haber entre los seres humanos amplias diferencias en la
intensidad de la respuesta a las sustancias quimicas toxicas, asi
como variaciones en la susceptibilidad de un individuo a lo largo
de su vida. Ello puede atribuirse a diversos factores que pueden
afectar a la velocidad de absorcion, la distribucion en el cuerpo y
la velocidad de biotransformacion y/o excrecién de una determi-
nada sustancia. Aparte de los factores hereditarios conocidos,
cuya relacién con el aumento de la susceptibilidad a la toxicidad
quimica en los seres humanos esta claramente demostrada (véase
“Determinantes genéticos de la respuesta toxica”), intervienen
factores como los siguientes: las caracteristicas constitucionales
relacionadas con la edad y el sexo; los estados patolégicos preexis-
tentes o un deterioro de la funciéon de un érgano (no hereditario,
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es decir, adquirido); los héabitos alimentarios, el habito de fumar,
el consumo de alcohol y el empleo de farmacos; la exposicién
concomitante a biotoxinas (diversos microorganismos) y a
factores fisicos (radiacion, humedad, temperaturas sumamente
bajas o altas o presiones barométricas especialmente idoneas para
la presiéon parcial de un gas), asi como situaciones concomitantes
de ejercicio fisico o tensién psicologica, y las exposiciones ante-
riores, profesionales y/o ambientales, a una determinada
sustancia, en particular la exposicién concomitante a otras
sustancias 7o necesariamente toxicas (por ejemplo, a metales esen-
ciales). Las posibles contribuciones de estos factores al aumento o
la reduccién de la susceptibilidad a efectos adversos sobre la
salud, asi como sus mecanismos de accién, son especificos de
cada sustancia quimica. Por consiguiente, en esta seccién se
presentaran tnicamente los factores mas comunes, los meca-
nismos basicos y algunos ejemplos caracteristicos; el lector intere-
sado en informacion especifica sobre una determinada sustancia
quimica podré encontrarla en otras secciones de la Enciclopedia.

Segun la fase en la que actian estos factores (absorcion, distri-
bucion, biotransformacion o excrecion de la sustancia), los
mecanismos pueden clasificarse en general en dos categorias
basadas en las consecuencias basicas de la interaccién: 1) un
cambio en la cantidad de sustancia presente en un 6rgano diana,
es decir, en el lugar o lugares del organismo en que produce su
efecto (interacciones toxicocinéticas), o 2) un cambio en la inten-
sidad de una respuesta especifica a la cantidad de sustancia
presente en un érgano diana (interacciones toxicodinamicas). En
ambos tipos de interaccion, los mecanismos mas frecuentes estan
relacionados con la competencia con otra u otras sustancias por
unirse a los mismos compuestos que intervienen en su transporte
por el organismo (por ejemplo, proteinas especificas del suero)
y/o por utilizar una misma via de biotransformacion (por
ejemplo, unas enzimas determinadas), lo que tiene como conse-
cuencia un cambio en la velocidad o secuencia con que se pasa
de la reaccién inicial al efecto adverso final sobre la salud. No
obstante, tanto las interacciones toxicocinéticas como las toxico-
dinamicas pueden influir en la susceptibilidad individual a una
determinada sustancia quimica. La influencia de varios factores
concomitantes puede producir tres tipos de efectos: a) efectos
aditivos :la intensidad del efecto combinado es igual a la suma de
los efectos de los diversos factores por separado, b) efectos sinér-
gicos: la intensidad del efecto combinado es superior a la suma de los efectos
de los diwversos factores por separado, o ¢) efectos antagénicos: la intensidad
del efecto combinado es inferior a la suma de los efectos de los
diversos factores por separado.

La cantidad de una sustancia toxica o de su metabolito carac-
teristico en el lugar o lugares en que producen su efecto en el
cuerpo humano puede determinarse con mas o menos exactitud
mediante control bioldgico, es decir, eligiendo el espécimen
biologico correcto y el momento 6ptimo para obtener la
muestra, teniendo en cuenta las vidas medias biolégicas de esa
sustancia tanto en el 6rgano critico como en el compartimento
biolégico que se mide. No obstante, en general falta informacion
fiable sobre otros posibles factores que podrian influir en la
susceptibilidad individual entre los humanos, y en consecuencia
los conocimientos que tenemos sobre la influencia de diversos
factores se basan en su mayoria en datos obtenidos en animales
de experimentacion.

Hay que subrayar que en algunos casos existen diferencias
relativamente grandes entre los humanos y otros mamiferos en
cuanto a la intensidad de la respuesta a un nivel y/o duracién
equivalentes de la exposicién a muchas sustancias toxicas; por
ejemplo, parece que los humanos son considerablemente mas
sensibles que las ratas (animales que se emplean con frecuencia
en los estudios experimentales) a los efectos adversos que
producen sobre la salud varios metales toxicos. Algunas de esas
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diferencias pueden atribuirse al hecho de que las vias de trans-
porte, distribucion y biotransformacién de diversas sustancias
dependen en gran medida de cambios sutiles en el pH tisular y
en el equilibrio redox del organismo (como ocurre con la acti-
vidad de diversas enzimas), y también al hecho de que el sistema
redox de los humanos es considerablemente distinto del de las
ratas.

Asi ocurre evidentemente en el caso de importantes antioxi-
dantes como la vitamina C y el glutation (GSH), que son esen-
ciales para mantener el equilibrio redox y que desempefian una
funcién de proteccion contra los efectos adversos de los radicales
libres derivados del 6xigeno o de un xenobidtico que intervienen
en diversos estados patologicos (Kehrer 1993). A diferencia de la
rata, el hombre no puede autosintetizar la vitamina C, y tanto
los niveles como la velocidad de recambio del GSH eritrocitario
son en el hombre considerablemente inferiores a los de la rata.
Los humanos carecen asimismo de algunas de las enzimas antio-
xidantes protectoras que si poseen las ratas y otros mamiferos
(por ejemplo, se piensa que la GSH-peroxidasa tiene escasa acti-
vidad en el esperma humano). Estos son ejemplos de la vulnera-
bilidad potencialmente mayor a la tensién oxidativa en los
humanos (sobre todo en células sensibles como por ejemplo las
del esperma, que es aparentemente mas vulnerable a las influen-
cias toxicas que el de las ratas), lo que puede tener como resul-
tado una respuesta diferente o una mayor susceptibilidad a la
influencia de diversos factores en los humanos en comparacién
con otros mamiferos (Telisman 1995).

Influencia de la edad

En comparacién con los adultos, los nifios de corta edad suelen
ser mas susceptibles a la toxicidad quimica porque sus volimenes
de inhalacién y su velocidad de absorcion gastrointestinal son
relativamente mayores debido a la mayor permeabilidad del
epitelio intestinal, y también porque sus sistemas enzimaticos
detoxificantes estan inmaduros y la velocidad de excrecion de
sustancias quimicas toxicas es relativamente menor. Parece que
en las primeras fases de su desarrollo el sistema nervioso central
es especialmente susceptible a la neurotoxicidad de diversas
sustancias, como por ejemplo el plomo y el metilmercurio. Por el
contrario, las personas de edad avanzada pueden ser susceptibles
porque han pasado por exposiciones quimicas anteriores y
poseen unos mayores depodsitos corporales de algunos xenobi6-
ticos, o también por el deterioro preexistente de la funcion de
organos diana y/o de las enzimas pertinentes, lo que hace que su
velocidad de detoxificacion y excrecién sea mas baja. Todos esos
factores pueden contribuir a debilitar las defensas del organismo
—una menor capacidad de reserva, lo que produce una mayor
susceptibilidad a exposiciones ulteriores a otros peligros. Por
ejemplo, las enzimas citocromo P450 (que intervienen en las rutas
de biotransformaciéon de casi todas las sustancias quimicas
toxicas) pueden inducirse o ver reducida su actividad debido a la
influencia de diversos factores que estan presentes a lo largo de
toda la vida (como hébitos alimentarios, habito de fumar, alcohol,
administracion de farmacos y exposicién a xenobidticos ambien-
tales).

Influencia del sexo

Se han descrito diferencias de susceptibilidad relacionadas con el
género con respecto a muchas sustancias toxicas (aproximada-
mente 200), diferencias que se dan también en muchas especies
de mamiferos. Parece que en general los hombres son mas
susceptibles a las toxinas renales, y las mujeres a las toxinas hepa-
ticas. Las causas de estas diferencias de respuesta entre hombres y
mujeres se han relacionado con sus diferencias en una gran
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variedad de procesos fisiologicos (por ejemplo, las mujeres
pueden excretar una mayor cantidad de algunas sustancias
toxicas en las hemorragias menstruales y en la leche transfirién-
dolas al feto, pero sin embargo experimentan una tensién
adicional durante el embarazo, el parto y la lactancia), activi-
dades enzimaticas, mecanismos de reparacién genética y factores
hormonales, asi como con la presencia de depositos de grasa rela-
tivamente mayores en las mujeres, lo que produce una mayor
acumulacion de algunos toxicos lipofilos, como los disolventes
organicos y algunos farmacos.

Influencia de los habitos alimentarios

Los habitos alimentarios tienen una importante influencia en la
susceptibilidad a la toxicidad quimica, sobre todo porque una
nutricién adecuada es esencial para que el sistema de defensa
quimica del cuerpo funcione correctamente y contribuya a
mantener el buen estado de salud. Ingerir una cantidad suficiente
de metales esenciales (incluidos metaloides) y proteinas, especial-
mente de aminoacidos que contienen azufre, es necesario para
biosintetizar diversas enzimas detoxificantes y para aportar la
glicina y el glutatiéon que precisan las reacciones de conjugacion
con compuestos endogenos y exogenos. Los lipidos, especial-
mente los fosfolipidos, y los elementos lipotrépicos (donantes de
grupos metilo) son necesarios para la sintesis de las membranas
biologicas. Los hidratos de carbono aportan la energia que se
precisa en varios procesos de detoxificacion y también el acido
glucurénico necesario para la conjugacion de sustancias toxicas y
sus metabolitos. El selenio (metaloide esencial), el glutatién y vita-
minas como la C (hidrosoluble), la E y la A (liposolubles) desem-
pefian una importante funciéon antioxidante (por ejemplo, en el
control de la peroxidacién de los lipidos y en el mantenimiento de
la integridad de las membranas celulares), ademas de ofrecer
proteccién frente a las sustancias toxicas retirando los radicales
libres. A ello hay que afiadir que diversos componentes de la
dieta (contenido de proteinas y fibra, minerales, fosfatos, acido
citrico, etc.), asi como la cantidad de alimentos ingerida, pueden
influir considerablemente en la tasa de absorcion gastrointestinal
de muchas sustancias toxicas (por ejemplo, la tasa media
de absorcion de las sales de plomo solubles tomadas con
las comidas es de aproximadamente el 8 %, frente a alrededor
del 60 % cuando se ingieren en ayunas). No obstante, la dieta
misma puede ser también una fuente de exposicion individual a
diversas sustancias toxicas (por ejemplo, niveles considerable-
mente incrementados de ingesta diaria y acumulacién de arsé-
nico, mercurio, cadmio y/o plomo en las personas que consumen
pescado contaminado).

Influencia del habito de fumar

El héabito de fumar puede influir en la susceptibilidad individual a
muchas sustancias quimicas toxicas debido a las diversas posibili-
dades de interaccion con el gran ntmero de compuestos que
estan presentes en el humo de los cigarrillos (sobre todo hidrocar-
buros aromaticos policiclicos, monoxido de carbono, benceno,
nicotina, acroleina, algunos plaguicidas, cadmio y, en menor
medida, plomo y otros metales toxicos, etc.), algunos de los cuales
pueden acumularse en el cuerpo humano a lo largo de toda la
vida, incluida la fase prenatal (por ejemplo el plomo y el cadmio).
Las interacciones se producen principalmente porque diversas
sustancias compiten por el mismo o los mismos lugares de unién
para su transporte y distribuciéon por el organismo y/o por la
misma ruta de biotransformaciéon en la que intervienen determi-
nadas enzimas. Por ejemplo, algunos componentes del humo de
los cigarrillos pueden inducir enzimas citocromo P450, mientras
que otros pueden reducir su actividad, con lo que se ven
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afectadas las rutas de biotransformacion habituales de otros
muchos toxicos, como los disolventes organicos y algunos
farmacos. El consumo intenso de cigarrillos a lo largo de un
periodo prolongado puede reducir considerablemente los meca-
nismos de defensa del organismo al disminuir la capacidad de
reserva con la que éste hace frente a la influencia adversa de otros
factores del tipo de vida habitual.

Influencia del alcohol

El consumo de alcohol (etanol) puede influir de varias maneras
en la susceptibilidad a muchas sustancias toxicas. Puede influir en
la velocidad de absorcion y en la distribucién de determinadas
sustancias en el cuerpo —por ejemplo, incrementando la
velocidad de absorcién gastrointestinal del plomo, o reduciendo
la velocidad de absorcion pulmonar del vapor de mercurio al
inhibir la oxidacién que es necesaria para retener el vapor de
mercurio inhalado. El etanol puede influir también en la suscepti-
bilidad a diversas sustancias modificando temporalmente el pH
tisular e incrementando el potencial redox derivado del metabo-
lismo del etanol, pues tanto la oxidacién del etanol a acetaldehido
como la oxidacién del acetaldehido a acetato producen un equi-
valente de nicotinamida-adenin dinucleétido reducido (NADH) e
hidrégeno (H*). Como la afinidad de los metales y metaloides
tanto esenciales como toxicos por diversos compuestos y tejidos
esta influida por el pH y por los cambios en el potencial redox
(Telisman 1995), incluso una ingesta moderada de etanol puede
producir una serie de consecuencias como las siguientes: 1)

redistribucion del plomo acumulado durante mucho tiempo en el
organismo humano a favor de una fraccion biologicamente
activa, 2) sustitucién de zinc esencial por plomo en una o varias
de las enzimas que contienen zinc, lo que afecta a la actividad
enzimatica, o influencia del plomo movilizado sobre la distribu-
cion en el organismo de otros metales y metaloides esenciales,
como el cadmio, el hierro, el cobre y el selenio, 3) incremento de
la excrecion urinaria del zine, etc. Esos posibles efectos se ven
intensificados a veces por el hecho de que las bebidas alcohdlicas
pueden contener una cantidad apreciable de plomo, procedente
de los recipientes o del proceso de elaboracion (Prpi¢-Maji¢ y
cols. 1984; Telisman y cols. 1984; 1993).

Otra razén habitual de los cambios de susceptibilidad relacio-
nados con el etanol es que muchas sustancias toxicas, como por
ejemplo diversos disolventes organicos, comparten la misma ruta
de biotransformacién, la de las enzimas citocromo P450. En
funcién de la intensidad de la exposicion a los disolventes orga-
nicos asi como de la cantidad y frecuencia del etanol ingerido (es
decir, consumo de alcohol agudo o crénico), el etanol puede
reducir o incrementar las velocidades de biotransformacion de
diversos disolventes organicos y de esa forma influir en su toxi-
cidad (Sato 1991).

Influencia de los farmacos

El uso frecuente de diversos farmacos puede influir en la suscepti-
bilidad a sustancias quimicas toxicas sobre todo porque muchos
farmacos se unen a proteinas séricas e influyen de esa manera en

Tabla 33.2 e Efectos bdsicos de posibles interacciones mdltiples de los principales metales y metaloides téxicos y/o

esenciales en los mamiferos.

Metal o metaloide toxico

Aluminio (Al)
de absorcion de Al.
Deteriora el metabolismo de los fosfatos.

Efectos hdsicos de la inferaccién con otro metal o metaloide
Reduce la velocidad de absorcion de Ca y deteriora el metabolismo de Ca; la deficiencia de Ca en la dieta incrementa la velocidad

Los datos sobre interacciones con Fe, Zn y Cu son equivacos (es decir, sobre el posible papel de mediador de ofro metal).

Arsénico (As)

Afecta a la distribucién de Cu (incremento en rifién y descenso en higado, suero y orina). Deteriora el metabolismo de Fe (incremento en

higado con descenso concomitante del hematocrito). Zn reduce la velocidad de absorcion de As inorgdnico y reduce la toxicidad de As.

Se reduce la toxicidad de As y viceversa.

Cadmio (Cd)
de absorcidn de Cd.

Reduce la velocidad de absorcion de Ca y deteriora el metabolismo de Ca; lo deficiencia de Ca en la dieta incrementa la velocidad

Deteriora el metabolismo de los fosfatos incrementando su excrecion urinaria.
Deteriora el metabolismo de Fe; la deficiencia de Fe en la dieta incrementa la velocidad de absorcion de Cd.
Afecta a la distribucion de Zn; n reduce la toxicidad de Cd, pero su influencia en la velocidad de absorcion de Cd es equivoca.

El Se reduce la toxicidad de Cd.
Mn reduce la toxicidad de Cd en exposiciones bajas.

Los datos sobre la interaccion con Cu son equivocos (es decir, sobre el posible papel de mediador de Zn o de ofro metal).
Los niveles altos de Pb, Ni, Sr, Mg o Cr(Ill) en la dieta pueden reducir la velocidad de absorcion de Cd.

Mercurio (Hg)

Afecta a la distribucion de Cu (incremento en higado).

In reduce la velocidad de absorcién de Hg inorgdnico y reduce la toxicidad de Hg.

El Se reduce la toxicidad de Hg.

(d incrementa la concentracion de Hg en el rifin, pero al mismo tiempo reduce la toxicidad de Hg en el riion (por influencia de

|a sintesis de metalotioneina inducida por Cd).
Plomo (Ph)

Deteriora el metabolismo de Ca; la deficiencia de Ca en la dieta incrementa la velocidad de absorcién de Pb inorgdnico y la toxicidad de Pb.

Deteriora el metabolismo de Fe; la deficiencia de Fe en la dieta incrementa la toxicidad de Pb, pero su influencia en la velocidad

de absorcion de Pb es equivoca.

Deteriora el metabolismo de Zn e incrementa su excrecién urinaria; la deficiencia de Zn en la dieta incrementa la velocidad de absorcion

de Pb inorgdnico y la toxicidad de Pb.
Se reduce la toxicidad de Ph.

Los datos sobre interacciones con Cu y Mg son equivocos (es decir, sobre el posible papel de mediador de Zn o de otro metal).

Nota: Los datos se refieren sobre todo a estudios experimentales con ratas, pues en general no existen datos clinicos y epidemioldgicos pertinentes (especialmente sobre relaciones cuantitativas de dosis-respuesta)

(Elsenhans y cols. 1991; Fergusson 1990; Telisman y cols. 1993).
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el transporte, la distribucion o la velocidad de excreciéon de
diversas sustancias, y también porque pueden inducir las enzimas
detoxificantes pertinentes o deprimir su actividad (por ejemplo las
citocromo P450), lo que afecta a la toxicidad de sustancias que
tienen la misma ruta de biotransformaciéon. Caracteristico de
ambos mecanismos es el aumento de la excrecion urinaria de
acido tricloroacético (metabolito de varios hidrocarburos
clorados) cuando se toman salicilatos, sulfonamidas o fenilbuta-
zonas, asi como el aumento de la hepato y nefrotoxicidad del
tetracloruro de carbono cuando se toma fenobarbital. Ademas,
algunos farmacos contienen una cantidad considerable de una
sustancia quimica potencialmente toxica, por ejemplo los antia-
cidos, que contienen aluminio, o los preparados que se emplean
en el tratamiento de la hiperfosfatemia por insuficiencia renal
cronica.

Influencia de la exposicién concomitante a otras
sustancias quimicas

Los cambios de la susceptibilidad a efectos adversos sobre la salud
debidos a la interaccion de diversas sustancias quimicas (es decir,
los posibles efectos aditivos, sinérgicos o antagénicos) se han estu-
diado casi exclusivamente en animales de experimentacion, sobre
todo en la rata. Carecemos de estudios epidemiologicos y clinicos
a este respecto. Ello es motivo de especial preocupacién habida
cuenta de que en los humanos la intensidad de respuesta o la
diversidad de efectos adversos de varias sustancias quimicas son
relativamente mayores que en la rata y otros mamiferos. Aparte
de los que se han publicado en el ambito de la farmacologia, los
datos que poseemos se refieren en su mayoria unicamente a
combinaciones de dos sustancias quimicas distintas pero pertene-
cientes a un mismo grupo, como diversos plaguicidas, disolventes
organicos o metales y metaloides esenciales y/o toxicos.

La exposicion combinada a varios disolventes organicos
puede producir diversos efectos aditivos, sinérgicos o
antagoénicos (dependiendo de cudl sea la combinacién de disol-
ventes, de su intensidad y de la duracién de la exposicion),
debido sobre todo a su capacidad de influirse mutuamente en
sus biotransformaciones respectivas (Sato 1991).

Otro ejemplo caracteristico son las interacciones de metales y
metaloides esenciales y/o toxicos, pues intervienen en la posible
influencia de la edad (por ejemplo, la acumulacién en el orga-
nismo de plomo y cadmio ambientales a lo largo de toda la
vida), el sexo (por ejemplo, la deficiencia de hierro frecuente en
las mujeres), los habitos alimentarios (por ejemplo, una mayor
ingespa en la dieta de metales y metaloides toxicos y/o una
ingesta deficiente en la dieta de metales y metaloides esenciales),
el habito de fumar y el consumo de alcohol (por ejemplo, exposi-
cion adicional al cadmio, el plomo y otros metales toxicos) y el
empleo de farmacos (por ejemplo, por una tnica dosis de antia-
cido se incrementa en 50 veces la cantidad de aluminio que
como promedio diario se ingiere en los alimentos). La posibi-
lidad de que la exposicion a varios metales y metaloides
produzca en los humanos diversos efectos aditivos, sinérgicos o
antagonistas puede ilustrarse con ejemplos basicos relacionados
con los principales elementos toxicos (véase la Tabla 33.2), pero
aparte de eso pueden producirse otras interacciones porque los
elementos esenciales también pueden influirse entre si (por
ejemplo, el efecto antagonista, bien conocido, del cobre en la
velocidad de absorcion gastrointestinal, asi como en el metabo-
lismo del zinc, y viceversa). La causa principal de todas estas
interacciones es la competencia de los diversos metales y meta-
loides por un mismo lugar de unién (especialmente el grupo
sulfhidrilo, =SH) en diversas enzimas, metaloproteinas (especial-
mente la metalotioneina) y tejidos (por e¢jemplo, las membranas
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celulares y las barreras organicas). Esas interacciones pueden
desempenar un papel notable en el desarrollo de varias enferme-
dades cronicas que estan mediadas por la accion de radicales
libres y tension oxidativa (Telisman 1995).

DETERMINANTES GENETICOSDELA @

RESPUESTA TOXICA

Daniel W. Nebert y Ross A. McKinnon

Hace mucho tiempo que se sabe que cada persona responde de
una manera distinta a las sustancias quimicas presentes en el
medio ambiente. La reciente explosion de la biologia molecular y
de la genética ha permitido entender mejor la base molecular de
esa variabilidad. Entre los principales determinantes de la
respuesta individual a las sustancias quimicas figuran importantes
diferencias entre mas de una docena de superfamilias de enzimas,
clasificadas colectivamente en enzimas metabolizantes de xenobiéticos
(agentes extrafios al organismo) y enzimas melabolizantes de
farmacos. Aunque tradicionalmente se ha considerado que desem-
pefian una funciéon de detoxificacion, estas enzimas también
pueden convertir una serie de compuestos inertes en productos
intermedios muy toxicos. Recientemente se han identificado
numerosas diferencias, unas sutiles y otras mas obvias, en los
genes que codifican esas enzimas, diferencias que se ha demos-
trado que producen notables variaciones de la actividad enzima-
tica. Hoy se sabe con seguridad que cada individuo posee su
propia dotaciéon de enzimas metabolizantes de xenobioticos,
diversidad que podria entenderse como una especie de “huella
dactilar metabolica”. Es la compleja interaccion de todas esas
superfamilias de enzimas distintas lo que en ultima instancia
determina no solo el destino y el potencial de toxicidad de una
sustancia quimica en un individuo dado, sino también la evalua-
ci6n de la exposicion. En el presente articulo hemos elegido, para
exponer los notables progresos que se han realizado en la
comprension de la respuesta individual a las sustancias quimicas,
la superfamilia de enzimas citocromo P450. Gracias al desarrollo
de unos ensayos relativamente sencillos que estan basados en el
ADN vy orientados a identificar alteraciones de genes especificos
en esas enzimas, se estan obteniendo hoy predicciones mas fiables
de la respuesta individual a la exposiciéon quimica. Esperamos
que el resultado final sea la toxicologia preventiva. En otras pala-
bras, cada individuo podria saber a qué sustancias quimicas es
especialmente sensible, lo que le permitiria evitar problemas de
toxicidad o de cancer que antes eran impredecibles.

Aunque no se suele tener conciencia de ello, los seres
humanos estan expuestos todos los dias a una avalancha de
innumerables sustancias quimicas distintas. Muchas de esas
sustancias son sumamente toxicas, y proceden de una amplia
variedad de fuentes ambientales y alimentarias. La relacion
entre esas exposiciones y la salud humana ha sido y sigue siendo
una de las preocupaciones esenciales de la investigaciéon biomé-
dica en todo el mundo.

Veamos algunos ejemplos de ese bombardeo quimico. En el
vino tinto se han aislado y caracterizado mas de 400 sustancias
quimicas. Se estima que un cigarrillo encendido produce al
menos 1.000 sustancias quimicas. En los cosméticos y jabones
perfumados hay asimismo innumerables sustancias quimicas.
Otra fuente importante de exposicién quimica es la agricultura:
solamente en los Estados Unidos, las explotaciones agrarias
reciben mas de 75.000 sustancias quimicas al afio en forma de
plaguicidas, herbicidas y fertilizantes; tras su captacién por las
plantas y por los animales que pastan, asi como por los peces en
los cursos de agua proximos, esas sustancias quimicas son
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ingeridas por los seres humanos (al final de la cadena alimen-
taria). Otras dos fuentes de grandes concentraciones de sustan-
cias quimicas que entran en el organismo son a) los farmacos de
uso habitual y b) la exposicion a sustancias peligrosas en el lugar
de trabajo a lo largo de toda la vida profesional.

Esta ya plenamente confirmado que la exposiciéon quimica
puede afectar negativamente a muchos aspectos de la salud
humana, provocando enfermedades cronicas y el desarrollo de
numerosos tipos de cancer. En el ultimo decenio mas o menos
ha empezado a desentranarse el fundamento molecular de
muchas de esas relaciones. Ademas, se ha comprobado que las
personas presentan notables diferencias de susceptibilidad a los
efectos nocivos de la exposicién quimica.

En los actuales intentos de predecir la respuesta humana a la
exposicion quimica se combinan dos enfoques fundamentales
(Figura 33.2): la vigilancia del grado de exposicion humana
mediante marcadores biolégicos (biomarcadores) y la prediccion
de la respuesta probable de un individuo a un nivel de exposi-
cién determinado. Aunque los dos enfoques son muy impor-
tantes, hay que hacer hincapié en que difieren claramente uno
de otro. En este articulo nos centraremos en los factores genéticos
que subyacen a la susceptibilidad individual a una exposicién
quimica determinada.

Este ambito de investigacion se suele denominar en términos
generales ecogenélica o farmacogenética (Kalow 1962 vy 1992).
Muchos de los recientes avances en la determinacion de la
susceptibilidad individual a la toxicidad quimica se derivan de
un mejor conocimiento de los procesos por los que los seres
humanos y otros mamiferos detoxifican las sustancias quimicas,

asi como de la notable complejidad de los sistemas enziméticos
que intervienen en esos procesos.

Describiremos en primer lugar la variabilidad de las respuestas
toxicas en los seres humanos. Presentaremos después algunas de
las enzimas responsables de esas variaciones en la respuesta,
debidas a diferencias en el metabolismo de las sustancias extrafas.
A continuacién veremos en detalle la historia y nomenclatura de
la superfamilia citocromo P450. Se describiran brevemente cinco
polimorfismos humanos P450 y otros no P450, que son responsa-
bles de diferencias en la respuesta humana a las sustancias toxicas.
Examinaremos a continuacion un ejemplo concreto para hacer
hincapié¢ en que las diferencias genéticas individuales pueden
influir en la evaluaciéon de la exposiciéon cuando ésta haya sido
determinada por control ambiental. Por tltimo nos referiremos al
papel que desempefian esas enzimas metabolizantes de xenobi6-
ticos en las funciones criticas de la vida.

Variaciones de la respuesta toxica en la
poblacién humana

Los toxicologos y farmacoélogos suelen hablar de dosis letal media
para el 50 % de la poblacion (DLsg), de dosis maxima tolerable
media para el 50 % de la poblacién (DMT5;) y de dosis efectiva
media de un determinado farmaco para el 50 % de la poblacién
(DE5). Pero icomo nos afectan estas dosis a cada uno de nosotros
como individuos? En otras palabras, un individuo muy sensible
puede verse 500 veces mas afectado o tener 500 veces mas proba-
bilidades de verse afectado que el individuo mas resistente de una
poblacién; para esas personas no tendrian mucho sentido los
valores de la DL, (ni los de la DMT}5; y la DE;). Los valores de

Figura 33.2 e Interrelaciones entre evaluacién de la exposicién, diferencias éticas, edad, dieta, nutricién y evaluacién de
la susceptibilidad genética —factores todos que afectan al riesgo individual de toxicidad y cancer.
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Figura 33.3 e Relacién genérica entre cualquier respuesta
téxica y la dosis de cualquier agente
quimico o fisico ambiental.
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estas tres dosis solo tienen sentido cuando se refieren a la pobla-
cién en su conjunto.

En la Figura 33.3 se presenta una hipotética relacion dosis-
respuesta respecto de una respuesta toxica en individuos de una
poblacién determinada. Este diagrama genérico podria referirse
a un carcinoma broncogénico en respuesta al numero de cigarri-
llos fumados, a un cloracne como funciéon de los niveles de
dioxina en el lugar de trabajo, a un asma como funcién de las
concentraciones de ozono o aldehido en el aire, a unas quema-
duras en la piel en respuesta a la radiaciéon ultravioleta, a un
descenso del tiempo de coagulaciéon por ingestiéon de aspirina o a
unos trastornos gastrointestinales en respuesta al nimero de
chiles jalapefios ingeridos. En todos esos casos, generalmente se
observa que cuanto mayor es la exposiciéon mayor es también la
respuesta toxica. La mayor parte de la poblacién presentara la
media y desviacion tipica de la respuesta toxica como funcién de
la dosis. El “marginal resistente” (abajo a la derecha en la
Figura 33.3) es un individuo que responde menos a dosis o expo-
siciones altas. El “marginal sensible” (arriba a la izquierda) es un
individuo que responde de una manera exagerada a una dosis o
exposicion relativamente pequefia. Estos individuos “margi-
nales”, con sus diferencias extremas de respuesta en compara-
cion con la mayoria de los individuos de la poblacion, presentan
a veces importantes variantes genéticas que pueden ayudar a los
cientificos a entender los mecanismos moleculares que subyacen
a una respuesta toxica.

Utilizando a esos individuos en estudios sobre familias, cienti-
ficos de diversos laboratorios han empezado a comprobar la
importancia que tiene la herencia mendeliana en una respuesta
toxica determinada. Después se puede recurrir a la biologia
molecular y a los estudios genéticos para delimitar el mecanismo
subyacente a nivel genético (genotipo) que es responsable de la
enfermedad de origen ambiental (fenotipo).

Enzimas metabolizantes de xenobiéticos o de
farmacos

¢Coémo responde el organismo a la enorme cantidad de sustan-
cias quimicas exogenas a las que estd expuesto? Los seres
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humanos y otros mamiferos han desarrollado sistemas de enzimas
metabolicas sumamente complejos, que comprenden mas de una
docena de superfamilias enzimaticas distintas. Practicamente
todas las sustancias quimicas a las que estan expuestos los seres
humanos son modificadas por esas enzimas para que sea mas
facil eliminar del cuerpo la sustancia extrafia. Se suele agrupar a
esas enzimas bajo las denominaciones genéricas de enzimas meta-
bolizantes de farmacos y enzimas metabolizantes de xenobidticos. En
realidad ambas expresiones son poco apropiadas. En primer
lugar, muchas de esas enzimas no sélo metabolizan farmacos,
sino también cientos de miles de sustancias quimicas procedentes
del medio ambiente y de la dieta. En segundo lugar, todas esas
enzimas utilizan asimismo, como sustratos, compuestos normales
del organismo; ninguna de ellas metaboliza solo sustancias
quimicas extrafias.

Desde hace mas de cuatro décadas, los procesos metabolicos
mediados por esas enzimas se suelen clasificar como reacciones
de Fase I o de Fase II (Figura 33.4). Las reacciones de la Fase I
(“funcionalizacién”) suelen comportar modificaciones estructu-
rales relativamente menores de la sustancia original mediante
oxidacién, reducciéon o hidrolisis para obtener un metabolito
mas hidrosoluble. Es frecuente que las reacciones de la Fase I
“den pie” a que el compuesto se vuelva a modificar después en
las reacciones de la Fase II. Las reacciones de la Fase I estan
mediadas basicamente por una superfamilia de enzimas de gran
versatilidad, conocidas con el término colectivo de citocromo
P450, aunque también pueden intervenir otras superfamilias
(Figura 33.5).

Las reacciones de la Fase II comportan el acoplamiento de
una molécula endégena hidrosoluble y una sustancia quimica
(sustancia original o metabolito de la Fase I) con miras a facilitar
la excreciéon. Las reacciones de la Fase II suelen calificarse de
“conjugaciéon” o “derivaciéon”. El nombre con que se conoce a
las superfamilias de enzimas que catalizan las reacciones de la
Fase II suele derivarse del radical endégeno que participa en la

Figura 33.4 e Expresiédn clasica de las Fases | y Il de las
enzimas metabolizantes de xenobidticos o
de fédrmacos .
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Aunque en la mayoria de los casos el resultado final es la detoxicacion, hay algunos compuestos
originales inertes que son potenciados por enzimas en el metabolismo de la Fase I, con lo que se
reactivan productos intermedios que infervienen en la carcinogénesis, la mutagénesis y lo toxicidad.
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Figura 33.5 e Ejemplos de enzimas metabolizantes de
farmacos.
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conjugacion: por ejemplo, N-acetiltransferasas cuando hay aceti-
lacion, sulfotransferasas cunado hay sulfatacion, glutation trans-
ferasas cuando se trata de conjugacion con el glutation y
UDP-glucuroniltransferasas cuando se trata de glucuronacién
(Figura 33.5). Aunque el principal érgano del metabolismo de
los farmacos es el higado, algunas enzimas metabolizantes de
farmacos se encuentran con niveles bastante altos en el tracto
gastrointestinal, las gonadas, el pulmon, el cerebro y el rifién, y
enzimas de ese tipo estan sin duda presentes en cierto modo en
todas las células vivas.

Las enzimas metabolizantes de xenobioticos:
espadas de doble filo

A medida que se han ido conociendo mejor los procesos biolo-
gicos y quimicos que provocan las anomalias de la salud humana
se ha ido poniendo cada vez mas de manifiesto que las enzimas
metabolizantes de xenobidticos funcionan de una manera ambi-
valente (Figura 33.4). En la mayoria de los casos, las sustancias
liposolubles se convierten en metabolitos hidrosolubles, mas
faciles de excretar. Se ha comprobado, sin embargo, que en
muchas ocasiones las mismas enzimas son capaces de transformar
otras sustancias inertes en moléculas sumamente reactivas. Esos
productos intermedios pueden interactuar después con macromo-
léculas celulares como las proteinas y el ADN. Asi pues, en todas
las sustancias quimicas a las que estan expuestos los seres
humanos puede darse una competencia entre la ruta de activacion
metabdlica y la de detoxificacion.

Breves nociones de genética
En la genética humana, cada gen (locus) esta situado en uno de los
23 pares de cromosomas. Los dos alelos (uno en cada cromosoma
del par) pueden ser iguales, pero pueden ser también diferentes.
Por ejemplo, los alelos By b, en los que B (ojos marrones) es
dominante sobre b (ojos azules): los individuos del fenotipo de
ojos marrones pueden tener el genotipo BB o el Bb, mientras que
los del fenotipo de ojos azules sélo pueden tener el genotipo bb.

Se habla de polimorfismo cuando dos o mas fenotipos heredados
de manera estable (rasgos) —derivados del mismo gen o los
mismos genes— se mantienen en la poblacién, muchas veces por
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razones que No son necesariamente obvias. Para que un gen sea
polimorfico el producto génico no tiene que ser esencial para el
desarrollo, el vigor reproductivo u otro proceso vital critico. De
hecho, se suele hablar de “polimorfismo equilibrado”, en el que
los heterozigotos tienen una clara ventaja de supervivencia sobre
los homozigotos (por ejemplo, resistencia a la malaria frente a
hemoglobina falciforme), para explicar el mantenimiento de un
alelo en la poblacion con unas frecuencias altas para las que no
se conoce ninguna otra razéon (Gonzalez y Nebert 1990).

Polimorfismos humanos de las enzimas
metabolizantes de xenobiéticos

Hace mas de cuatro decenios que se conocen diferencias gené-
ticas en el metabolismo de diversos firmacos y sustancias
quimicas ambientales (Kalow 1962 y 1992). Esas diferencias
suelen denominarse polimorfismos farmacogenéticos o, en un sentido
mas amplio, ecogenéticos. Estos polimorfismos consisten en
variantes alélicas que se dan con una frecuencia relativamente
alta en la poblaciéon y estan generalmente asociadas a aberra-
ciones en la expresién o funciéon enzimatica. Antes los polimor-
fismos solian identificarse cuando se obtenian respuestas
mesperadas a agentes terapéuticos. Mas recientemente, la tecno-
logia de recombinacién del ADN ha permitido a los cientificos
identificar con precision las alteraciones en los genes que son
responsables de algunos de esos polimorfismos. Se han caracteri-
zado asi polimorfismos en muchas enzimas metabolizantes de
farmacos —tanto de la Fase I como de la Fase II. A medida que
se van identificando cada vez mas polimorfismos se esta compro-
bando con creciente certeza que cada individuo puede poseer su
propio bagaje de enzimas metabolizantes de farmacos. Esa diver-
sidad podria calificarse de “huella dactilar metabélica”. Es la
compleja interaccién de las diversas superfamilias de enzimas
metabolizantes de farmacos en un individuo cualquiera lo que en
dltima instancia determinard su respuesta particular a una deter-
minada sustancia quimica (Kalow 1962 y 1992; Nebert 1988;
Gonzalez y Nebert 1990; Nebert y Weber 1990).

Expresion en cultivo celular de enzimas humanas
metabolizantes de xenobiéticos

¢Coémo podemos mejorar la prediccién de las respuestas toxicas
humanas a las sustancias quimicas? Los avances en la definicion de
la multiplicidad de enzimas metabolizantes de farmacos han de ir
acompaiiados de un conocimiento preciso de qué enzimas deter-
minan el destino metabélico de las distintas sustancias. Datos deri-
vados de estudios de laboratorio con roedores han proporcionado
sin duda una informacion util. No obstante, las notables diferen-
cias que presentan las enzimas metabolizantes de xenobidticos
entre unas especies y otras obligan a ser prudentes a la hora de
extrapolar los datos a las poblaciones humanas. Para resolver ese
problema, muchos laboratorios han desarrollado sistemas con los
que se pueden elaborar en cultivo diversas lineas celulares que
producen enzimas humanas funcionales estables y en altas concen-
traciones (Gonzalez, Crespi y Gelboin 1991). Se ha conseguido asi
producir satisfactoriamente enzimas humanas en diversas lineas
celulares procedentes de fuentes como bacterias, levaduras,
insectos y mamiferos.

Con miras a definir de una manera atn mas precisa el meta-
bolismo de las sustancias quimicas se ha conseguido producir
también miltiples enzimas en una unica linea celular (Gonzalez,
Crespi y Gelboin 1991). Esas lineas celulares aportan una infor-
macioén valiosa sobre las enzimas concretas que intervienen en la
metabolizacién de un determinado compuesto y de sus metabo-
litos probablemente toxicos. Combinandolos después con los
conocimientos relativos a la presencia y nivel de una enzima en
los tejidos humanos, esos datos deben ser de gran utilidad para
predecir la respuesta.
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Citocromo P450

Historia y nomenclatura

El citocromo P450 es una de las superfamilias de enzimas meta-
bolizantes de farmacos mas estudiadas, pues presenta una
enorme variabilidad individual en la respuesta a las sustancias
quimicas. “Citocromo P450” es una expresion genérica que se
emplea por comodidad para describir una amplia superfamilia de
enzimas que desempefian un papel crucial en el metabolismo de
innumerables sustratos endogenos y exdgenos. La expresion se
utilizo6 por vez primera en 1962 para describir un pigmento desco-
nocido de las células que, cuando se reducia y unia al monoxido
de carbono, producia un pico de absorcién caracteristico a 450
nm. Desde principios del decenio de 1980, la tecnologia de clona-
cion del ADN viene ofreciendo una importante informacion
sobre las multiples enzimas citocromo P450. Hasta la fecha se
han identificado mas de 400 genes distintos del citocromo P450
en animales, plantas, bacterias y levaduras. Se ha estimado que
una especie cualquiera de mamiferos, como los humanos, puede
poseer 60 o mas genes P450 distintos (Nebert and Nelson 1991).
Esa gran cantidad de genes P450 ha obligado a elaborar un
sistema de nomenclatura (Nebert y cols. 1987; Nelson y cols.
1993). Propuesto por vez primera en 1987 y actualizado cada dos
afios, ese sistema de nomenclatura se basa en comparaciones de
la evolucion divergente de la secuencia de aminoacidos entre
proteinas P450. Los genes P450 se dividen en familias y subfami-
lias: se agrupan en una familia las enzimas que presentan una
similitud de aminoécidos superior al 40 %, y en una subfamilia
las que presentan una similitud del 55 %. Los genes P450 se
denominan con la raiz CYP seguido de un numero arabigo que
designa a la familia P450, una letra que indica la subfamilia y
otro nimero arabigo que designa el gen de que se trate (Nelson y
cols. 1993; Nebert y cols. 1991). Asi, CYPIAI significa el gen
P450 1 de la familia 1 y de la subfamilia A.

En febrero de 1995 habia 403 genes C1P en la base de datos,
integrada por 59 familias y 105 subfamilias. Entre ellas figuran
ocho familias eucariéticas inferiores, 15 familias vegetales y 19
familias bacterianas. Las 15 familias de genes P450 humanos
comprenden 26 subfamilias, en 22 de las cuales se ha trazado el
mapa de localizaciones cromosémicas en la mayor parte del
genoma. Algunas secuencias son claramente ortélogas en
muchas especies —por ejemplo, se ha encontrado solamente un
gen C1PI17 (17a-hidroxilasa esteroidea) en todos los vertebrados
examinados hasta la fecha; otras secuencias de una subfamilia
estan en cambio muy duplicadas, lo que hace imposible identi-
ficar pares ortélogos (por ejemplo, la subfamilia CYP2C). Es inte-
resante que los humanos y las levaduras compartan un gen
ortologo en la familia C1P51. Los lectores interesados en mas
informacién sobre la superfamilia P450 disponen de amplia
bibliografia al respecto (Nelson y cols. 1993; Nebert y cols. 1991;
Nebert y McKinnon 1994; Guengerich 1993; Gonzalez 1992).

El éxito de la nomenclatura del P450 ha hecho que se elabo-
raran sistemas terminolégicos similares para las UDP-glucuronil-
transferasas (Burchell y cols. 1991) y las flavin-monooxigenasas
(Lawton y cols. 1994). Y se estan elaborando sistemas de nomen-
clatura andlogos basados en la evolucién divergente para otras
superfamilias de enzimas metabolizantes de farmacos (por
ejemplo, sulfotransferasas, epoxihidrolasas y aldehido deshidro-
genasas).

Recientemente se dividié la superfamilia de genes P450 de
mamiferos en tres grupos (Nebert y McKinnon 1994): los que
intervienen principalmente en el metabolismo de sustancias
quimicas extrafias, los que intervienen en la sintesis de diversas
hormonas esteroideas y los que participan en otras funciones
endogenas importantes. Para la prediccion de la toxicidad, las
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mas importantes son las enzimas P450 metabolizantes de
xenobioticos.

Enzimas P450 metabolizantes de xenobidticos

Las enzimas P450 que intervienen en el metabolismo de
compuestos extrafios y farmacos aparecen casi siempre en las
familias C1P1, CYP2, CYP3y (YP4. Estas enzimas P450 catalizan
muchas reacciones metabélicas distintas, y es frecuente que una
sola de ellas sea capaz de metabolizar numerosos compuestos
diferentes. Ademas, muchas enzimas P450 pueden metabolizar
un mismo compuesto en diferentes lugares. Asimismo, un
compuesto puede ser metabolizado en el mismo y tnico lugar por
varias enzimas P450, aunque a velocidades distintas.

Una propiedad muy importante de las enzimas P450 metabo-
lizantes de farmacos es que muchos de estos genes son inducibles
por las mismas sustancias que les sirven de sustrato. En cambio,
otros genes P450 son inducidos por no sustratos. Este fenomeno
de induccién enzimatica es la base de muchas interacciones
entre farmacos que son importantes desde el punto de vista
terapéutico.

Aunque estan presentes en muchos tejidos, en concreto, estas
enzimas P450 se encuentran con niveles relativamente altos en
el higado, que es donde mas se metabolizan los farmacos.
Algunas de las enzimas P450 metabolizantes de xenobioticos
muestran actividad hacia determinados sustratos endégenas (por
ejemplo, el acido araquidoénico). No obstante, esta extendida la
idea de que, en su mayoria, esas enzimas P450 metabolizantes
de xenobidticos no desempefian funciones fisiolégicas de impor-
tancia, aunque hasta el momento no se ha establecido experi-
mentalmente. Es probable que la disrupciéon homozigotica
selectiva, o “knock-out”, de determinados genes P450 metaboli-
zantes de xenobiodticos con métodos de “targeting” de genes
(mutaciones dirigidas) en ratones ofrezca pronto informacién
inequivoca sobre las funciones fisiologicas de los P450 metaboli-
zantes de xenobidticos (véase un analisis de esta técnica en
Capecchi 1994).

En contraste con las familias que codifican enzimas P450 que
participan basicamente en procesos fisiologicos, las que codi-
fican enzimas P450 metabolizantes de xenobidticos presentan
una notable especificidad de especie y suelen contener muchos
genes activos por subfamilia (Nelson y cols. 1993; Nebert y cols.
1991). Dada la aparente ausencia de sustratos fisiologicos, es
posible que las enzimas P450 de las familias CYP1, CYP2,
CYP3 y CYP4 que han aparecido a lo largo de los ultimos
cientos de millones de afos se hayan desarrollado como un
medio de detoxificar sustancias quimicas extrafias presentes en
el medio ambiente y en la dieta. La evolucién de las P450 meta-
bolizantes de xenobidticos se habria producido claramente a lo
largo de un periodo de tiempo muy anterior al de la sintesis de la
mayoria de las sustancias quimicas sintéticas a las que los seres
humanos se hallan expuestos en la actualidad. Es posible que los
genes de esas cuatro familias se desarrollaran y diferenciaran en
los animales debido a su exposicion a metabolitos vegetales
durante los tltimos 1.200 millones de afios —en el proceso que
graficamente se ha denominado “la guerra entre los animales y
las plantas” (Gonzalez y Nebert 1990). En esa guerra las plantas
desarrollaron nuevas sustancias quimicas (fitoalexinas) como
mecanismo de defensa para impedir su ingestion por animales, y
éstos a su vez respondieron desarrollando nuevos genes P450
para adaptarse a esa diversificacién de los sustratos. Han hecho
mas plausible esta hipotesis los ejemplos que se han descrito
recientemente de guerra quimica entre plantas e insectos y entre
plantas y hongos, con detoxificacién de sustratos toxicos por el
citocromo P450 (Nebert 1994).

Figura a continuacién una breve introduccién a varios de los
polimorfismos de las enzimas P450 humanas metabolizantes de
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xenobidticos en los que se cree que los determinantes genéticos
de la respuesta toxica tienen una gran importancia. Hasta hace
poco tiempo, se pensaba en polimorfismos P450 cuando se
producia una variaciéon inesperada en las respuestas de los
pacientes a los agentes terapéuticos que se les habian adminis-
trado. Incluso varios polimorfismos P450 se bautizaron con el
nombre de los farmacos con los que se identificaron por vez
primera. Las investigaciones mas recientes se han centrado en
cambio en la identificacién de las enzimas P450 concretas que
intervienen en el metabolismo de sustancias quimicas en las que
se observa variacion y en la caracterizaciéon precisa de los genes
P450 que intervienen. Como se ha sefialado antes, la actividad
mensurable de una enzima P450 hacia una sustancia quimica
modelo puede denominarse fenotipo. Las diferencias alélicas en
un gen P450 respecto de cada individuo es lo que se llama el
genotipo P450. A medida que se va perfeccionando el analisis de
los genes P450 se estan conociendo mejor las bases moleculares
precisas de fenémenos de variacion fenotipica documentados
con anterioridad.

La subfamilia CYPIA

La subfamilia C1PIA comprende dos enzimas presentes en
los humanos y en todos los demas mamiferos: en la nomenclatura
P450 normalizada se denominan CYPIAl y CYPIA2. Estas
enzimas son muy interesantes, pues intervienen en la activacién
metabolica de muchos procarcinégenos y son inducidas también
por varios compuestos de interés toxicologico, como la dioxina. Por
ejemplo, la CYP1AT activa metabolicamente a muchos compuestos
presentes en el humo de los cigarrillos. La CYP1A2 activa metaboli-
camente a muchas arilaminas —asociadas con el cancer de vejiga
urinaria— que se utilizan en la industria de los colorantes quimicos.
La CYP1A2 también activa metabolicamente a la 4-(metilnitrosa-
mino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK), que es una nitrosamina
derivada del tabaco. La CYP1A1 yla CYP1AZ2 presentan asimismo
niveles altos en los pulmones de los fumadores de cigarrillos, debido
a su induccién por los hidrocarburos policiclicos contenidos en el
humo. Por consiguiente, se estima que los niveles de actividad de la
CYPIAL y la CYPIA2 son importantes determinantes de la
respuesta individual a muchas sustancias quimicas potencialmente
toxicas.

El interés toxicologico por la subfamilia CYPIA se intensifico
considerablemente en 1973 al publicarse un informe en el que se
establecia una correlaciéon entre el nivel de inducibilidad de la
CYPIAI en los fumadores de cigarrillos y la susceptibilidad
individual al cancer de pulmén (Kellermann, Shaw y Luyten-
Kellermann 1973). Numerosos laboratorios se han centrado en
determinar las bases moleculares de la induccion de la CYP1A1
yla CYPIA2.

El proceso de induccién esta mediado por una proteina, deno-
minada receptor Ah, a la que se unen dioxinas y otras sustancias
estructuralmente afines. El nombre A% se deriva de que muchos
inductores de la CYPIA son aril Aidrocarburos. Es interesante
que las diferencias en el gen que codifica el receptor Ah entre
varias estirpes de ratones tengan como resultado notables dife-
rencias en materia de respuesta quimica y toxicidad. También
en los humanos parece que hay un polimorfismo en el gen del
receptor Ah: aproximadamente una décima parte de la pobla-
cion muestra una elevada induccién de CYP1AL y puede tener
un riesgo mayor que el de las otras nueve décimas partes de
desarrollar determinados tipos de cancer inducidos por sustan-
cias quimicas. El papel del receptor Ah en el control de las
enzimas de la subfamilia CYP/4 y su funcién como determi-
nante de la respuesta humana a la exposicién quimica han sido
objeto recientemente de varios trabajos (Nebert, Petersen y Puga
1991; Nebert, Puga y Vasiliou 1993).
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¢Hay otros polimorfismos que pudieran controlar el nivel de
proteinas CYPIA en una célula? Se ha identificado también un
polimorfismo en el gen CYPIAI, que parece que influye en el
riesgo de cancer de pulmoén entre los fumadores de cigarrillos
japoneses, aunque ese mismo polimorfismo no parece afectar al
riesgo en otros grupos étnicos (Nebert y McKinnon 1994).

CYP2C19

Hace muchos afios que estan bien documentadas las variaciones
de la velocidad con que los individuos metabolizan el farmaco
anticonvulsivo (S)-mefenitoina (Guengerich 1989). Entre el 2 % vy
el 5 % de los caucasicos y hasta el 25 % de los asiaticos presentan
una deficiencia de esta actividad y pueden tener un riesgo mayor
de toxicidad al administrarseles este farmaco. Se sabe hace
mucho tiempo que en esta deficiencia enzimatica interviene un
miembro de la subfamilia (17P2C humana, pero la base mole-
cular precisa de este fenomeno ha sido objeto de considerable
controversia. La razén principal de la dificultad era la existencia
de seis o mas genes en esa subfamilia. No obstante, recientemente
se ha demostrado que la causa principal de la deficiencia es una
mutacion de una sola base en el gen CYP2C19 (Goldstein y de
Morais 1994). Se ha elaborado asimismo un sencillo método,
basado en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en el
ADN, para identificar rapidamente esta mutacion en las pobla-
ciones humanas (Goldstein y de Morais 1994).

CYP2D6

La variacion de genes P450 que mejor se ha caracterizado es
probablemente la que se refiere al CYP2D6. Se han descrito mas
de una docena de ejemplos de mutaciones, reordenaciones y dele-
ciones que afectan a este gen (Meyer 1994). Sugiri6 por vez
primera la existencia de este polimorfismo, hace veinte afios, la
variabilidad clinica de la respuesta de los pacientes a un agente
hipotensor, la debrisoquina. Por eso a las alteraciones del gen
CYP2D6 que afectan a la actividad enzimatica se las conoce
colectivamente como polimorfismo de la debrisoquina.

Antes de que se empezaran a realizar estudios basados en el
ADN se clasificaba a las personas, conforme a las concentra-
ciones del metabolito en las muestras de orina, en las que son
grandes metabolizadoras de bradisoquina y en las que son poco
metabolizadoras (PM y EM en inglés). Hoy esta claro que las
alteraciones del gen CYP2D6 tienen como resultado no sélo que
hay unos individuos que metabolizan ampliamente la debriso-
quina y otros que la metabolizan de manera escasa, sino
también que otros realizan esa funcion de manera ultrarrapida.
Las alteraciones del gen CYP2D6 estan relacionadas en su
mayoria con una deficiencia parcial o total de la funcién enzi-
matica; no obstante, recientemente se ha descrito a individuos
de dos familias que poseen multiples copias funcionales del gen
CYP2D6, lo que da lugar a un metabolismo ultrarrapido de los
sustratos CYP2D6 (Meyer 1994). Este notable descubrimiento
arroja una luz nueva sobre el amplio espectro de actividad de la
enzima C1P2D6 observado anteriormente en estudios sobre
poblaciones. Las alteraciones en la funcion de la CYP2D6 son
de especial importancia porque esta enzima metaboliza mas de
30 farmacos que se prescriben habitualmente. Por consiguiente,
la funcion CYP2D6 de un individuo determina de manera
importante su respuesta tanto terapéutica como toxica al trata-
miento administrado. Incluso se ha sostenido recientemente que
para utilizar sin riesgos los farmacos psiquiatricos y cardiovascu-
lares es necesario tener en cuenta la condiciéon del paciente
respecto al CYP2D6.

También se ha estudiado con detalle el papel del polimor-
fismo CYP2D6 como determinante de la susceptibilidad indivi-
dual a enfermedades humanas como el cancer de pulmon y la
enfermedad de Parkinson (Nebert y McKinnon 1994; Meyer
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1994). Aunque es dificil establecer conclusiones por haberse
empleado diversos protocolos, la mayoria de los estudios parece
indicar que existe una asociacién entre los que son grandes
metabolizadores de debrisoquina (fenotipo EM) y el cancer de
pulmén. No estan claras por el momento las razones de esa
asociacion. No obstante, se ha comprobado que la enzima
CYP2D6 metaboliza la NNK, que es una nitrosamina derivada
del tabaco.

Se espera que con el perfeccionamiento de los ensayos
basados en el ADN —que permitiran valorar de una manera
mas precisa la condicion de una persona respecto al CYP2D6—
se pueda aclarar la relacion exacta que existe entre la CYP2D6 y
el riesgo de enfermedad. Mientras que el gran metabolizador
puede estar vinculado a la susceptibilidad al cancer de pulmon,
el escaso metabolizador (fenotipo PM) parece estar asociado con
la enfermedad de Parkinson de causa desconocida. Aunque estos
estudios son también dificiles de comparar, parece que los indivi-
duos que tienen menos capacidad de metabolizar los sustratos
de la CYP2D6 (como la debrisoquina) poseen un riesgo de 2 a
2,5 veces mayor de desarrollar la enfermedad de Parkinson.

CYP2E1

El gen CYP2EI codifica una enzima que metaboliza muchas
sustancias quimicas, como firmacos y numerosos carcindgenos
de bajo peso molecular. Esta enzima es interesante también
porque es muy inducible por el alcohol y puede tener que ver con
la lesion hepatica inducida por sustancias como el cloroformo, el
cloruro de vinilo y el tetracloruro de carbono. La enzima se halla
basicamente en el higado, y su nivel presenta notables variaciones
entre unos individuos y otros. Un minucioso analisis del gen
CYP2EI hallevado a identificar varios polimorfismos (Nebert and
McKinnon 1994). En algunos estudios se ha notificado una rela-
ci6on entre la presencia de determinadas variaciones estructurales
en el CYP2E] y una aparente reduccion del riesgo de cancer de
pulmén; no obstante, hay claras diferencias interétnicas que
obligan a clarificar esa posible relacion.

Subfamilia CYP3A

Debido a su similitud en la secuencia de aminoacidos, se han
identificado cuatro enzimas humanas como miembros de la
subfamilia CYP34. Las enzimas CYP3A metabolizan muchos
farmacos de uso habitual, como la eritromicina y la ciclosporina.
También es un sustrato de la CYP3A la aflatoxina B7, que es un
contaminante alimentario carcinégeno. Uno de los miembros de
la subfamilia humana CYP34, la CYP344, es la principal enzima
P450 en el higado humano y esta presente también en el tracto
gastrointestinal. Como ocurre con muchas otras enzimas P450, el
nivel de CYP3A4 varia mucho entre unos individuos y otros. Una
segunda enzima, la CYP3A5, se encuentra sélo en alrededor del
25 % de los higados, por razones genéticas que aun no cono-
cemos. Todavia no se ha establecido la importancia de la variabi-
lidad de la CYP3A4 y la CYP3A5 como factor genético
determinante de la respuesta toxica (Nebert y McKinnon 1994).

Polimorfismos de otras enzimas (no P450)

Existen también numerosos polimorfismos en otras superfamilias
de enzimas metabolizantes de xenobidticos (por ejemplo, gluta-
tion  transferasas, UDP-glucuroniltransferasas, paraoxonasas,
deshidrogenasas, N-acetiltransferasas y flavin-monooxigenasas).
Como en ultima instancia la toxicidad de cualquier producto
intermedio generado por enzimas P450 depende de la eficiencia
de las reacciones ulteriores de detoxificacion de la Fase II,
el papel que desempena la combinaciéon de multiples polimor-
fismos enzimaticos es importante para determinar la susceptibi-
lidad a enfermedades inducidas por sustancias quimicas. Por
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consiguiente, es probable que el equilibrio metabdlico entre las
reacciones de la Fase I y la Fase II (Figura 33.4) sea un factor
importante en las enfermedades humanas inducidas por sustan-
cias quimicas y en los determinantes genéticos de la respuesta
toxica.

Polimorfismo del gen GSTM1I

Un ejemplo muy estudiado de polimorfismo en una enzima de la
Fase II es el que se refiere a un miembro de la superfamilia de
enzimas glutation S-transferasas, designado como GST mu o
GSTMI. Esta enzima es de gran interés toxicologico porque al
parecer interviene en la detoxificacion ulterior de los metabolitos
toxicos que produce la enzima CYPIAI a partir de sustancias
quimicas presentes en el humo de los cigarrillos. El polimorfismo
identificado en este gen de glutation transferasa consiste en la
ausencia total de enzima funcional en nada menos que la mitad del
total de caucasicos estudiados. Parece que esta falta de una enzima
de la Fase II esta asociada a una mayor susceptibilidad al cancer de
pulmon. Al agrupar a los individuos sobre la base tanto de los
genes (VPI1A1 variantes como de la delecion o presencia de un gen
GSTM] funcional, se ha demostrado que el riesgo de contraer
cancer de pulmén inducido por el habito de fumar varia de
manera significativa (Kawajiri, Watanabe y Hayashi 1994). En
concreto, los individuos que mostraban una tnica y rara alteracién
del gen CYPIAI y ademas ausencia del gen GSTM]I presentaban
un riesgo mas alto (hasta nueve veces mayor) de contraer cancer de
pulmén cuando estaban expuestos a un nivel relativamente bajo
de humo de cigarrillos. Es interesante que aparentemente hay
diferencias interétnicas en la importancia de los genes variantes, lo
que hace necesario proseguir los estudios para determinar el papel
exacto de esas alteraciones en la susceptibilidad a la enfermedad
(Kalow 1962; Nebert y McKinnon 1994; Kawajiri, Watanabe y
Hayashi 1994).

Efecto sinérgico de dos o mds polimorfismos sobre la respuesta
toxica

Una respuesta toxica a un agente ambiental puede verse muy
exacerbada por la combinacién de dos deficiencias farmacogené-
ticas en un mismo individuo, por ejemplo los efectos combinados
del polimorfismo de la N-acetiltransferasa (NAT2) y el de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD).

La exposicion profesional a arilaminas constituye un grave
riesgo de cancer de la vejiga urinaria. Desde los refinados estu-
dios de Cartwright en 1954 se sabe que la condicién del sujeto
con respecto a los N-acetiladores es un determinante del cancer
de vejiga inducido por azocolorantes. Hay una correlaciéon muy
significativa entre el fenotipo de acetilador lento y la presencia
de cancer de vejiga, asi como con el grado de invasibilidad de
este cancer en la pared de la vejiga. Por el contrario, hay una
asociacion significativa entre el fenotipo de acetilador rapido y la
incidencia de carcinoma colorectal. Se han clonado y secuen-
ciado los genes de la N-acetiltransferasa (NAT7, NAT2), y gracias
a los ensayos basados en el ADN es posible hoy detectar las mas
de una docena de variantes alélicas que explican el fenotipo de
acetilador lento. El gen NAT?2 es polimorfico y responsable de la
mayor parte de la variabilidad observada en la respuesta toxica
a sustancias quimicas (Weber 1987; Grant 1993).

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzima
critica en la generacién y el mantenimiento del NADPH. La
actividad baja o nula de la G6PD puede producir hemolisis
grave inducida por farmacos o xenobioticos, debido a la
ausencia de niveles normales de glutation reducido (GSH) en los
glébulos rojos de la sangre. La deficiencia de G6PD afecta al
menos a trescientos millones de personas en todo el mundo. Mas
del 10 % de los varones afroamericanos presentan el fenotipo
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menos grave, mientras que algunas comunidades de Cerdefia
presentan el “tipo mediterraneo”, que es mas grave, con una
frecuencia de nada menos que una de cada tres personas. El gen
G6PD se ha clonado y localizado en el cromosoma X, y el gran
numero de mutaciones puntuales distintas explica el alto grado
de heterogeneidad fenotipica que se observa en los individuos
con deficiencia de G6PD (Beutler 1992).

Se ha comprobado que la tiozalsulfona, que es un farmaco
sulfarilaminico, provoca una distribucion bimodal de anemia
hemolitica en la poblacién tratada. Cuando se les trata con
determinados farmacos, los individuos en los que a la deficiencia
de G6PD se suma el fenotipo de acetilador lento se ven mas
afectados que los que presentan sélo la deficiencia de G6PD o
solo el fenotipo de acetilador lento. Los individuos que reunen
ambas condiciones son al menos 40 veces mas susceptibles a la
hemolisis inducida por la tiozalsulfona que los acetiladores
rapidos con niveles normales de G6PD.

Influencia de los polimorfismos genéticos en la evaluacion de
la exposicion

Para la evaluacion y control biologico de la exposicion
(Figura 33.2) se precisa también informaciéon sobre la constitu-
cion genética de cada individuo. Dada una exposicion idéntica a
una sustancia quimica peligrosa, el nivel de aductos de hemoglo-
bina (o de otros biomarcadores) podria variar en dos o tres
ordenes de magnitud entre unas personas y otras en funciéon de la
“huella dactilar metabolica” de cada una de ellas.

Se ha estudiado la misma farmacogenética combinada en
trabajadores de una fabrica de productos quimicos de Alemania
(Tabla 33.3). Los aductos de hemoglobina entre trabajadores
expuestos a anilina y acetanilida presentaban niveles mucho mas
altos en los acetiladores lentos con deficiencia de G6PD que en
los individuos con los otros posibles fenotipos farmacogenéticos
combinados. Este estudio tiene importantes consecuencias para
la evaluacion de la exposiciéon. Los datos obtenidos en ¢l
demuestran que, aunque dos individuos puedan estar expuestos
al mismo nivel ambiental de sustancias quimicas peligrosas en el
lugar de trabajo, la cantidad de exposicién (a través de biomar-
cadores como los aductos de hemoglobina) puede estimarse en
dos 0o mas 6rdenes de magnitud menos debido a la predisposi-
ci6n genética subyacente del individuo. Analogamente, el riesgo
resultante de un efecto adverso sobre la salud puede variar en
dos o mas érdenes de magnitud.

Diferencias genéticas tanto en las uniones como en

el metabolismo

Hay que hacer hincapié en que lo que se ha dicho aqui sobre el
metabolismo es aplicable también a las uniones. Las diferencias
hereditarias de union de los agentes ambientales afectan conside-
rablemente a la respuesta toxica. Por ejemplo, las diferencias en
el gen cdm del raton pueden influir profundamente en la

Tabla 33.3 e Aductos de hemoglobina en trabajadores
expuestos a anilina y acetanilida.

Tipo de acetilador Deficiencia de G6PD
Rdpido Lento No Si Aductos de Hgh
+ + 2
+ + 30
+ + 20
+ + 100

Fuente: Adaptado de Lewalter y Korallus 1985.
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Figura 33.6 © Procesos generales de la toxicidad.
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sensibilidad individual a la necrosis testicular inducida por
cadmio (Taylor, Heiniger y Meier 1973). Las diferencias en la
afinidad de unién del receptor Ah afectan probablemente a la
toxicidad y el cancer inducidos por la dioxina (Nebert, Petersen y
Puga 1991; Nebert, Puga y Vasiliou 1993).

En la Figura 33.6 se resume el papel que desempefian el
metabolismo y las uniones en la toxicidad y el cancer. Los
agentes toxicos, tal como existen en el medio ambiente o tras su
metabolismo o unién, provocan sus efectos bien por una ruta
genotoxica (en la cual se produce un dafio para el ADN), bien
por una ruta no genotoxica (en la que el dafio para el ADN y la
mutagénesis no se producen necesariamente). Es interesante que
se haya comprobado recientemente que los agentes “clasicos”
que dafian al ADN pueden operar a través de una ruta de trans-
duccién de una sefal de transducciéon no genotdxica que es
GSH-dependiente y que se inicia en la superficie de la célula o
cerca de ella en ausencia de ADN vy fuera del nicleo celular
(Devary y cols. 1993). No obstante, las diferencias genéticas en
materia de metabolismo y de uniones siguen siendo los factores
que mas determinan el control de las diferentes respuestas
toxicas individuales

Enzimas metabolizantes de farmacos y funciéon
celular

Las variaciones de origen genético en el funcionamiento de las
enzimas metabolizantes de farmacos son de gran importancia
para determinar la respuesta individual a las sustancias quimicas.
Esas enzimas son esenciales para el destino y el curso temporal de
una sustancia quimica extrafa tras la exposicion.

Como se indica en la Figura 33.6, la importancia de las
enzimas metabolizantes de firmacos para la susceptibilidad
individual a la exposicion quimica puede ser de hecho una cues-
tibn mucho mas compleja de lo que cabe deducir de este sencillo
andlisis del metabolismo de los xenobioticos. En otras palabras,
a lo largo de los dos ultimos decenios se ha hecho mucho
hincapié en los mecanismos genotoxicos (mediciones de los
aductos de ADN y de proteinas). No obstante, gy si los
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mecanismos no genotoxicos fueran al menos tan importantes
como los genotoxicos en la produccién de las respuestas toxicas?

Como se ha seflalado anteriormente, no se han definido con
precision las funciones fisioldgicas de muchas enzimas metaboli-
zantes de farmacos que intervienen en el metabolismo de los
xenobioticos. Nebert (1994) ha propuesto que, habida cuenta de
que estan presentes en este planeta desde hace mas de
3.500 millones de afios, las enzimas metabolizantes de farmacos
eran en su origen (y hoy lo siguen siendo esencialmente) respon-
sables de la regulaciéon de los niveles celulares de muchos
ligandos no peptidicos importantes para la activacion transcrip-
cional de genes que afectan a las funciones de crecimiento, dife-
renciacién, apoptosis, homeostasis y neuroendocrinas. Ademas,
la mayoria de los agentes ambientales, si no todos, producen su
toxicidad actuando de una manera agonista o antagonista sobre
sefial de transducciéon (Nebert 1994). Sobre la base de esta hipo-
tesis, la variabilidad genética de las enzimas metabolizantes de
farmacos puede tener efectos muy considerables sobre muchos
procesos bioquimicos criticos que se desarrollan en la célula,
provocando con ello importantes diferencias en la respuesta
toxica. Es posible sin duda que esta hipétesis pueda explicar
muchas reacciones adversas idiosincraticas que aparecen en
pacientes a los que se les ha administrado farmacos de uso
habitual.

Conclusiones

En el ultimo decenio se ha avanzado notablemente en el conoci-
miento de la base genética de las diferencias de respuesta a las
sustancias quimicas presentes en los farmacos, los alimentos y los
contaminantes ambientales. Las enzimas metabolizantes de
farmacos influyen de manera profunda en la forma en que los
humanos responden a las sustancias quimicas. Como seguimos

ampliando nuestros conocimientos sobre la multiplicidad de las
enzimas metabolizantes de farmacos, cada vez estamos mds
preparados para evaluar mejor el riesgo de toxicidad de muchos
farmacos y sustancias quimicas ambientales. El ejemplo mas claro
es probablemente el caso de la enzima CYP2D6, de la superfa-
milia citocromo P450. Mediante ensayos basados en el ADN que
son de relativa sencillez es posible predecir la respuesta probable
de cualquier farmaco que sea metabolizado predominantemente
por esta enzima; y gracias a esa prediccion se podran utilizar de
una manera mas segura unos tratamientos que aunque valiosos
son potencialmente toxicos.

En el futuro asistiremos sin duda a una explosion de la identi-
ficacion de nuevos polimorfismos (fenotipos) relacionados con las
enzimas metabolizantes de farmacos. Esa informacion estara
acomparfiada, con miras a identificar los fenotipos de las pobla-
ciones humanas, de unos ensayos basados en el ADN que seran
mejores y minimamente invasivos.

Esos estudios deben ser particularmente ttiles para evaluar el
papel de las sustancias quimicas en las muchas enfermedades
ambientales cuyo origen hoy desconocemos. Es probable
también que el andlisis de las combinaciones de varios polimor-
fismos de estas enzimas (véase por ejemplo la Tabla 33.3) consti-
tuya un area de investigacion especialmente fecunda. Esos
estudios clarificaran la funcién de las sustancias quimicas en el
origen de los diversos tipos de cancer. Gracias al conjunto de esa
informacién se podran formular consejos cada vez mas indivi-
dualizados sobre la forma de evitar sustancias quimicas que
tienen probabilidades de provocar problemas individuales. Es el
campo de la toxicologia preventiva. Y es indudable que ese
asesoramiento ayudard en gran medida a todas las personas a
hacer frente a la carga quimica cada vez mayor a la que estamos
expuestos.

MECANISMOS DE LA TOXICIDAD

® INTRODUCCION Y CONCEPTOS

Philip G. Watanabe

La toxicologia mecanicista estudia como interactian los agentes
quimicos o fisicos con los organismos vivos para producir la toxi-
cidad. Conocer el mecanismo de la toxicidad de una sustancia
permite prevenirla mejor y disefiar sustancias quimicas mas
deseables; es la base de la terapia en los casos de sobreexposicion,
y muchas veces permite comprender mejor procesos biologicos
fundamentales. En el contexto de esta FEnciclopedia se hara
hincapi¢ en el empleo de animales para predecir la toxicidad
humana. La toxicologia puede subdividirse en toxicologia meca-
nicista, descriptiva, reguladora, forense y ambiental (Klaassen,
Amdur y Doull 1991). Y en todas ellas es conveniente
comprender los mecanismos fundamentales de la toxicidad.

Ventajas de comprender los mecanismos de la
toxicidad

Comprender el mecanismo por el que una sustancia produce
toxicidad ayuda de diversas maneras a las varias subdisciplinas de
la toxicologia. La informacion mecanicista ayuda a los
organismos oficiales responsables de la regulacién a establecer
limites de seguridad de la exposicion humana juridicamente
vinculantes. Ayuda a los toxicélogos a recomendar lineas de
accion para limpiar o corregir lugares contaminados y, junto con
las propiedades fisicas y quimicas de la sustancia o combinacion
de sustancias, puede utilizarse para determinar el equipo de
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proteccién  especifico que se precisa. Los conocimientos
mecanicistas son utiles también para establecer la base de la
terapia y disefiar nuevos farmacos para el tratamiento de las
enfermedades humanas. En la toxicologia forense, el mecanismo
de la toxicidad explica muchas veces la forma en que un agente
quimico o fisico puede producir la muerte o la incapacidad.

Si se comprende el mecanismo de la toxicidad, la toxicologia
descriptiva puede ser un instrumento ttil para predecir los efectos
toxicos de sustancias quimicas relacionadas. Es importante
entender, no obstante, que la falta de informacién mecanicista no
disuade a los profesionales de la salud de sus esfuerzos por
proteger la salud humana. Para establecer unos niveles de exposi-
cion seguros se utilizan decisiones prudentes basadas en estudios
con animales y en la experiencia humana. Tradicionalmente se
ha venido estableciendo un margen de seguridad utilizando el
“nivel sin efecto adverso” o un “nivel mas bajo con efecto
adverso” obtenidos en los estudios con animales (mediante
modelos de exposiciones repetidas) y dividiendo ese nivel por un
factor de 100 en la exposicion profesional y de 1.000 en otros
tipos de exposicién ambiental humana. El éxito de este procedi-
miento se puede comprobar en los pocos casos de efectos adversos
sobre la salud de los trabajadores que pueden atribuirse a la expo-
sicién quimica alli donde en el pasado se establecieron y respe-
taron unos limites de exposicion adecuados. Ademas, la
esperanza de vida humana sigue aumentando, y también la
calidad de vida. En general, el empleo de datos sobre toxicidad ha
permitido establecer controles obligatorios y voluntarios eficaces.
El conocimiento pormenorizado de los mecanismos toxicos
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mejorara la predecibilidad de los nuevos modelos de riesgo que se
estan elaborando en la actualidad y tendra como resultado un
perfeccionamiento continuo.

Comprender los mecanismos ambientales es una cuestion
compleja, y es necesario conocer previamente los fenomenos de
perturbacién y homeostasis (equilibrio) del ecosistema. Aunque
esta cuestion no se examina en este articulo, una mejor
comprension de los mecanismos toxicos y sus consecuencias
ultimas en un ecosistema ayudaria a los cientificos a adoptar
decisiones prudentes sobre el manejo de los materiales de
desecho municipales e industriales. La gestion de los desechos es
un ambito de investigacién cada vez mas amplio, y seguird
teniendo mucha importancia en el futuro.

Técnicas para estudiar los mecanismos de la
toxicidad

LLa mayoria de los estudios mecanicistas se inicia con una descrip-
cion toxicologica referida a animales o a observaciones clinicas en
humanos. Idealmente, los estudios con animales comprenden
cuidadosas observaciones clinicas y de comportamiento, un
minucioso examen bioquimico de los elementos de la sangre y la
orina en busca de signos de deterioro funcional en los principales
sistemas biologicos del cuerpo, y una evaluacion post-mortem de
todos los sistemas organicos, mediante examen microscopico,
para comprobar la lesion (véanse las directrices de ensayos de la
OCDE; las directivas de la UE sobre evaluacion quimica; las
normas sobre ensayos de la Environmental Protection Agency
(EPA) de los Estados Unidos, y la normativa sobre sustancias
quimicas del Japén). En los humanos, y con la excepciéon del
examen post-mortem, todo ello equivale a un concienzudo
examen fisico que se realiza en un hospital a lo largo de dos o tres
dias.

Comprender los mecanismos de la toxicidad es el arte y la
ciencia de la observacion, de la creatividad en la seleccion de
técnicas para ensayar diversas hipétesis y de la integracién inno-
vadora de signos y sintomas en una relacion causal. Los estudios
mecanicistas se inician con la exposicion, hacen un seguimiento
de la distribucién temporal y el destino en el organismo (farma-
cocinética) y miden el efecto toxico resultante a algun nivel del
sistema y a algtn nivel de dosis. Al provocar la toxicidad, sustan-
cias diferentes pueden actuar a niveles diferentes del sistema
biologico.

Exposicion

En los estudios mecanicistas, la ruta de exposicion suele ser la
misma que en la exposicion humana. La ruta es importante
porque puede haber efectos locales en el lugar de la exposicion y
ademas efectos sistémicos una vez que la sustancia ha sido absor-
bida en la sangre y distribuida por todo el cuerpo. Un ejemplo
sencillo pero revelador de un efecto local seria la irritaciéon y
eventual corrosion de la piel tras la aplicaciéon de soluciones
acidas o alcalinas fuertes como las que se emplean para limpiar
superficies duras. Analogamente, puede producirse irritaciéon y
muerte celular en las células que revisten los orificios nasales y/o
el pulmon tras la exposicion a vapores o gases irritantes, como
oxidos de nitrégeno u ozono. (Ambos estan presentes en la conta-
minacién atmosférica.) Tras la absorcion de una sustancia
quimica en la sangre a través de la piel, el pulmoén o el tracto
gastrointestinal, la concentraciéon en cualquier 6rgano o tejido
esta controlada por muchos factores que determinan la farmaco-
cinética de esa sustancia en el cuerpo. Como veremos mas
adelante, el cuerpo es capaz no solo de detoxificar sino también
de activar diversas sustancias quimicas.
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Farmacocinética y toxicidad

La farmacocinética describe el marco temporal de la absorcion,
distribucién, metabolismo (transformaciones bioquimicas en el
organismo) y eliminacién o excreciéon de las sustancias quimicas.
Estas variables farmacocinéticas pueden tener mucha impor-
tancia en relacién con los mecanismos de toxicidad, y en algunos
casos pueden determinar si se produce o no toxicidad. Por
ejemplo, si un material no se absorbe en cantidad suficiente no
habra toxicidad sistémica (en el interior del cuerpo). A la inversa,
es posible que una sustancia quimica muy reactiva que se ha
detoxificado rapidamente (en segundos o minutos) por la accién
de enzimas digestivas o hepaticas no tenga tiempo para provocar
toxicidad. Algunas sustancias y mezclas halogenadas policiclicas,
y también algunos metales como el plomo, no producirian una
toxicidad significativa si su excrecion fuera rapida; pero su
acumulacion hasta llegar a niveles suficientemente altos deter-
mina su toxicidad, pues la excrecion no es rapida (a veces se mide
en afios). Afortunadamente, son muy pocas las sustancias
quimicas que se retienen durante tanto tiempo en el cuerpo. La
acumulacién de un material inocuo tampoco induce toxicidad.
La velocidad con que una sustancia quimica se elimina del
cuerpo vy se detoxifica es lo que suele expresarse como su vida
media, que es el tiempo que se necesita para que el 50 % de ella
sea excretado o convertido en una forma no téxica.

No obstante, si una sustancia quimica se acumula en una
determinada célula u oérgano, ello puede ser motivo para
examinar mas a fondo su toxicidad potencial en ese 6rgano. Mas
recientemente se han elaborado modelos matematicos para
extrapolar de los animales a los humanos variables farmacociné-
ticas. Tales modelos farmacocinéticos son sumamente ttiles para
generar hipotesis y determinar si el animal de experimentacién
puede ser un buen representante del ser humano. Sobre esta
cuestion hay una amplia bibliografia (Gehring y cols. 1976;
Reitz y cols. 1987; Nolan y cols. 1995). En la Figura 33.7 se
muestra un ejemplo simplificado de modelo fisiologico.

Figura 33.7 ¢ Modelo farmacocinético simplificado.
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Posible afectaciéon adversa de distintos niveles y
sistemas

La toxicidad puede describirse a diferentes niveles biologicos. La
lesion puede evaluarse en la totalidad de la persona (o animal), en
los sistemas organicos, en las células o en las moléculas. Los
sistemas organicos son los siguientes: inmunitario, respiratorio,
cardiovascular, renal, endocrino, digestivo, musculoesquelético,
sanguineo, reproductivo y nervioso central. Son 6rganos decisivos
el higado, el rifién, el pulmon, el cerebro, la piel, los ojos, el
corazon, los testiculos u ovarios y otros 6rganos principales. Entre
los efectos adversos a nivel celular/bioquimico figuran la interfe-
rencia de la funcién proteinica normal y de la funcion de los
receptores endocrinos, la inhibiciéon del metabolismo energético y
la inhibicion o induccién de enzimas por xenobidticos (sustancias
extrafias). Entre los efectos adversos a nivel molecular figuran las
alteraciones de la funcién normal de la transcripcion ADN-ARN,
de la unién de receptores especificos citoplasmaticos y nucleares,
y de los genes o productos génicos. En tltima instancia, el dete-
rioro funcional de un sistema organico importante suele deberse
a alteraciones moleculares en determinadas células diana de ese
6rgano. Sin embargo, no siempre es posible, ni tampoco nece-
sario, determinar en el nivel molecular el origen de un meca-
nismo. Se puede disefiar una intervenciéon y una terapia sin
conocer por completo la diana molecular. No obstante, conocer
el mecanismo concreto de toxicidad incrementa el valor predic-
tivo y la fiabilidad de las extrapolaciones a otras sustancias. La
Figura 33.8 es un diagrama de los diversos niveles en los que se
puede detectar una interferencia de los procesos fisiologicos
normales. Las flechas indican que las consecuencias para un indi-
viduo pueden determinarse de arriba abajo (de la exposicion y la
farmacocinética a la toxicidad en el sistema/é6rgano) o de abajo
arriba (del cambio molecular y el efecto celular/quimico a la
toxicidad en el sistema/6rgano).

Ejemplos de mecanismos de la toxicidad

Hay mecanismos de la toxicidad que son directos y sencillos, pero
también otros que son muy complejos. Son frecuentes las diferen-
cias de tipo y mecanismo de la toxicidad y de nivel de efecto en
funcion de que los efectos adversos se deban a una dosis unica,
alta y aguda (como una intoxicacién accidental) o a la exposicién
repetida a una dosis mas baja (exposicion profesional o
ambiental). En los ensayos, el procedimiento clasico es adminis-
trar una dosis tinica y alta mediante intubacion directa en el est6-
mago de un roedor o mediante exposiciéon a una atmosfera de
gases o vapores durante un periodo de dos a cuatro horas, segun
cual sea la forma que mas se asemeje a la exposicion humana. Se
observa a los animales durante un periodo de dos semanas a
partir de la exposicion y después se examinan sus principales
6rganos externos e internos para comprobar las lesiones. Los
ensayos a base de dosis repetidas pueden durar desde meses hasta
anos. En el caso de las especies de roedores se considera que dos
afios es un plazo suficiente para el estudio crénico (toda la vida)
de evaluacion de la toxicidad y carcinogenicidad, mientras que en
el caso de los primates no humanos dos afios se consideraria un
plazo de estudio subcrénico (menos que toda la vida) para
evaluar la toxicidad debida a dosis repetidas. Tras la exposicion se
realiza un examen completo de todos los tejidos, 6rganos y
fluidos para determinar si se han producido efectos adversos.

Mecanismos de la toxicidad aguda

Los ejemplos que figuran a continuacion son especificos de los
efectos agudos por dosis altas, que pueden desembocar en la
muerte o en una incapacidad grave. No obstante, en algunos
casos la intervencion puede producir efectos transitorios y total-
mente reversibles. El resultado estara determinado por la dosis o
por la gravedad de la exposicion.
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Figura 33.8 ® Representacién de los mecanismos de la

toxicidad.
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Nivel sistémico,/orgdnico (SNC, pulmdn, sistema reproductor, efc.)

Nivel celular/bioguimico

l

Nivel molecular (ADN, ARN, proteinas)

Asfixiantes simples. En el caso de los gases inertes y algunas otras

sustancias no reactivas, el mecanismo de toxicidad es la falta de
oxigeno (anoxia). Estas sustancias quimicas, que hacen que el
sistema nervioso central (SNC) se vea privado de oxigeno, se
denominan asfixiantes simples. Cuando una persona entra en un
espacio cerrado que contiene nitréogeno sin oxigeno suficiente,
en su cerebro se agota inmediatamente el oxigeno, lo que lleva a
la pérdida de conciencia y finalmente a la muerte si no se la saca
rapidamente de alli. En casos extremos (oxigeno casi cero), la
pérdida de conciencia puede sobrevenir a los pocos segundos. La
salvacion de la persona depende del rapido traslado a un
entorno oxigenado. Cuando ese traslado se demora, la persona
puede sobrevivir pero con un daiio cerebral irreversible debido a
la muerte de neuronas, que no se regeneran.

Asfixiantes quimicos. E1 monoxido de carbono (CO) compite con

el oxigeno por unirse a la hemoglobina (en los glébulos rojos de
la sangre) y por lo tanto priva a los tejidos del oxigeno necesario
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para el metabolismo energético; la consecuencia puede ser la
muerte celular. La intervencion consiste en alejar a la persona de
la fuente de CO y administrarle oxigeno. El uso directo de
oxigeno esta basado en la acciéon toxica del CO. Otro potente
asfixiante quimico es el cianuro. El ion cianuro interfiere el
metabolismo celular y la utilizaciéon de oxigeno para obtener
energia.

El tratamiento con nitrito de sodio hace que la hemoglobina
de los globulos rojos se transforme en metahemoglobina. Esta
tiene una mayor afinidad de unién por el ion cianuro que la
diana celular del cianuro. En consecuencia, la metahemoglobina
se une al cianuro y lo mantiene alejado de las células diana. Esta
es la base de la terapia con antidotos.

Depresores del sistema nervioso central (SNCG). En el caso de diversas
sustancias que como algunos disolventes son reactivas o que se
transforman en productos intermedios reactivos, la toxicidad
aguda se caracteriza por sedacion o pérdida de la conciencia. Se
ha formulado la hipétesis de que la sedacion/anestesia se debe a
una interacciéon del disolvente con las membranas celulares del
SNC, que reduce su capacidad de transmitir sefiales eléctricas y
quimicas. Aunque la sedaciéon pueda considerarse como una
forma leve de toxicidad y fuera la base del desarrollo de los
primeros anestésicos, hay que recordar que “la dosis hace al
veneno”. Si se administra por ingestion o inhalacion una dosis
suficiente, el animal puede morir por parada respiratoria.
Cuando no se produce muerte anestésica, este tipo de toxicidad
suele ser facilmente reversible cuando se aleja al sujeto de la
exposicion o la sustancia se redistribuye o se elimina del cuerpo.

Lfectos cutaneos. Los efectos adversos en la piel pueden ir, segun
la sustancia que los causa, desde la irritacién hasta la corrosion.
Las soluciones acidas y alcalinas fuertes son incompatibles con el
tejido vivo y son corrosivas, por lo que producen quemaduras
quimicas y posible cicatrizacion. La formacion de la cicatriz se
debe a la muerte de células de la capa profunda de la dermis,
que es la responsable de la regeneraciéon. Con concentraciones
mas bajas el efecto puede limitarse a irritaciéon de la primera
capa de la piel.

Otro mecanismo toéxico especifico de la piel es el de la sensibi-
lizacion quimica. Veamos un ejemplo. Se produce sensibiliza-
cion cuando el 2,4-dinitroclorobenceno se une a proteinas
naturales de la piel y el sistema inmunitario reconoce como
material extrafio ese complejo proteico alterado. Al responder a
ese material extrafio, el sistema inmunitario activa unas células
especiales para eliminar la sustancia extrafia liberando unos
mediadores (citoquinas) que provocan una erupciéon o dermatitis
(véase “Inmunotoxicologia”). Es la misma reacciéon del sistema
inmunitario que se produce en la exposicion a la planta llamada
“zumaque venenoso” (género Rhus). La sensibilizaciéon inmuni-
taria es muy especifica de cada sustancia quimica, y se precisan
al menos dos exposiciones para que se desencadene la respuesta.
La primera exposiciéon sensibiliza (hace que las células reco-
nozcan la sustancia), y las exposiciones ulteriores ponen en
marcha la respuesta inmunitaria. Para tratar a personas sensibi-
lizadas suele ser eficaz interrumpir el contacto y aplicar una
terapia sintomatica con cremas antiinflamatorias que contienen
esteroides. En casos graves o rebeldes se utiliza junto con el
tratamiento topico un inmunosupresor que actia a nivel sisté-
mico, como la prednisona.

Sensibilizacion  pulmonar. El diisocianato de tolueno (TDI)
provoca una respuesta de sensibilizacién inmunitaria, pero su
diana es el pulmén. La sobreexposicion a TDI en individuos
susceptibles provoca edema pulmonar (acumulaciéon de liquido),
constriccién bronquial y dificultad respiratoria. Es una enfer-
medad grave, que requiere alejar al individuo de otras posibles
exposiciones ulteriores. El tratamiento es sobre todo sintomético.
La sensibilizacion cutanea y pulmonar esta relacionada con la
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dosis. Exceder el nivel establecido de exposicién profesional
puede producir efectos adversos.

Lfectos oculares. Las lesiones oculares van desde el enrojeci-
miento de la capa exterior (tipico de las piscinas) hasta la forma-
cion de cataratas en la cornea y lesiones en el iris (parte
coloreada del ojo). Cuando se estima que no se van a producir
lesiones graves se realizan ensayos de irritacién ocular. Muchos
de los mecanismos que provocan corrosién cutanea pueden
producir también lesiones oculares. Las sustancias corrosivas
para la piel, como acidos y alcalis fuertes (pH inferior a 2 y supe-
rior a 11,5 respectivamente), no se ensayan en los ojos de
animales porque en la mayoria de los casos provocarian corro-
sion y ceguera debido a un mecanismo similar al que produce la
corrosion cutanea. También los agentes tensoactivos como los
detergentes y surfactantes pueden producir lesiones oculares,
desde irritacién hasta corrosiéon. Un grupo de sustancias que
exige prudencia es el de los surfactantes de carga positiva (catio-
nicos), que pueden producir quemaduras, opacidad permanente
de la coérnea y vascularizaciéon (formacion de vasos sanguineos).
Otra sustancia quimica, el dinitrofenol, tiene un efecto especifico
de formacion de cataratas. Parece que esta relacionado con la
concentraciéon de esta sustancia en el ojo, que es un ejemplo de
especificidad en la distribucién farmacocinética.

Con esta relacion de ejemplos, en modo alguno exhaustiva, se
ha pretendido ofrecer al lector un panorama de los diversos
mecanismos de la toxicidad aguda.

Mecanismos de la toxicidad subcrénica y crénica

Cuando se administra una dosis unica y elevada, algunas
sustancias quimicas no presentan el mismo mecanismo de toxi-
cidad que cuando se administran repetidamente en dosis bajas
pero toxicas. Cuando se administra una dosis tnica y elevada
cabe siempre la posibilidad de que se supere la capacidad de la
persona para detoxificar o excretar la sustancia, y ello puede
provocar una respuesta toxica distinta de la que se produce
cuando se administran repetidamente dosis mas bajas. Un buen
ejemplo a este respecto es el alcohol. Dosis altas de alcohol
producen efectos primarios en el sistema nervioso central, mien-
tras que la repeticion de dosis mas bajas produce lesién
hepatica.

Inhibicion de la acetilcolinesterasa. Los plaguicidas organofosfo-
rados, por ejemplo, tienen en su mayoria escasa toxicidad para
los mamiferos hasta que son activados metabélicamente, sobre
todo en el higado. El principal mecanismo de accién de los orga-
nofosforados es la inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE) en
el cerebro y el sistema nervioso periférico. La AChE es la
enzima que normalmente pone fin a la estimulacién provocada
por el neurotransmisor acetilcolina. La inhibicion leve de la
AChE a lo largo de un periodo prolongado no se ha asociado
con efectos adversos. A niveles de exposiciéon altos, la incapa-
cidad de poner fin a esa estimulacién neuronal produce una
sobreestimulacion del sistema nervioso colinérgico, lo que en
dltima instancia provoca toda una serie de sintomas, como
parada respiratoria a la que sigue la muerte si no se trata. El
tratamiento fundamental consiste en administrar atropina, que
bloquea los efectos de la acetilcolina, y cloruro de pralidoxima,
que reactiva la AchE inhibida. Por consiguiente, tanto la causa
como el tratamiento de la toxicidad por organofosforados se
abordan desde el conocimiento de la base bioquimica de los
mecanismos de toxicidad de estas sustancias.

Activacion metabdilica. Muchas sustancias quimicas, como el
tetracloruro de carbono, el cloroformo, el acetilaminofluoreno,
las nitrosaminas y el paraquat, se activan metabolicamente libe-
rando radicales libres u otros productos intermedios reactivos
que inhiben o interfieren la funcién celular normal. A niveles de
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exposicion altos ello produce la muerte celular (véase “Lesion
celular y muerte celular”). Aunque todavia desconocemos las
interacciones y dianas celulares especificas, los sistemas orga-
nicos que poseen la capacidad de activar esas sustancias, como el
higado, el rifién y el pulmoén, son todos dianas potenciales del
efecto nocivo. Concretamente, determinadas células de un
o6rgano tienen una mayor o menor capacidad de activar o deto-
xificar esos productos intermedios, y es esa capacidad lo que
determina la susceptibilidad intracelular de un 6rgano. El meta-
bolismo es una de las razones por las que el conocimiento de la
farmacocinética, que describe esos tipos de transformaciones y
la distribucion y eliminacién de esos productos intermedios, es
importante para reconocer el mecanismo de accién de esas
sustancias.

Mecanismos del cancer. El cancer es una multiplicidad de enfer-
medades, y, a pesar de que se estd avanzando rapidamente en el
conocimiento de determinados tipos de cancer gracias a las
muchas técnicas de biologia molecular que se han desarrollado
desde 1980, es atin mucho lo que queda por saber.

No obstante, esta claro que el desarrollo del cancer es un
proceso de multiples fases, y que hay unos genes criticos que son
la clave de distintos tipos de cancer. Las alteraciones del ADN
(mutaciones somaticas) en algunos de esos genes criticos pueden
provocar una mayor susceptibilidad o lesiones cancerosas (véase
“Toxicologia genética”). Contribuye a las mutaciones somaticas
la exposicién a sustancias quimicas, naturales (en alimentos coci-
nados como la carne de vaca y el pescado) o sintéticas (como la
bencidina, que se utiliza como colorante), o a agentes fisicos (la
radiacion ultravioleta del sol, el radon procedente del suelo, la
radiacion gamma de las técnicas médicas o la actividad indus-
trial).

Sin embargo, hay sustancias naturales y sintéticas (como los
antioxidantes) y procesos de reparacion del ADN que desem-
pefian una funcion protectora y mantienen la homeostasis. Esta
claro que la genética es un factor importante en el cancer, pues
sindromes patologicos genéticos como el xeroderma pigmentoso,
en el que el ADN no se repara como seria normal, incrementan
radicalmente la susceptibilidad al cancer de piel derivado de la
exposicion a la luz ultravioleta del sol.

Mecanismos de la toxicidad reproductiva. Al igual que en el caso del
cancer, se conocen muchos mecanismos de la toxicidad que
afecta a la reproduccién y/o el desarrollo, pero es mucho lo que
aun queda por descubrir. Se sabe que determinados virus (como
el de la rubéola), infecciones bacterianas y farmacos (como la
talidomida y la vitamina A) afectan negativamente al desarrollo.
En un trabajo reciente de Khera (1991) revisado por Carney
(1994) se ha comprobado que las anomalias del desarrollo obser-
vadas en ensayos realizados con etilenglicol en animales son atri-
buibles a metabolitos acidos del metabolismo de la madre. Esto
ocurre cuando el etilenglicol se metaboliza a metabolitos acidos
como los acidos glicolico y oxalico. Los efectos ulteriores en la
placenta y el feto parecen deberse a ese proceso de intoxicacién
metabolica.

Conclusiones

En este articulo hemos pretendido ofrecer un panorama de varios
mecanismos de la toxicidad que conocemos y subrayar la nece-
sidad de proseguir los estudios. Es importante entender que los
conocimientos mecanicistas no son absolutamente necesarios
para proteger la salud humana o ambiental. Pero gracias a ellos el
profesional podra predecir y tratar mejor la toxicidad. Las
técnicas que actualmente se utilizan para elucidar un mecanismo
concreto dependen del conocimiento colectivo de los cientificos y
de la opinién de los encargados de adoptar decisiones en el
ambito de la salud humana.
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LESION CELULAR Y MUERTE CELULAR @

Benjamin F. Trump
e Irene K. Berezesky

Practicamente todos los esfuerzos de la medicina se dedican a
impedir la muerte celular, en enfermedades como el infarto de
miocardio, los accidentes cerebrovasculares, los traumatismos y el
shock, o a provocarla, como en el caso de las enfermedades infec-
ciosas y el cancer. Es por consiguiente esencial comprender la
naturaleza de los mecanismos que intervienen en ese proceso. La
muerte celular se ha dividido en “accidental”, es decir, causada
por agentes toxicos, isquemia, etc., y “programada”, que es la
que se produce en el desarrollo embriolégico, como por ejemplo
la formacion de los dedos o la resorcion de la cola en el
renacuajo.

La lesion celular y la muerte celular tienen por ello impor-
tancia tanto fisiolégica como patofisiolégica. La muerte fisiolo-
gica de la célula es sumamente importante durante la
embriogénesis y el desarrollo embrionario. El estudio de la
muerte celular durante el desarrollo ha permitido obtener infor-
macion nueva y de gran importancia sobre los procesos de gené-
tica molecular, gracias especialmente al analisis del desarrollo en
los animales invertebrados. En esos animales se ha estudiado
minuciosamente la localizacién precisa y la significaciéon de las
células que estan destinadas a morir, y mediante las técnicas
mutagenéticas clasicas se han identificado ya varios de los genes
que intervienen en ese proceso. En los 6rganos adultos, el equili-
brio entre la muerte celular y la proliferacion celular controla el
tamafio de los érganos. En algunos 6rganos, como la piel y el
intestino, la renovacién celular es continua. En la piel, por
ejemplo, las células se van diferenciando al llegar a la superficie
hasta que llegan a la fase de diferenciacion terminal y a la
muerte celular a medida que avanza la queratinizaciéon, con la
formacion de las llamadas “capas plegadas en zigzag”.

Son muchas las clases de sustancias toxicas que pueden
inducir una lesiéon celular aguda y después la muerte. Tenemos
asi la anoxia y la isquemia, con sus analogos quimicos como el
cianuro de potasio; los carcinégenos quimicos, que forman elec-
trofilos que se unen con enlaces covalentes a proteinas de los
acidos nucleicos; sustancias oxidantes, que provocan la forma-
cion de radicales libres y lesion oxidativa; la activacion del
complemento, y diversos ionoforos de calcio. La muerte celular
es también un importante componente de la carcinogénesis
quimica; muchos carcindégenos quimicos completos, a dosis
carcinogenas, producen necrosis aguda e inflamacién seguidas
de regeneracion y preneoplasia.

Definiciones

Lesion celular

La lesion celular se define como un hecho o estimulo, por
ejemplo una sustancia quimica toxica, que perturba la homeos-
tasis normal de la célula, lo que hace que se produzcan diversos
acontecimientos (Figura 33.9). Las dianas principales de la lesion
letal que figura en el ejemplo son la inhibicién de la sintesis del
ATP, la interrupciéon de la continuidad de la membrana plasma-
tica y la supresion de factores esenciales para el crecimiento.

Las lesiones letales acaban en la muerte de la célula al cabo de
un periodo de tiempo variable, que depende de la temperatura,
el tipo de célula y el estimulo; pero también pueden producirse
lesiones subletales o crénicas —que provocan un estado de alte-
racion de la homeostasis que, aunque anémalo, no desemboca
en la muerte de la célula (Trump y Arstila 1971; Trump vy
Berezesky 1992; Trump y Berezesky 1995; Trump, Berezesky y
Osornio-Vargas 1981). En los casos de lesion letal se observa
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Figura 33.9 e Lesién celular.

Mds permeabilidad de Menos factor
la membrana plasmdtica de crecimiento
Hinchamientol , | Mds Mds Sulidg Retraccion
(oncosis) INa'Y; [Cuz+]i de K (apoptosis)
: Activacion de:
Endonudleasas Proteasas —{ |Citoesqueleto © Proteinquiness
l l © AP quinasa
® (almoduling
Rotura de Vesiculas quinasa
hebra de ADN citopldsmicas| [e Ofras
s PARP || Factores de Fosfolipasa
23 franscripaion Ay
| o cfos
Pol-ADP Reparacidn ® cmyc
riboxilacidn del ADN ® c{un
WAF1 (p21)
Apopaina/CPP32
ICE/ced 3
6addds T
Bd 2
(ced 9) Muerte
celulor

_| = Factor de inhibicién

antes de la muerte celular lo que se llama la “fase preletal”. Si
durante ese tiempo se elimina el estimulo causante, la anoxia por
ejemplo, la célula se recupera; sin embargo, llega un momento
(el “punto sin retorno” o punto de muerte celular) en el que a
pesar de eliminarse la causa de la lesion la célula no puede recu-
perarse, sino que pasa por un proceso de degradacion e hidro-
lisis hasta llegar finalmente al equilibrio fisicoquimico con el
entorno. Es la fase que se conoce como necrosis. Durante la fase
preletal se producen principalmente dos tipos de alteraciones,
dependiendo de la célula y del tipo de lesion. Esos dos tipos de
alteraciones se denominan apoptosis y oncosis.

Apoptosis

Este término se deriva del griego apo, “lejos de”, y plosis, “caer”.
Se eligi6 este nombre porque, durante este fase de alteracién
preletal, la célula se retrae y se forman en su periferia numerosas
vesiculas que después se desprenden y se alejan flotando. La
apoptosis se da en diversos tipos de células a consecuencia de
diversos tipos de lesién toxica (Wyllie, Kerr y Currie 1980). Es
especialmente pronunciada en los linfocitos, donde es el principal
mecanismo de reposicién de clones linfociticos. Los fragmentos
resultantes se convierten en los cuerpos baséfilos que se observan
en el interior de los macréfagos en los ganglios linfaticos. En otros
organos, la apoptosis se produce tipicamente en células aisladas
que se eliminan rapidamente, antes y después de la muerte, al
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fagocitar sus fragmentos células parenquimales vecinas o macro-
fagos. Cuando se produce en células aisladas con la fagocitosis
subsiguiente, la apoptosis no suele provocar inflamacion. Antes de
morir, las células apoptoéticas muestran un citosol muy denso con
las mitocondrias normales o condensadas. El reticulo endoplas-
mico (RE) es normal o esta solo ligeramente dilatado. La croma-
tina del nicleo estd claramente acumulada a lo largo de la
envoltura y alrededor del nucleolo. El contorno del nucleo es
también irregular, y hay fragmentacioén nuclear. La condensacion
de la cromatina esta asociada con una fragmentacion del ADN
que, en muchos casos, se produce entre nucleosomas, lo que
explica el caracteristico aspecto de escalera en la electroforesis.

En la apoptosis, el aumento de [Ca®]; puede estimular el flujo
de salida de K*, que hace que la célula se retraiga, probable-
mente con necesidad de ATP. Por consiguiente, es mas probable
que deriven en apoptosis las lesiones que inhiben totalmente la
sintesis de ATP. El incremento sostenido del [Ca®!]; tiene
diversos efectos deletéreos, como la activacién de proteasas,
endonucleasas y fosfolipasas. La activacién de las endonucleasas
provoca roturas sencillas y dobles del ADN, lo cual estimula a su
vez un aumento de los niveles de p53, y poli-ADP riboxilacion,
asi como de proteinas nucleares que son esenciales para la repa-
racion del ADN. La activacién de las proteasas modifica una
serie de sustratos, como la actina y proteinas conexas, lo que
lleva a la formacion de vesiculas. Otro sustrato importante es la
poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP), que inhibe la reparacién
del ADN. El aumento del [Ca?]; estd asociado también a la acti-
vacion de una serie de protein-quinasas, como la MAP quinasa,
la calmodulina quinasa y otras. Esas quinasas participan en la
activacion de factores de transcripcion que inician la transcrip-
cion de genes inmediatos, como por ejemplo c-fos, c-jun y
c-myc, y en la activacién de la fosfolipasa A,, que tiene como
resultado la permeabilizacién de la membrana plasmatica y de
las membranas intracelulares, como las membranas interiores de
las mitocondrias.

Oncosis

Este tipo de alteracion preletal se denominé oncosis, derivado del
griego onkos, “hincharse”, porque la célula empieza a aumentar
de tamafio casi inmediatamente después de la lesion (Majno y
Joris 1995). Y se hincha porque aumentan los cationes en el agua
intracelular. El cation mas responsable de que esto ocurra es el
sodio, que normalmente esta regulado para mantener el volumen
celular. Sin embargo, en ausencia de ATP o cuando se inhibe la
Na-ATPasa de la membrana plasmatica, se pierde el control del
volumen debido a la proteina intracelular, y siguen aumentando
los cationes de sodio en el agua. Entre las primeras manifesta-
ciones de la oncosis estan por lo tanto un aumento del [Na*];, que
hace que la célula se hinche, y un aumento también del [Ca’*];
debido bien a la entrada de espacio extracelular, bien a la libera-
ci6on de depositos intracelulares. Ello hace que se hinchen el
citosol, el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, y que se
formen vesiculas acuosas en torno a la superficie de la célula. Las
mitocondrias se condensan al principio, pero después se hinchan
también, y considerablemente, al estar dafiada la membrana
mitocondrial interior. En este tipo de alteracién preletal, la
cromatina se condensa y en ultima instancia se degrada; no se
observa sin embargo la configuracion en escalera que es caracte-
ristica de la apoptosis.

Necrosis

Con el término necrosis se designa una serie de alteraciones que
se producen después de la muerte celular, cuando la célula se
convierte en detritos que son tipicamente eliminados por la
respuesta inflamatoria. Cabe distinguir dos tipos: la necrosis
oncética y la necrosis apoptética. La necrosis oncética suele darse
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en zonas amplias, por ejemplo en un infarto de miocardio, o
regionalmente en un érgano que ha sufrido toxicidad quimica,
como el tibulo proximal del rifion tras la administracion de
HgCl,. Se ven afectadas amplias zonas del 6rgano, y las células
necréticas incitan rapidamente a una reaccién inflamatoria, al
principio aguda y después crénica. Si el organismo sobrevive, en
muchos érganos siguen a la necrosis la eliminacion de las células
muertas y la regeneracion, por ejemplo en el higado o en el riién
después de una toxicidad quimica. La necrosis apoptotica, en
cambio, se desarrolla tipicamente a nivel de células individuales, y
los detritos necroticos se forman en el interior de los fagocitos o
macrofagos o de las células parenquimales vecinas. Entre las
primeras manifestaciones de la necrosis celular estan las interrup-
ciones de la continuidad de la membrana plasmatica y la apari-
cion de densidades floculentas, que son proteinas
desnaturalizadas dentro de la matriz mitocondrial. En algunas
formas de lesion que inicialmente no interfieren la acumulacién
de calcio en las mitocondrias, se observan en el interior de éstas
depositos de fosfato de calcio. También se fragmentan de manera
analoga otros sistemas membranosos, como el RE, los lisosomas y
el aparato de Golgi. Al final, la cromatina del nicleo sufre una
lisis resultado del ataque de hidrolasas lisosomicas. Tras la muerte
celular, las hidrolasas lisosomicas desempefian un papel impor-
tante en la eliminacién de los detritos con el concurso de catep-
sinas, nucleolasas y lipasas, pues éstas tienen un pH acido éptimo
y pueden sobrevivir al pH bajo de las células necréticas mientras
que otras enzimas celulares se han desnaturalizado y desactivado.

Mecanismos

Estimulo inicial

En el caso de las lesiones letales, las mas comunes de las interac-
ciones iniciales que desembocan en muerte celular son las que
consisten en una interferencia del metabolismo de la energia,
como en el caso de la anoxia, la isquemia o los inhibidores de la
respiracion, o en una glicélisis, como en el caso del cianuro de
potasio, el monoxido de carbono, yodo-acetatos, etc. Como se ha
sefialado anteriormente, es caracteristico que las dosis altas de
compuestos que inhiben el metabolismo de la energia desembo-
quen en oncosis. El otro tipo frecuente de lesion inicial que deriva
en muerte celular aguda es la modificacion de la funcion de la
membrana plasmatica (Trump y Arstila 1971; Trump, Berezesky
y Osornio-Vargas 1981). Puede consistir bien en un dafo directo
con permeabilizaciéon, como en los casos de trauma o de activa-
ci6n del complejo C5b-C9 del complemento, bien en un dafio
mecanico a la membrana celular, bien en la inhibicion de la
bomba de sodio-potasio (Na*-K*) por glicoxidos como la
ouabaina. También producen lesién letal aguda ionoéforos de
calcio como la ionomicina o el A23187, que transportan rapida-
mente [Ca®*] por el gradiente hasta la célula. En algunos casos, la
alteracion preletal sigue la pauta de la apoptosis; en otros, la de la
oncosis.

Rutas de senalizacion

En muchos tipos de lesion se ven afectadas rapidamente la respi-
racion y la fosforilacién oxidativa en las mitocondrias. En algunas
células, ello estimula la glicolisis anaerébica, que es capaz de
mantener el ATP, el cual sin embargo se inhibe cuando las
lesiones son numerosas. La falta de ATP tiene como resultado
que no se aporta energia a diversos e importantes procesos
homeostaticos, sobre todo al control de la homeostasis i6nica
intracelular (Trump y Berezesky 1992; Trump, Berezesky y Osor-
nio-Vargas 1981). Ello hace que aumente rapidamente el [Ca’+];,
y el incremento de [Na*] y [CI] hace que la célula se hinche. El
aumento de [Ca’+]; activa otros mecanismos de sefializacién que
examinaremos mas adelante, entre ellos una serie de quinasas, lo
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que puede provocar un incremento de la transcripcién de genes
inmediatos. El aumento del [Ca%+]; modifica asimismo la funcién
citoesquelética, con formacion de vesiculas y activacion de endo-
nucleasas, proteasas y fosfolipasas. Parece que éstas desencadenan
muchos de los importantes efectos que hemos visto anterior-
mente, como el dafio a la membrana por activacion de las
proteasas y lipasas, la degradacién directa del ADN por activa-
cion de las endonucleasas y la activacion de quinasas como la
MAP quinasa y la calmodulina quinasa, que actGan como
factores de transcripcion.

Gracias a los numerosos trabajos dedicados al desarrollo en
los invertebrados C. elegans y Drosophila, asi como en células
humanas y animales, se ha identificado una serie de genes
“promuerte”. Se ha comprobado asimismo que algunos de esos
genes de invertebrados tienen analogos en los mamiferos. El gen
ced-3, por ejemplo, que es esencial para la muerte celular
programada en C. elegans,, presenta actividad protedsica y una
marcada homologia con la enzima convertidora de interleucinas
(ICE) de los mamiferos. Recientemente se ha descubierto un gen
muy relacionado con aquel, llamado apopaina o prICE, en el
que la homologia es atin mayor (Nicholson y cols. 1995). En la
Drosophila parece que el gen “cosechador” interviene en una
sefial que conduce a la muerte celular programada. Otros genes
“promuerte” son la proteina de la membrana Fas y el p33,
importante gen supresor de tumores que esta ampliamente
conservado. El p53 se induce al nivel proteico una vez que el
ADN ha resultado dafado, y al fosforilarse actia como factor de
transcripcion para otros genes como el gadd45 y el waf-1, que
intervienen en la sefalizaciéon de la muerte celular. Parece que
intervienen asimismo en algunos sistemas otros genes inmedia-
tos-tempranos como c-fos, c-jun y c-myc.

Al mismo tiempo hay genes “antimuerte” cuya funcion es
aparentemente la de contrarrestar a los genes “promuerte”. El
primero que se identificé de este grupo fue el ced-9 en C. elegans,
que es homologo del bel-2 de los humanos. Esos genes actiian de
una manera que aun desconocemos para impedir que toxinas
genéticas o quimicas maten a las células. Algunos datos recientes
indican que el bcl-2 puede actuar como antioxidante. Se estan
dedicando hoy muchos esfuerzos a tratar de conocer los genes
que intervienen y a encontrar la forma de activarlos o inhibirlos
segun los casos.

TOXICOLOGIA GENETICA

R. Rita Misra
y Michael P. Waalkes

La toxicologia genética es, por definicién, el estudio de la forma
en que agentes quimicos o fisicos afectan al complejo proceso de
la herencia. Las sustancias quimicas genotoxicas son compuestos
capaces de modificar el material hereditario de las células vivas.
La probabilidad de que una determinada sustancia cause un
dafio genético depende inevitablemente de diversas variables,
como el nivel de exposicion del organismo a la sustancia, la distri-
bucién y retenciéon de ésta una vez que ha penetrado en el
cuerpo, la eficiencia de los sistemas de activacion metabolica y/o
detoxificaciéon en los tejidos diana y la reactividad de la sustancia
o de sus metabolitos con macromoléculas criticas de las células.
La probabilidad de que el dafio genético produzca una enfer-
medad depende en tltima instancia de la naturaleza del darfio, la
capacidad que posee la célula de reparar o amplificar el dafio
genético, la oportunidad de expresar cualquier alteracion que se
haya inducido y la capacidad del cuerpo de reconocer y suprimir
la multiplicacién de células aberrantes.
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Figura 33.10 e Organizacién de la informacién hereditaria en los seres humanos: a) primaria, b) secundaria y ¢ terciaria.
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Figura 33.12 e Principales localizaciones del dafio al ADN inducido por sustancias quimicas.
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En los organismos superiores, la informacion hereditaria esta
organizada en cromosomas. Los cromosomas son unas hebras
muy condensadas de ADN asociado a proteinas. Dentro de cada
cromosoma, cada molécula de ADN esta configurada como un
par de largas cadenas no ramificadas de subunidades de nucle6-
tidos unidas por enlaces fosfodiéster que unen el carbono 5 de
una unidad desoxirribosa al carbono 3 de la siguiente
(Figura 33.10). Ademas, una de las cuatro bases de nucleotidos
diferentes (adenina, citosina, guanina o timina) esta unida a cada
subunidad de desoxirribosa como las cuentas de un collar. En el
sentido tridimensional, cada par de hebras de ADN forma una
doble hélice en la que todas las bases estan orientadas hacia el
interior de la espiral. Dentro de la hélice, cada base de una
hebra esta asociada a su base complementaria de la otra hebra;
el enlace hidrogeno impone un apareamiento fuerte y no cova-
lente de la adenina con la timina y de la guanina con la citosina
(Figura 33.10). Como la secuencia de bases de nucleotidos es
complementaria a todo lo largo de la doble molécula de ADN,
ambas hebras llevan esencialmente la misma informacién gené-
tica. De hecho, durante la replicacion del ADN cada hebra sirve
como molde para la producciéon de otra hebra nueva vy
equivalente.

Utlizando el ARN y una serie de proteinas, la célula acaba
por descifrar la informacién codificada por la secuencia lineal de
bases dentro de regiones especificas del ADN (genes) y produce
proteinas que son esenciales para su supervivencia bésica y para
el crecimiento y diferenciaciéon normales. En esencia, los nucleo-
tidos funcionan como un alfabeto biolégico que se utiliza para
codificar la produccién de aminoacidos, que son los compo-
nentes basicos de las proteinas.

Cuando se insertan nucledtidos incorrectos o se pierden
nucleotidos, o cuando se afiaden nucledtidos innecesarios
durante la sintesis del ADN, el error se denomina mutacion. Se
ha estimado que se produce menos de una mutacién por cada
10° nucledtidos que se incorporan durante la replicacion celular
normal. Aunque las mutaciones no son necesariamente nocivas,
las alteraciones que provocan una desactivacién o una expresion
excesiva de genes importantes pueden desembocar en diversos
trastornos, como el cancer, enfermedades hereditarias, anoma-
lias del desarrollo, esterilidad y muerte embrionaria o perinatal.
En muy raras ocasiones una mutacion puede incrementar las
posibilidades de supervivencia; esos casos son la base de la selec-
cion natural.

Aunque algunas sustancias quimicas reaccionan directamente
con el ADN, en la mayoria de ellas se precisa una activacién
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metabolica. En estos casos, son productos intermedios electro-
filos, como los epoxidos o iones carbonio, los que en ultima
instancia inducen las lesiones en diversos lugares nucleofilos del
material genético (Figura 33.11). En otros casos, la genotoxi-
cidad esta mediada por productos secundarios de la interaccién
del compuesto con lipidos, proteinas u oxigeno intracelulares.

Figura 33.13 e Diversos tipos de dafio al complejo
ADN-proteina.
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Tabla 33.4 e Trastornos hereditarios con propensién al cancer en los que parece infervenir una reparacién

defectuosa del ADN.

Sindrome Sintomas

Deterioro neuroldgico
Inmunodeficiencia
Alta incidencia de linfoma

Ataxia telangiectasia

Anomalias del desarrollo
Lesiones en la piel expuesta

Sindrome de Bloom

Fenotipo celular

Hipersensibilidad a la radiacion ionizante y a algunos agentes alquilantes
Réplica mal reguloda de ADN dafiado (puede indicar menos tiempo
para la reparacion del ADN)

Alta frecuencia de aberraciones cromosémicas
Sellado defectuoso de roturas asociadas a la reparacion del ADN

Alta incidencia de tumores del sistema inmunitario

y del tracto gastrointestinal

Retraso del crecimiento
Alta incidencia de leucemia

Anemia de Fanconi

(dncer de colon hereditario sin poliposis ~ Alta incidencia de cdncer de colon

Xeroderma pigmentoso
de piel expuestas

Deterioro neuroldgico (en muchos casos)

Alta incidencia de epitelioma en las zonas

Hipersensibilidad a agentes de enfrecruzamiento
Alta frecuencia de aberraciones cromosdmicas
Reparacidn defectuosa de entrecruzamientos en el ADN

Reparacién defectuosa del desemparejamiento del ADN (cuando se,
inserta durante la replicacién, un nucledtido equivocado)

Hipersensibilidad a la luz UV y a muchos carcindgenos quimicos
Defectos en la reparacion de excision y/o reproduccion de ADN dafiado

Debido a su relativa abundancia en las células, las proteinas
son la diana mas frecuente de la interaccion téxica. No obstante,
preocupa mas la modificacion del ADN por la importante
mision de éste como regulador del crecimiento y la diferencia-
cion a lo largo de multiples generaciones de células.

Al nivel molecular, los compuestos eclectrofilos tienden a
atacar al oxigeno y el nitréogeno del ADN. En la Figura 33.12 se
indican los lugares que mas se prestan a la modificacion.
Aunque también son dianas de la modificacién quimica los
oxigenos de los grupos fosfato del esqueleto del ADN, se estima
que tiene mas importancia biolégica el dafio a las bases, ya que
estos grupos estan considerados como los elementos primarios
de informacién de la molécula de ADN.

Es caracteristico que los compuestos que contienen un sola
unidad electroéfila causen la genotoxicidad produciendo monoa-
ductos en el ADN. Analogamente, los compuestos que contienen
dos o mas unidades reactivas pueden reaccionar con dos centros
nucleoéfilos distintos y de esa manera producir entrecruzamientos
(crosslinks) intra o intermoleculares en el material genético
(Figura 33.13). Los entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-pro-
teina pueden ser especialmente citotoxicos, pues pueden formar
bloques completos para la replicacion del ADN. Por razones
obvias, la muerte de la célula elimina la posibilidad de que sufra
una mutaciéon o una transformacién neoplasica. Los agentes

genotdxicos pueden actuar también induciendo roturas en el
esqueleto fosfodiéster, o entre bases y aztucares del ADN (produ-
ciendo lugares abasicos). Esas roturas pueden deberse directa-
mente a reactividad quimica en el lugar del dafio, o pueden
producirse durante la reparacion de uno de los tipos de lesion
del ADN antes mencionados.

En los ultimos treinta o cuarenta afios se han desarrollado
diversas técnicas para determinar el tipo de dafio genético indu-
cido por diversas sustancias quimicas. Esos ensayos se describen
con detalle en otro lugar de este capitulo y de la Enciclopedia.

La replicacion erronea de “microlesiones”, como masa de
aductos, lugares abasicos o roturas de una sola hebra,
puede acabar produciendo sustituciones de pares de bases de
nucleétidos, o la insercién o supresién de cortos fragmentos de
polinucledtidos en el ADN cromosémico. En cambio, las
“macrolesiones”;, como masa de aductos, entrecruzamientos o
roturas de las dos hebras, pueden desencadenar la adicion,
pérdida o reorganizacién de fragmentos cromosémicos relativa-
mente grandes. En cualquier caso, las consecuencias pueden ser
devastadoras para el organismo, pues cualquiera de esos hechos
puede producir muerte celular, pérdida de funcién o transforma-
cion maligna de las células. Sabemos poco de la forma exacta en
que el dafio sufrido por el ADN provoca el cancer. Actualmente
se plensa que una parte del proceso puede ser la activacién

Tabla 33.5 e Ejemplos de sustancias quimicas que muestran genotoxicidad en células humanas.

Ejemplo
Aflatoxina B1
2-Acetilominofluoreno

(lase de sustancia
Aflatoxinas
Aminas aromdticas

Aziridina quinonas Mitomicina C

Hidrocarburos clorados Cloruro de vinilo

Metales y compuestos metdlicos Cisplatina

Compuestos de niquel
Mostazas nitrogenadas Ciclofosfamida
Nitrosaminas MNitrosodimetilamina

Hidrocarburos aromdticos policiclicos ~ Benzo(a)pireno

Fuente de la exposicion
Alimentos contaminados
Ambiental

Quimioterapia por cdncer

Ambiental
Quimioterapia por cdncer
Ambiental
Quimioterapia por cdncer
Alimentos contaminados
Ambiental

Lesion genotéxica probable
Aductos de ADN abultados
Aductos de ADN abultados

Monoaductos, entrecruzamientos interhebras y roturas
monohebra en el ADN.

Monoaductos en el ADN

Entrecruzamientos intra e interhebras en el ADN
Monoaductos y roturas monohebra en el ADN
Monoaductos y entrecruzamientos interhebras en el ADN
Monoaductos en el ADN

Aductos de ADN abultados
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inadecuada de protooncogenes como el myc y el ras, y/o la
desactivacion de genes supresores de tumores que se han identi-
ficado recientemente, como el p53. La expresion anémala de
uno u otro tipo de gen anula los mecanismos con que normal-
mente las células controlan la proliferacion y/o diferenciacién
celular.

La mayoria de los datos experimentales indica que el desa-
rrollo del cancer tras exposicion a compuestos electrofilos es
relativamente infrecuente. Ello puede explicarse en parte por la
capacidad intrinseca de la célula de reconocer y reparar el ADN
dafiado o por la imposibilidad de sobrevivir que tienen las
células cuyo ADN esta dafiado. Durante la reparacion se elimina
el nucleétido de la lesion y otros nucledtidos contiguos y (utili-
zando la otra hebra como molde) se sintetiza un nuevo frag-
mento de ADN que se coloca en su lugar. Para que sea eficaz, la
reparacion del ADN debe producirse de manera muy precisa
con anterioridad a la division celular, antes de que la mutacién
pueda propagarse.

Los estudios clinicos han demostrado que las personas con
defectos heredados en su capacidad de reparar el ADN dafnado
suelen desarrollar céancer y/o anomalias de desarrollo a una
edad temprana (Tabla 33.4). Esos ejemplos proporcionan sélidos
argumentos en el sentido de que la acumulacién de dafios al
ADN esta relacionada con la enfermedad humana. Analoga-
mente, agentes que promueven la proliferacion celular (como el
acetato de tetradecanoilforbol) incrementan con frecuencia la
carcinogénesis. En el caso de esos compuestos, la mayor proba-
bilidad de transformacion neoplasica puede ser una conse-
cuencia directa del menor tiempo de que dispone la célula para
llevar a cabo la adecuada reparacion del ADN.

Las primeras teorias sobre la forma en que las sustancias
quimicas interactian con el ADN se remontan a los estudios que
se realizaron durante el desarrollo del gas mostaza con fines
bélicos. Se ampli6 después el conocimiento de estos procesos
cuando se tratd de identificar agentes anticarcindgenos que
detuvieran selectivamente la replicacién de células tumorales en
rapida division. La mayor preocupacion de la opinion publica
por los peligros ambientales ha impulsado nuevas investiga-
ciones sobre los mecanismos y consecuencias de la interaccion
de sustancias quimicas y material genético. En la Tabla 33.5
figuran ¢jemplos de diversos tipos de sustancias quimicas que
causan genotoxicidad.

® INMUNOTOXICOLOGIA

Joseph G. Vos y Henk van Loveren

Las funciones del sistema inmunitario son proteger al cuerpo de
agentes infecciosos invasores y realizar una labor de vigilancia
inmunitaria frente a la aparicién de células tumorales. El sistema
inmunitario consta de una primera linea de defensa que es no
especifica, y que puede iniciar directamente reacciones de efec-
tores, y de una parte especifica adquirida en la que los linfocitos y
anticuerpos poseen la capacidad especifica de reconocer el anti-
geno y reaccionar a él.

Se ha definido la inmunotoxicologia como “la disciplina que
estudia los hechos que pueden desembocar en efectos no
deseados como resultado de la interaccién de los xenobioticos
con el sistema inmunitario. Esos hechos no deseados pueden
deberse a 1) un efecto directo y/o indirecto del xenobiético (y/o
de su producto de biotransformacién) sobre el sistema inmuni-
tario, o 2) una respuesta inmunolégica del huésped al compuesto
y/o0 su o sus metabolitos, o a antigenos del huésped modificados
por el compuesto o sus metabolitos” (Berlin y cols. 1987).
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Cuando el sistema inmunitario actia como diana pasiva de
las agresiones quimicas, el resultado puede ser una reduccién de
la resistencia a las infecciones y a determinadas formas de
neoplasia, o una desregulacién/estimulaciéon inmunitaria que
puede agravar la alergia o la autoinmunidad. Cuando el sistema
inmunitario responde a la especificidad antigénica del xenobio-
tico o del antigeno del huésped modificado por el compuesto, la
toxicidad puede ponerse de manifiesto en forma de alergias o
enfermedades autoinmunitarias.

Se han desarrollado modelos animales para investigar la
inmunosupresion inducida por sustancias quimicas, y algunos de
esos métodos se han validado (Burleson, Munson y Dean 1995;
IPCS 1996). Para la realizacion de ensayos se adopta un enfoque
en tres niveles a fin de hacer una seleccién adecuada entre el
enorme numero de pruebas de que se dispone. En general, el
objetivo del primer nivel es identificar los inmunotdxicos poten-
ciales. Si se identifica una inmunotoxicidad potencial, se realizan
ensayos de un segundo nivel para confirmar y caracterizar mejor
los cambios observados. Las investigaciones de tercer nivel
comprenden estudios especiales sobre el mecanismo de accién
del compuesto. En esos estudios con animales de laboratorio se
han identificado varios xenobidticos como inmunotéxicos que
producen inmunosupresion.

La base de datos sobre los trastornos de la funciéon inmuni-
taria en los humanos por efecto de sustancias quimicas ambien-
tales es limitada (Descotes 1986; National Research Council,
Subcommittee on Immunotoxicology 1992). En los estudios
clinicos y epidemioldgicos encaminados a investigar el efecto de
esas sustancias sobre la salud humana se han utilizado poco los
marcadores de inmunotoxicidad. Como esos estudios tampoco
han sido frecuentes, su interpretacion no suele permitir extraer
conclusiones inequivocas, debido por ejemplo al caracter no
controlado de la exposicién. Por esa razon, en la actualidad las
decisiones sobre peligros y riesgos se basan en evaluaciones de la
inmunotoxicidad en roedores que después se extrapolan a los
seres humanos.

Las reacciones de hipersensibilidad, en especial el asma alér-
gico y la dermatitis por contacto, son importantes problemas de
salud laboral en los paises industrializados (Vos, Younes y Smith
1995). El fenémeno de la sensibilizacién por contacto se inves-
tig6 en primer lugar en la cobaya (Andersen y Maibach 1985),
que hasta hace poco ha sido la especie preferida para los ensayos
de prediccion. Hay muchos métodos de ensayo con cobayas, y
los mas utilizados son el ensayo de maximizaciéon y la prueba de
oclusiéon de Buehler. Estos ensayos con cobayas y los nuevos
métodos que se han desarrollado en los ratones, como las
pruebas de inflamacion de la oreja y el ensayo de ganglios linfa-
ticos locales, proporcionan al toxicélogo los instrumentos nece-
sarios para evaluar el peligro de sensibilizacion cutanea. Muy
distinta es la situacion en lo que se refiere a la sensibilizacion del
tracto respiratorio: no hay por el momento métodos bien vali-
dados o ampliamente aceptados para identificar los alergenos
respiratorios quimicos, aunque en la cobaya y el ratén se ha
avanzado en el desarrollo de modelos animales para la investiga-
cion de la alergia respiratoria de origen quimico.

Los datos sobre seres humanos indican que los agentes
quimicos, en particular los farmacos, pueden causar enferme-
dades autoinmunitarias (Kammiiller, Bloksma y Seinen 1989).
Hay algunos modelos de enfermedades autoinmunitarias
humanas que se basan en la experimentacion con animales. Esos
modelos comprenden tanto la patologia espontinea (por
ejemplo el lupus eritematoso sistémico en el ratén negro de
Nueva Zelanda) como fenémenos de autoinmunidad inducidos
por inmunizacién experimental con un autoantigeno de reac-
cion cruzada (por ejemplo, la artritis inducida por el coadyu-
vante H37Ra en las ratas de la estirpe Lewis), y se aplican en la
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evaluaccion preclinica de farmacos inmunosupresores. Se han
estudiado muy poco las posibilidades de que esos modelos sirvan
para evaluar si un xenobiético intensifica la autoinmunidad
inducida o congénita. Practicamente no hay modelos animales
adecuados para investigar la capacidad de las sustancias
quimicas de inducir enfermedades autoinmunitarias. Un modelo
que se usa de manera limitada es el ensayo de ganglios linfaticos
popliteales en el raton. Al igual que en los humanos, los factores
genéticos desempenian un papel crucial en el desarrollo de la
enfermedad autoinmunitaria en los animales de laboratorio, lo
que limita el valor predictivo de esos ensayos.

El sistema inmunitario

La funcion principal del sistema inmunitario es defender al orga-
nismo de las bacterias, los virus, los parasitos, los hongos vy las
células neoplasicas. Se encargan de esa defensa, de una manera
perfectamente sintonizada, diversos tipos de células y sus media-
dores solubles. El sistema de defensa del huésped puede dividirse
en general en resistencia no especifica o innata e inmunidad espe-
cifica o adquirida, ésta mediada por los linfocitos (Roitt, Brostoff
yMale 1989).

Hay componentes del sistema inmunitario por todo el cuerpo
(Jones y cols. 1990). El compartimento linfocitico se halla en los
organos linfoides (Figura 33.14). Se consideran 6rganos linfoides
principales o centrales la médula 6sea y el timo; los secundarios
o periféricos son los ganglios linfaticos, el bazo y el tejido linfa-
tico presente en las superficies secretoras como las de los tractos
gastrointestinal y respiratorio, que es el llamado tejido linfatico
asociado a mucosa (TLAM). Casi la mitad de los linfocitos del
cuerpo se hallan en algin momento en el TLAM. Ademas, la
piel es un importante 6rgano de induccion de respuestas inmuni-
tarias a los antigenos presentes en ella. Destacan en ese proceso
las células de Langerhans, en la epidermis, que desempefian una
funcion de presentacion de antigenos.

En los érganos linfoides y también en lugares extraglanglio-
nares hay células fagociticas del linaje monocitos/macrofagos, lo
que se llama el sistema fagocitico mononuclear; entre los fago-
citos extraglanglionares figuran las células de Kupffer en el
higado, los macrofagos alveolares en el pulmén, los macréfagos
mesangiales en el rifion y las células gliales en el cerebro. Los
leucocitos polimorfonucleares estan presentes sobre todo en la
sangre y la médula 6sea, pero se acumulan en los lugares en que
se produce una inflamacién.

Defensa no especifica

Una primera linea de defensa contra los microorganismos es la
constituida por una barrera fisica y quimica, como ocurre en la
piel, el tracto respiratorio y el tracto digestivo. Esta barrera
cuenta con la ayuda de mecanismos protectores no especificos
entre los que figuran células fagociticas, como los macrofagos y
los leucocitos polimorfonucleares, que son capaces de destruir
agentes patogenos, y células agresoras o “asesinas” naturales
(NK), que pueden destruir por lisis células tumorales y células
infectadas por virus. También participan en la respuesta no espe-
cifica el llamado “sistema de complemento” y algunos inhibidores
microbianos (como por ejemplo la lisozima).

Inmunidad especifica

Tras el contacto inicial del huésped con el patégeno se inducen
respuestas inmunitarias especificas. Lo mas caracteristico de esta
segunda linea de defensa es el reconocimiento especifico de los
determinantes —los llamados antigenos o epitopes— de los pato-
genos por parte de receptores situados en la superficie celular de
los linfocitos B y T. Una vez producida la interaccion con el anti-
geno especifico, se estimula a la célula que porta el receptor a
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Figura 33.14 Or?qnos y tejidos primarios y secundarios
del sistema linfético.
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proliferar y diferenciarse, con lo que produce un clon de células
hijas que son especificas para ese antigeno. Las respuestas inmu-
nitarias especificas ayudan a la defensa no especifica presentada a
los patogenos estimulando la eficacia de las respuestas no especi-
ficas. Una caracteristica fundamental de la inmunidad especifica
es que se desarrolla una memoria. El contacto secundario con ese
mismo antigeno provoca una respuesta mas rapida y mas vigo-
rosa, aunque no por ello menos regulada.

El genoma no tiene capacidad para contener los cédigos de
un numero de receptores de antigenos suficiente para reconocer
todos los antigenos distintos que pueden aparecer. El repertorio
de especificidad se desarrolla mediante un proceso de reordena-
cion de genes. Es un proceso aleatorio, durante el cual se
producen diversas especificidades. Entre ellas figuran especifici-
dades para autocomponentes, que no son deseables. Entra
entonces en funcionamiento, para suprimir esas especificidades
no deseables, un proceso de seleccién que se desarrolla en el
timo (células T) o en la médula 6sea (células B).

El funcionamiento normal de los efectores inmunitarios y la
regulaciéon homeostatica de la respuesta inmunitaria dependen
de una serie de productos solubles, agrupados bajo el nombre
colectivo de citoquinas, que son sintetizados y segregados por los
linfocitos y por otros tipos de células. Las citoquinas tienen
efectos pleiotrépicos sobre las respuestas inmunitarias e inflama-
torias. La respuesta inmunitaria precisa de la cooperaciéon entre
diferentes poblaciones de células —la regulaciéon de las
respuestas de los anticuerpos, la acumulacion de células y molé-
culas inmunitarias en los lugares de inflamacion, la puesta en
marcha de respuestas agudas, el control de la funcién citotoxica
de los macrofagos y muchos otros procesos que son esenciales
para la resistencia del huésped. Esos procesos estan influidos por
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las citoquinas, que actian individualmente o de manera
concertada, y en muchos casos dependen de ellas.

Se han determinado dos tipos de inmunidad especifica: la
inmunidad humoral y la inmunidad celular o mediada por
células.

Inmunidad humoral. En el tipo humoral de inmunidad se esti-
mulan los linfocitos B tras ser reconocido el antigeno por los
receptores situados en la superficie de la célula. Los receptores
de antigenos son en este caso las inmunoglobulinas (Ig). Las
células B maduras (células plasmaticas) inician la produccion de
inmunoglobulinas antigenoespecificas que actian como anti-
cuerpos en el suero o en las superficies de mucosa. Hay cinco
clases principales de inmunoglobulinas: 1) la IgM, Ig pentamé-
rica que posee una capacidad de aglutinacion 6ptima y que es la
primera que se produce tras la estimulacién antigénica; 2) la
IgG, que es la mas importante Ig en circulacion y que puede
atravesar la placenta; 3) la IgA, que es una Ig secretora que
protege las superficies de mucosa; 4) la IgE, que se fija a los
mastocitos o a los granulocitos basofilos que intervienen en las
reacciones de hipersensibilidad inmediata, y 5) la IgD, cuya
funcién principal es actuar como receptor en los linfocitos B.

Inmunidad mediada por células. El tipo celular del sistema inmuni-
tario especifico esta mediado por los linfocitos T. Estas células
tienen también receptores de antigenos en sus membranas.
Reconocen el antigeno cuando se lo presentan las células presen-
tadoras de antigenos en el contexto de antigenos de histocompa-
tibilidad. Esta es otra limitacién de estas células ademas de su
especificidad antigénica. Las células T funcionan como células
colaboradoras de diversas respuestas inmunitarias (incluidas las
humorales), acttan de mediadoras en el reclutamiento de células
inflamatorias y, como células T citotéxicas, pueden matar células
diana tras el reconocimiento antigenoespecifico.

Mecanismos de inmunotoxicidad

Inmunosupresion
La eficacia de la resistencia del huésped depende de que el
sistema inmunitario funcione en su integridad, lo que a su vez
exige que se disponga, en nimero suficiente y en forma opera-
tiva, de las células y moléculas componentes que orquestan las
respuestas inmunitarias. En los seres humanos, las inmunodefi-
ciencias congénitas suelen caracterizarse por defectos en determi-
nadas lineas celulares precursoras, lo que tiene como resultado
una produccién menor o nula de células inmunitarias. Por
analogia con las enfermedades de inmunodeficiencia humana
tanto congénitas como adquiridas, la inmunosupresién inducida
por sustancias quimicas puede deberse simplemente a que hay
pocas células funcionales (IPCS 1996). La ausencia o el menor
numero de linfocitos pueden tener efectos mas o menos
profundos sobre la condiciéon inmunitaria. Algunos estados de
imunodeficiencia y la inmunosupresiéon intensa, como por
ejemplo en la terapia para trasplantes o citostatica, se han
asociado en particular con una mayor incidencia de infecciones
oportunistas y de algunas enfermedades neoplasicas. Las infec-
ciones pueden ser por bacterias, virus, hongos o protozoos, y el
tipo predominante de infeccién depende de cual sea la inmuno-
deficiencia asociada. Parece logico que la exposicién a sustancias
inmunosupresoras presentes en el medio ambiente produzca
formas mas sutiles de inmunosupresion, que pueden ser dificiles
de detectar. Por e¢jemplo, pueden llevar a una mayor incidencia
de infecciones como la gripe o el resfriado comun.

Habida cuenta de la complejidad del sistema inmunitario, con
su amplia variedad de células, mediadores y funciones que
forman una red compleja e interactiva, los compuestos
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Inmunotoxicos encuentran muchas oportunidades para producir
sus efectos. Aunque no se conoce bien la naturaleza de las
lesiones iniciales inducidas por muchas sustancias quimicas
inmunotoxicas, cada vez se dispone de mas informacioén, deri-
vada sobre todo de estudios con animales de laboratorio, sobre
los cambios inmunobiolégicos que tienen como resultado una
depresion de la funcién inmunitaria (Dean y cols. 1994). Podrian
producirse efectos toxicos en las funciones criticas siguientes (se
indican asimismo algunos cjemplos de compuestos inmunoto-
xicos que afectan a esas funciones):

e [l desarrollo y expansion de diferentes poblaciones de células
precursoras (el benceno tiene efectos inmunotoxicos a este
nivel de células que provocan linfocitopenia).

e La proliferacion de diversas células linfoides y mieloides asi
como de tejidos de sostén en los que esas células maduran y
funcionan (los compuestos inmunotoxicos de organotina
suprimen la actividad proliferativa de los linfocitos en el cortex
del timo mediante citotoxicidad directa; la accion timotoxica
de la 2,3,7,8-tetracloro-dibenzo-p-dioxina (TCDD) y otros
compuestos conexos no se debe probablemente tanto a la toxi-
cidad directa en los timocitos como a un deterioro de la
funcion de las células epiteliales del timo).

e La captacién, procesamiento y presentacion de antigenos por
los macrofagos y otras células que presentan antigenos (una de
las dianas del 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) vy del
plomo es la presentacion de antigenos por los macrofagos; una
diana de la radiaciéon ultravioleta son las células de
Langerhans, que también presentan antigenos).

e La funciéon reguladora de las células T-colaboradoras y T-su-
presoras (la funcion de las T-colaboradoras se ve afectada por
las organotinas, el aldicarb, los bifenilos policlorados (PCB), la
TCDD y el DMBA; la funcién de las T-supresoras se ve redu-
cida por los tratamientos con ciclofosfamidas a dosis bajas).

e La producciéon de diversas citoquinas o interleucinas (el
benzo(a)pireno (BP) suprime la producciéon de interleucina-1; la
radiacion ultravioleta altera la produccion de citoquinas por
los queratinocitos).

e La sintesis de diversas clases de inmunoglobulinas IgM e IgG,
que se ve suprimida tras tratamiento con PCB y oxido de
tribultitina (TBT) e incrementada tras exposicion a hexacloro-
benceno (HCB).

e La regulacion y activacion del complemento (por TCDD).

e La funciéon citotoxica de las células T (el 3-metilcolantreno
(3-MC), el DMBA y la TCDD suprimen la actividad citotéxica
de las células T).

e La funcién de las células agresoras o “asesinas” naturales (NK)
(el ozono suprime la actividad de las NK pulmonares; el niquel
reduce la actividad de las NK del bazo).

e Las funciones quimotaxicas y citotoxicas de los macréfagos
y leucocitos polimorfonucleares (el ozono y el diéxido de nitro-
geno reducen la actividad fagocitica de los macréfagos alveo-
lares).

Alergia

La alergia puede definirse como los efectos adversos para la salud
debidos a que se inducen y provocan respuestas inmunitarias
especificas. Cuando se producen reacciones de hipersensibilidad
sin intervencion del sistema inmunitario se habla de pseudoalergia.
En el contexto de la inmunotoxicologia, la alergia es el resultado
de una respuesta inmunitaria especifica a determinadas sustan-
clas quimicas y farmacos. La capacidad de sensibilizar a un indi-
viduo que posee una sustancia esta generalmente relacionada con
su capacidad de unirse covalentemente a proteinas del orga-
nismo. Las reacciones alérgicas pueden adoptar diversas formas,
que presentan diferencias con respecto tanto a los mecanismos
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inmunologicos que estan en su base como a la velocidad de la
reaccién. Se han determinado cuatro tipos principales de reac-
ciones alérgicas: las reacciones de hipersensibilidad del tipo I, que
se deben a anticuerpos IgE y en las que los sintomas se mani-
fiestan a los pocos minutos de que comience la exposicién del
individuo sensibilizado. Las reacciones de hipersensibilidad del
tipo II se deben al dafio o destruccion de células del huésped por
la accion de anticuerpos. En este caso los sintomas aparecen en el
plazo de unas horas. Las reacciones de hipersensibilidad del
tipo III, o de Arthus, estan también mediadas por anticuerpos,
pero contra antigenos solubles, y se derivan de la accién local o
sistémica de complejos inmunitarios. Las reacciones de hipersen-
sibilidad del tipo IV, o retardada, se deben a los linfocitos T, y los
sintomas suelen aparecer en un plazo de 24-48 horas después de
la exposicion del individuo sensibilizado.

Los dos tipos de alergia quimica que mas interesan desde el
punto de vista de la salud en el trabajo son la sensibilidad por
contacto o alergia cutanea y la alergia del tracto respiratorio.

Hipersensibilidad por contacto. Son muchas las sustancias quimicas
que pueden causar sensibilizacién cutanea. Tras la exposicion
topica de un individuo susceptible a un alergeno quimico, se
induce una respuesta de los linfocitos T en los ganglios linfaticos
de drenaje. En la piel, el alergeno interactia directa o indirecta-
mente con las células de Langerhans de la epidermis, que trans-
portan la sustancia a los ganglios linfaticos y la presentan en
forma inmunogénica a los linfocitos T sensibles. Proliferan
entonces los linfocitos T" activados por el alergeno, con el resul-
tado de una expansion clonal. El individuo estd ya sensibilizado
y responderd a una segunda exposiciéon cutinea a esa misma
sustancia quimica con una respuesta inmunitaria mas agresiva,
que producira una dermatitis alérgica por contacto. La reaccién
inflamatoria de la piel que caracteriza a la dermatitis alérgica
por contacto es secundaria al reconocimiento del alergeno en la
piel por linfocitos T especificos. Esos linfocitos se activan,
liberan citoquinas y producen una acumulacién local de otros
leucocitos mononucleares. Los sintomas aparecen entre 24 y 48
horas después de la exposicion del individuo sensibilizado, y por
ello la dermatitis alérgica por contacto es una forma de hiper-
sensibilidad retardada. Entre los agentes que suelen provocar la
dermatitis alérgica por contacto figuran sustancias quimicas
organicas (como el 2,4-dinitroclorobenceno), metales (como el
niquel y el cromo) y productos vegetales (como el urusiol de
plantas del género Rhus).

Hipersensibilidad respiratoria. La hipersensibilidad respiratoria
suele considerarse una reacciéon del Tipo I. No obstante, en las
reacciones de fase tardia y en los sintomas maés crénicos
asociados con el asma pueden intervenir procesos iInmunitarios
mediados por células (Tipo IV). Los sintomas agudos asociados
a la alergia respiratoria se deben al anticuerpo IgE, que se
produce tras la exposicion del individuo susceptible al alergeno
quimico inductor. El anticuerpo IgE se distribuye sistémica-
mente y se une, a través de los receptores de las membranas, a
mastocitos de los tejidos vascularizados, entre ellos los del tracto
respiratorio. Tras la inhalacién de esa misma sustancia quimica
se producird una reacciéon de hipersensibilidad respiratoria. El
alergeno se asocia con proteinas y se une al anticuerpo IgE-mas-
tocitos entrecruzandose con él. Ello produce a su vez la desgra-
nulacion de los mastocitos, liberandose  mediadores
inflamatorios contenidos en sus granulos, como histamina y
leucotrienos. Esos mediadores producen broncoconstriccién y
vasodilatacion, con el resultado de los sintomas de la alergia
respiratoria: asma y/o rinitis. Entre las sustancias quimicas que
se sabe que producen hipersensibilidad respiratoria en los seres
humanos figuran los anhidridos é4cidos (como el anhidrido
trimelitico), algunos diisocianatos (como el diisocianato de
tolueno), sales de platino y algunos colorantes reactivos. Esta
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demostrado que también la exposicion crénica al berilio
produce hipersensibilidad pulmonar.

Autoinmunidad

La  autommmunidad puede definirse como la estimulacién de
respuestas inmunitarias especificas que se dirigen contra “autoan-
tigenos” enddégenos. La autoinmunidad inducida puede tener su
origen bien en alteraciones del equilibrio de los linfocitos T regu-
ladores, bien en la asociacién de un xenobidtico con compo-
nentes tisulares normales de manera que los hace inmunégenos
(“autoalterados”). Los farmacos y sustancias quimicas que
sabemos que en ocasiones inducen o exacerban efectos como los
de la enfermedad autoinmunitaria en individuos susceptibles son
compuestos de bajo peso molecular (de peso molecular 100 a
500), que por lo general no estan considerados inmunégenos en si
mismos. Es muy poco lo que se sabe del mecanismo de la enfer-
medad autoinmunitaria debida a exposiciéon quimica. La enfer-
medad puede producirse directamente por medio de anticuerpos
circulantes, indirectamente mediante la formacién de complejos
inmunitarios o0 como consecuencia de una inmunidad mediada
por células, aunque lo mas probable es que se produzca por una
combinacién de varios mecanismos. Se conoce mejor la patogé-
nesis en el caso de los trastornos hemoliticos inmunitarios indu-
cidos por farmacos:

e El farmaco puede unirse a la membrana del glébulo rojo e
interactuar con un anticuerpo farmacoespecifico.

e Ll farmaco puede alterar la membrana del globulo rojo de
modo que el sistema inmunitario considera la célula como
extrana.

e Ll farmaco y su anticuerpo especifico forman complejos inmu-
nitarios que se adhieren a la membrana del glébulo rojo para
producir la lesion.

e [l globulo rojo se sensibiliza debido a la produccion de autoan-
ticuerpos de los propios glébulos rojos.

Se ha comprobado que diversas sustancias quimicas y
farmacos, en particular estos dltimos, inducen respuestas simi-
lares a las de la enfermedad autoinmunitaria (Kamiiller,
Bloksma y Seinen 1989). La exposicion profesional a sustancias
quimicas puede producir en ocasiones sindromes similares a los
de esta enfermedad. La exposicién a cloruro de vinilo monomé-
rico, tricloroetileno, percloroetileno, resinas epoxidas y polvo de
silice puede inducir sindromes similares a los de la esclero-
dermia. Se ha descrito un sindrome parecido al lupus eritema-
toso sistémico tras exposicion a hidrazina. La exposicién a
diisocianato de tolueno se ha asociado a la induccién de purpura
trombocitopénica. Y se ha relacionado a metales pesados como
el mercurio con algunos casos de glomerulonefritis inmunitaria
compleja.

Evaluacién del riesgo para los seres humanos

La evaluacién del estado inmunitario de los seres humanos se
realiza principalmente utilizando sangre periférica para analizar
sustancias humorales como las inmunoglobulinas y el comple-
mento, asi como los leucocitos de la sangre para determinar su
composicién de subconjuntos y la funcionalidad de las subpobla-
ciones. Suelen ser los mismos métodos que se utilizaban para
investigar la inmunidad humoral y mediada por células, asi como
la resistencia no especifica de pacientes en los que se sospechaba
una inmunodeficiencia congénita. Para los estudios epidemiolo-
gicos (por ejemplo, de poblaciones con exposicion profesional),
los parametros deben seleccionarse sobre la base de su valor
predictivo en poblaciones humanas, de modelos animales vali-
dados y de los mecanismos biolégicos en que se basan los
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Tabla 33.6 e Clasificacién de los ensayos con arreglo a los marcadores inmunitarios.

Categoria del ensayo Caracteristicas

Bdsico — general
Debe incluirse con paneles generales
Bdsico — inmunitario

Debe incluirse en paneles generales (oste relativamente bajo

Normalizacion de los métodos de ensayo entre laboratorios
Pueden interpretarse clinicamente los resultados que estdn fuera

de los intervalos de referencia

Centrado/reflejo
Deben incluirse cuando se indican por

(oste variable

datos clinicos, sospechas de exposicion, ~ Normalizacidn de los métodos de ensayo entre laboratorios
Pueden interpretarse clinicamente los resultados que estdn fuera

o resultados de ensayos anteriores
de los intervalos de referencia

Investigacion
Debe incluirse Gnicamente con
poblaciones controladas y con un
cvidadoso disefio del estudio

Coste variable, aunque suele ser alto

laboratorios
En general, no pueden interpretarse ¢

Indicadores del estado de salud general y de los sistemas orgdnicos

Indicadores generales del estado inmunitario

Indicadores de funciones,/hechos inmunitarios especificos

En general, no normalizacion de los métodos de ensayo entre

Ensayos especificos
Nitrégeno ureico en sangre, glucosa en sangre, etc.

Recuentos sanguineos completos

Niveles de IgG, IgA e IgM en suero

Fenotipos con marcadores de superficie para
los principales subconjuntos de linfocitos

Genotipo de histocompatibilidad
Anticuerpos a agentes infecciosos
IgE total en suero

IgE alergenoespecifica
Autoanticuerpos

Pruebas de hipersensibilidad cutdnea
Estallido oxidativo de granulocitos
Histopatologia (biopsia fisular)

Indicadores de funciones/hechos inmunitarios generales o especificos  Ensayos de estimulacion in vitro

Marcadores de superficie de la activacién celular
Concentraciones de citoquinas en suero
Ensayos de clonalidad (de anticuerpos, celular,

inicamente los resultados genética)
que estdn fuera de los intervalos de referencia

Ensayos de citotoxicidad

marcadores (véase la Tabla 33.6). La estrategia con que se debe
plantear la deteccién de efectos inmunotdxicos tras una exposi-
ci6n (accidental) a contaminantes ambientales u otros téxicos
depende en gran medida de las circunstancias, como por ejemplo
del tipo de inmunodeficiencia que cabe esperar, del tiempo trans-
currido entre la exposicién y la evaluaciéon del estado inmuni-
tario, del grado de exposicion y del numero de individuos
expuestos. El proceso de evaluar el riesgo inmunotéxico de un
determinado xenobiético en los humanos es sumamente dificil y
muchas veces imposible, debido en gran parte a la presencia de
diversos factores de confusion, de origen endoégeno o exdgeno,
que influyen en la respuesta de los individuos al dafio toxico. Asi
sucede principalmente en los estudios que investigan el papel de
la exposicion quimica en las enfermedades autoinmunitarias,
donde los factores genéticos desempefian un papel decisivo.
Como raras veces se dispone de datos suficientes sobre los
seres humanos, la evaluacién del riesgo de inmunosupresién
inducida por sustancias quimicas se basa en la mayoria de los
casos en estudios sobre animales. La identificacion de los xeno-
bidticos inmunotdxicos potenciales se realiza principalmente en
estudios controlados con roedores. Los estudios de exposicion in
vivo constituyen a este respecto el planteamiento 6ptimo para
estimar el potencial inmunotéxico de un compuesto, pues el
sistema inmunitario y sus respuestas tienen un caracter multifac-
torial y complejo. Los estudios i viwo son cada vez mas valiosos
para determinar los mecanismos de la inmunotoxicidad.
Ademas, al investigar los efectos del compuesto utilizando células
de origen animal y humano pueden generarse datos para esta-
blecer comparaciones entre especies, que pueden utilizarse en el
llamado “enfoque de paralelogramo” para mejorar el proceso de
evaluacién del riesgo: si se dispone de datos correspondientes a
las tres esquinas del paralelogramo (animal @ vivo y animal y
humano i vitro) puede ser mas facil predecir el resultado en la
esquina restante, es decir, el riesgo en los seres humanos.
Cuando la evaluacion del riesgo de inmunosupresion inducida
por sustancias quimicas ha de basarse unicamente en datos de
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estudios con animales, puede plantearse la extrapolacion al
hombre aplicando factores de incertidumbre al nivel sin efecto
adverso observable (NOAEL). Este nivel puede basarse en para-
metros determinados en modelos pertinentes, como ensayos de
resistencia del huésped y evaluacion i vivo de reacciones de
hipersensibilidad y producciéon de anticuerpos. Idealmente, la
utilidad de este enfoque de la evaluacion del riesgo exige una
confirmacion en estudios sobre humanos. Esos estudios deben
combinar la identificacion y medicion del téxico, datos epide-
miologicos y evaluaciones del estado inmunitario.

Para predecir la hipersensibilidad por contacto se dispone de
modelos con cobayas que vienen utilizandose en la evaluacién
del riesgo desde el decenio de 1970. Aunque sensibles y reprodu-
cibles, esos ensayos tienen limitaciones en la medida en que
dependen de una evaluacién subjetiva; este inconveniente puede
superarse mediante métodos mas recientes y mas cuantitativos
desarrollados en el raton. En cuanto a la hipersensibilidad
quimica inducida por inhalacién o ingestion de alergenos, deben
elaborarse y evaluarse ensayos desde el punto de vista de su
valor predictivo para el hombre. En cuanto al establecimiento
de niveles seguros de exposicién profesional a alergenos poten-
ciales, se ha de tener en cuenta la naturaleza bifasica de la
alergia: la fase de sensibilizaciéon y la fase de reacciéon. La
concentracién necesaria para provocar una reaccion alérgica en
un individuo previamente sensibilizado es bastante mas baja que
la concentracién necesaria para inducir la sensibilizaciéon en un
individuo inmunolégicamente intacto pero susceptible.

Como practicamente no hay modelos animales para predecir
la autoinmunidad inducida por sustancias quimicas, se ha de
insistir en la elaboracion de tales modelos. Para ello es necesario
avanzar en nuestro conocimiento de la inmunidad inducida por
sustancias quimicas en los humanos, incluido el estudio de
marcadores genéticos y del sistema inmunitario con los que
identificar a los individuos susceptibles. Ofrecen esa oportunidad
los individuos que estan expuestos a farmacos que inducen la
autoinmunidad.
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® TOXICOLOGIA DE ORGANOS DIANA

Ellen K. Silbergeld

El estudio y la caracterizacion de las sustancias quimicas y otros
agentes para determinar sus propiedades toxicas suele realizarse
sobre la base de determinados 6rganos y sistemas organicos. En
este capitulo se estudian en profundidad dos dianas concretas: el
sistema Inmunitario y el gen. Se han elegido estos ejemplos
porque son representativos de una diana que es un sistema orga-
nico complejo y de otra que es molecular y se halla dentro de la
célula.

Para un andlisis mas completo de la toxicologia de
organos diana el lector puede remitirse a textos de referencia
en toxicologia como los de Casarett y Doull, y Hayes. El
Programa Internacional de Seguridad de las Sustancias
Quimicas (IPCS) ha publicado asimismo varios documentos
sobre criterios de la toxicologia de érganos diana, presentados
por sistemas organicos.

Los estudios de toxicologia de 6rganos diana suelen basarse
en informacién que indica el potencial de efectos toxicos especi-
ficos que tiene una sustancia, bien a partir de datos epidemiol6-
gicos, bien a partir de estudios sobre toxicidad general aguda o
crénica, o basados también en el interés especial en proteger
determinadas funciones organicas, como la reproduccién o el
desarrollo del feto.

En algunos casos, las autoridades reguladoras imponen expre-
samente la realizacion de ensayos especificos de toxicidad en
organos diana, como los ensayos de neurotoxicidad a que obliga
la legislacién estadounidense sobre plaguicidas (véase “El
enfoque estadounidense de la evaluacion del riesgo de los toxicos
para la reproduccién y agentes neurotoxicos”) y los de mutage-
nicidad a que obliga en el Japén la Ley de control de las sustan-
cias quimicas (véase “Principios de la identificacion de los
peligros: el enfoque japonés”).

Como se ha indicado en “Organo diana y efectos criticos”, la
identificacién de un o6rgano critico se basa en la deteccién del
6rgano o sistema organico que primero presenta una respuesta
adversa o que la presenta a las dosis o exposiciones mas bajas.
Esa informacion se utiliza después para disefiar investigaciones
toxicologicas especificas o ensayos de toxicidad mas definidos
encaminados a obtener indicaciones mas sensibles de la intoxi-
cacién en el 6rgano diana.

Los estudios de toxicologia de érganos diana pueden utilizarse
también para determinar los mecanismos de accion, que son de
utilidad para evaluar el riesgo (véase “El enfoque estadounidense
de la evaluacion del riesgo de los toxicos para la reproduccion y
agentes neurotoxicos”).

Métodos de los estudios de toxicidad en 6rganos
diana

Los érganos diana pueden estudiarse exponiendo organismos
intactos y analizando detalladamente la funcion e histopatologia
en el organo diana, o mediante la exposicion i vitro de células,
rodajas de tejido u o6rganos enteros mantenidos en cultivo
durante periodos mas o menos largos (véase “Introduccion y
conceptos” en “Mecanismos de la toxicidad”). En algunos estu-
dios se dispone asimismo de tejidos de sujetos humanos, que
pueden permitir validar hipédtesis de extrapolacion entre especies.
No obstante, hay que tener en cuenta que esos estudios no
ofrecen informacion sobre la toxicocinética relativa.

En general, los estudios de toxicidad en érganos diana tienen
en comun las caracteristicas siguientes: examen histopatolégico
detallado del érgano diana, incluido el examen post mortem,
pesaje de los tejidos y examen de los tejidos fijados; estudios
bioquimicos de rutas criticas en el 6rgano diana, como por
ejemplo importantes sistemas enzimaticos; estudios funcionales
de la capacidad del érgano y de los componentes celulares para
realizar las funciones metabolicas y de otro tipo que se espera de
ellos, y analisis de los biomarcadores de la exposiciéon y de
efectos tempranos en las células del 6rgano diana.

En los estudios sobre érganos diana se integran a veces conoci-
mientos pormenorizados de la fisiologia del érgano, de su bioqui-
mica y de su biologia molecular. Por ejemplo, como la sintesis y
secrecion de proteinas de bajo peso molecular es un aspecto
importante de la funcién renal, en los estudios de nefrotoxicidad
se suele prestar especial atencién a esos parametros (IPCS 1991).
Como la comunicacion célula-célula es un proceso fundamental
del funcionamiento del sistema nervioso, los estudios de neuroto-
xicidad sobre 6rganos diana pueden incluir mediciones neuro-
quimicas y biofisicas detalladas de la sintesis, captacion,
almacenamiento, liberacién y uniéon a receptores de los neuro-
transmisores, asi como la medicién electrofisiolégica de los
cambios que se producen en el potencial de la membrana rela-
cionados con esos procesos. En la toxicologia de 6rganos diana se
esta haciendo mucho hincapié en el desarrollo de métodos i vitro
como medio de sustituir el empleo de animales completos o redu-
cirlo. Se han conseguido notables progresos en este ambito en el
caso de los toxicos en la reproduccion (Heindel y Chapin 1993).

En resumen, los estudios de toxicidad en érganos diana suelen
realizarse como ensayos de orden superior para determinar la
toxicidad. La seleccién de determinados érganos diana para
ulteriores evaluaciones depende de los resultados de los ensayos
a nivel de deteccién, como los ensayos de toxicidad aguda o
subcronica que utilizan la OCDE y la Unién Europea; algunos
o6rganos y sistemas organicos diana pueden ser @ priori candidatos
para una investigacién especial por el interés en prevenir deter-
minados tipos de efectos nocivos sobre la salud.

METODOS DE ENSAYO EN TOXICOLOGIA

® BIOMARCADORES

Philippe Grandjean
El término biwmarcador, o marcador biolggico en forma desarrollada,
se define como un hecho que se produce en un sistema biologico,
el cuerpo humano por ejemplo, y que puede medirse. Ese hecho
se interpreta después como reflejo, o marcador, de un estado mas
general del organismo o de su esperanza de vida. En el ambito de
la salud en el trabajo, los biomarcadores suelen utilizarse como
indicadores del estado de salud o del riesgo de enfermedad.

BIOMARCADORES

Se utilizan biomarcadores en estudios tanto i vitro como m vivo
que pueden incluir a seres humanos. Los marcadores biologicos
se clasifican por lo general en tres tipos concretos. Aunque
algunos de ellos pueden ser dificiles de clasificar, suelen separarse
en biomarcadores de la exposicion, biomarcadores del efecto y
biomarcadores de la susceptibilidad (véase la Tabla 33.7).

Dado un grado aceptable de validez, los biomarcadores
pueden emplearse con varios fines. A nivel individual, un
biomarcador puede utilizarse para apoyar o rechazar el diagnos-
tico de un determinado tipo de intoxicacién o de otro efecto
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Tabla 33.7 e Ejemplos de biomarcadores de la exposicién
o del efecto que se emplean en los estudios
toxicoldgicos relacionados con la salud en el
trabajo.

Muestra Medicion Obijeto
Biomarcadores de la exposicion

Tejido adiposo Dioxina Exposicién a dioxina
Sangre Plomo Exposicion a plomo

Hueso Aluminio Exposicion a aluminio

Aire espirado Tolueno Exposicién a tolueno

Pelo Mercurio Exposicién a metilmercurio
Suero Benceno Exposicién a benceno
Orina Fenol Exposicion a benceno

Biomarcadores del efecto

Exposicién a mondxido de
carbono

Sangre Carboxihemoglobina

Gldbulos rojos Zinc-protoporfiring Exposicion a plomo

Suero Colinesterasa Exposicion a
organofosforados
Orina Microglobulinas Exposicién a nefrotdxicos

Glébulos blancos Aductos de ADN Exposicion a mutdgenos

adverso inducido por sustancias quimicas. En un sujeto sano, un
biomarcador puede reflejar también una hipersusceptibilidad
individual a determinadas exposiciones quimicas y por consi-
guiente puede tomarse como base para la prediccion del riesgo y
el asesoramiento. En grupos de trabajadores expuestos pueden
aplicarse algunos biomarcadores de la exposicién para valorar el
grado de cumplimiento con las normas de reduccién de la conta-
minacion o la eficacia de las medidas preventivas en general.

Biomarcadores de la exposicion

Un biomarcador de la exposicion puede ser un compuesto
exégeno (0 un metabolito) que se introduce en el cuerpo, un
producto interactivo entre el compuesto (o metabolito) y un
componente endoégeno, o cualquier otro hecho relacionado con la
exposicion. Lo mas habitual es que los biomarcadores de exposi-
ciones a compuestos estables, como los metales, comprendan
mediciones de las concentraciones del metal en muestras apro-
piadas, como la sangre, el suero o la orina. En el caso de las
sustancias volatiles puede evaluarse su concentracién en el aire
espirado (tras la inhalacién de aire libre de contaminacioén). Si el
compuesto se metaboliza en el cuerpo, pueden elegirse uno o
varios metabolitos como biomarcadores de la exposicion; los
metabolitos suelen determinarse en muestras de orina.

Los métodos de andlisis modernos permiten en ocasiones
separar los isomeros de los compuestos organicos, y determinar
la especiacion de los compuestos metalicos o coeficientes isoto-
picos de determinados elementos. Analisis mas complejos
permiten deteminar los cambios que se producen en la estruc-
tura del ADN u otras macromoléculas por la unién con sustan-
cias quimicas reactivas. Esas técnicas avanzadas adquiriran sin
duda mucha mas importancia en las aplicaciones de los estudios
con biomarcadores, y es probable que al rebajarse los limites de
deteccién y mejorarse la validez analitica los biomarcadores
sean adin mas utiles.

Se han producido avances especialmente prometedores en
los biomarcadores de la exposicidbn a sustancias quimicas
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mutagenas. Se trata de compuestos reactivos que pueden formar
aductos con macromoléculas, como proteinas o el ADN. Los
aductos de ADN pueden detectarse en los leucocitos o en biop-
sias tisulares, y determinados fragmentos de ADN pueden excre-
tarse en la orina. Por ejemplo, la exposicion a 6xido de etileno
produce reacciones con bases del ADN, y, tras la excision de la
base dafiada, la N-7-(2-hidroxietil)jguanina se elimina en la
orina. Hay aductos que no se refieren directamente a una deter-
minada exposicion. Por ejemplo la 8-hidroxi-2-desoxiguanosina
indica que el ADN ha sufrido un dafio oxidativo, pero esta reac-
cion puede haber sido desencadenada por varios compuestos
quimicos, la mayoria de los cuales inducen también peroxida-
cién lipidica.

Hay otras macromoléculas que también pueden modificarse
por formaciéon de aductos u oxidacion. De especial interés, esos
compuestos reactivos pueden generar aductos de hemoglobina
que pueden utilizarse como biomarcadores de la exposicién a los
compuestos. La ventaja es que de una muestra de sangre pueden
obtenerse grandes cantidades de hemoglobina y, dado que los
glébulos rojos tienen una vida de cuatro meses, los aductos
formados con los aminoacidos de la proteina indican la exposi-
cién total durante ese periodo.

Los aductos pueden determinarse mediante técnicas sensibles
como la cromatografia de lipidos de alta resolucién, y también
mediante algunos métodos inmunologicos. En general, los
métodos analiticos son recientes y costosos, y precisan de mas
desarrollo y validacion. Puede conseguirse una mayor sensibi-
lidad utilizando el ensayo de postetiquetado *?P, que es una indi-
cacién no especifica de que el ADN ha sufrido un dafio. Todas
esas técnicas son potencialmente ttiles para la vigilancia biolo-
gica y se vienen aplicando en un nimero creciente de estudios.
No obstante, se precisan métodos analiticos mas sencillos y sensi-
bles. Habida cuenta de la limitada especificidad de algunos
métodos a exposiciones bajas, el habito de fumar u otros factores
pueden afectar de manera significativa a los resultados de la
medicién, con la consiguiente dificultad de interpretacion.

La exposicién a compuestos mutdgenos, o a compuestos que
se metabolizan a mutagenos, puede determinarse también
evaluando la mutagenicidad de la orina de un individuo
expuesto. La muestra de orina se incuba con una cepa de bacte-
rias en la que una mutaciéon puntual especifica se expresa de una
manera que puede medirse facilmente. Si en la muestra de orina
estan presentes sustancias mutagenas, en la bacteria aumentara
la tasa de mutaciones.

Los biomarcadores de la exposicion han de evaluarse con
respecto a la variacion temporal de la exposicion y a la relacién
de ésta con diferentes compartimentos. Asi, para interpretar el
resultado es necesario determinar, a partir de datos toxicociné-
ticos, el marco o los marcos temporales representados por el
biomarcador, es decir, el grado en que la medida del biomar-
cador refleja una exposicion o exposiciones pasadas y/o la carga
corporal acumulada. Hay que tener en cuenta en particular el
grado en que el biomarcador indica la retencion de la sustancia
en determinados organos diana. Aunque en los estudios con
biomarcadores suelen utilizarse muestras de sangre, la sangre
periférica no se considera en general un compartimento propia-
mente dicho, aunque actia como medio de transporte entre
compartimentos. El grado en que la concentraciéon en sangre
refleja los niveles existentes en diferentes érganos varia conside-
rablemente segun la sustancia quimica de que se trate, y por lo
general depende también de la duracion de la exposicion y del
tiempo transcurrido desde ésta.

En ocasiones se utilizan datos de este tipo para clasificar a un
biomarcador como indicador de la dosis absorbida (total) o de la
dosis efectiva (es decir, de la cantidad que ha llegado al tejido
diana). Por ejemplo, la exposicién a un determinado disolvente
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puede evaluarse a partir de datos sobre la concentracién real del
disolvente en la sangre en un determinado momento después de
la exposicion. Esa medida reflejara la cantidad de disolvente que
se ha absorbido en el cuerpo. Parte de la cantidad absorbida se
exhalara debido a la presion de vapor del disolvente. Mientras
esta en circulacion con la sangre, el disolvente interactuara con
diversos componentes del cuerpo, y en ultima instancia serad
objeto de una descomposicion enzimatica. El resultado de los
procesos metabdlicos puede valorarse determinando los acidos
mercapturicos especificos que se han producido por conjugacién
con el glutation. La excrecion acumulada de acidos mercapti-
ricos puede reflejar mejor asi la dosis efectiva que la concentra-
cién en sangre.

Acontecimientos de la vida como la reproducciéon y la
senectud pueden afectar a la distribucién de una sustancia
quimica. La distribuciéon de las sustancias en el cuerpo se ve
notablemente afectada por el embarazo, y muchas de ellas
pueden atravesar la barrera placentaria, con la consiguiente
exposicion del feto. La lactancia puede producir una excrecién
de sustancias quimicas liposolubles, lo que se traduce en una
menor retenciéon en la madre y una mayor absorcion en el nifio.
En las situaciones de pérdida de peso o en la osteoporosis
pueden liberarse sustancias almacenadas, que producen después
una nueva y prolongada exposicion “enddgena” de oérganos
diana. Hay otros factores que pueden afectar a la absorcion,
metabolismo, retenciéon y distribuciéon de compuestos quimicos
en un individuo, y existen algunos biomarcadores de la biosus-
ceptibilidad (véase mas adelante).

Biomarcadores del efecto

Los marcadores del efecto pueden ser componentes endogenos o
medidas de la capacidad funcional, o cualquier otro indicador del
estado o equilibrio del cuerpo o de un sistema organico afectado
por la exposicién. Suelen utilizarse como indicadores preclinicos
de anomalias.

Los biomarcadores del efecto pueden ser especificos o no
especificos. Los especificos son dtiles porque indican un efecto
biolégico de una exposicién concreta, por lo que aportan datos
que pueden ser valiosos de cara a la prevencion. Los biomarca-
dores no especificos no indican una causa individual del efecto,
pero pueden reflejar el efecto total integrado debido a una expo-
sicibn combinada. Por consiguiente, los dos tipos de biomarca-
dores pueden ser de considerable utilidad en el ambito de la
salud en el trabajo.

No hay una distincién clara entre biomarcadores de la exposi-
cion y del efecto. Por ejemplo, podria decirse que la formacion
de aductos refleja mas un efecto que la exposicion. No obstante,
los biomarcadores del efecto suelen indicar cambios en las
funciones de las células, de los tejidos o del cuerpo en su
conjunto. Algunos investigadores incluyen entre los biomarca-
dores del efecto los cambios muy visibles, como un aumento del
peso del higado en animales de laboratorio expuestos o un
defecto de crecimiento en los nifios. En el contexto de la salud
en el trabajo, los biomarcadores del efecto deben limitarse a los
que indican cambios bioquimicos subclinicos o reversibles, como
la inhibicién de enzimas. El que se utiliza con mas frecuencia es
probablemente la inhibicion de la colinesterasa motivada por
determinados insecticidas (organofosforados y carbamatos). En
la mayoria de los casos este efecto es totalmente reversible, y la
inhibicion de esta enzima refleja la exposicion total a ese grupo
concreto de insecticidas.

Algunas exposiciones no producen una inhibicién de la
enzima, sino por el contrario un aumento de su actividad. Asi
ocurre con varias enzimas pertenecientes a la familia P450
(véase “Determinantes genéticos de la respuesta toxica”), que
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puden inducirse por la exposicién a determinados disolventes e
hidrocarburos poliaromaticos. Como esas enzimas se expresan
principalmente en tejidos de los que puede ser dificil obtener
material para biopsia, la actividad enzimatica se determina indi-
rectamente i vivo administrando un compuesto que es metaboli-
zado por esa enzima concreta, y después se mide en la orina o el
plasma el producto de descomposicion.

Otras exposiciones pueden inducir la sintesis de una proteina
protectora en el organismo. El mejor ejemplo es probablemente
la metalotioneina, que se une al cadmio y fomenta la excrecién
de este metal; la exposicion al cadmio es uno de los factores que
contribuyen a una mayor expresiéon del gen de la metalotio-
neina. Puede que haya otras proteinas protectoras similares,
pero hasta ahora no se han estudiado lo suficiente para acep-
tarlas como biomarcadores. Entre las candidatas a su posible
utilizacién como biomarcadores estan las llamadas “proteinas de
estrés”, antes llamadas proteinas de shock térmico, que son
generadas por diversos organismos en respuesta a determinadas
exposiciones adversas.

El dafio oxidativo puede valorarse determinando la concen-
tracion de malondialdehido en el suero o la exhalacion de etano.
Analogamente, la excreciéon en la orina de proteinas de bajo
peso molecular, como la albimina, puede utilizarse como
biomarcador precoz de dafo renal. También pueden ser ttiles
como biomarcadores diversos parametros que se emplean habi-
tualmente en la practica clinica (por ejemplo, los niveles hormo-
nales o enzimaticos en el suero). No obstante, es posible que
muchos de esos parametros no sean lo suficientemente sensibles
para detectar precozmente el problema.

Otro grupo de parametros de este tipo es el que se refiere a los
efectos genotoxicos (cambios en la estructura de los cromo-
somas). Esos efectos pueden detectarse examinando al micros-
copio globulos blancos en divisién celular. El dafio grave a los
cromosomas —aberraciones cromosomicas o formacion de
microntcleos— puede observarse al microscopio. Se puede
observar asimismo mediante la tinciéon de las células durante la
division celular. La exposicién a un agente genotoxico puede
visualizarse después como un incremento del intercambio del
colorante entre las dos cromatidas de cada cromosoma (inter-
cambio entre cromatidas hermanas).

Las aberraciones cromosémicas estan relacionadas con un
aumento del riesgo de cancer, pero no estd tan clara la significa-
cion de esa tasa mayor de intercambio entre cromatidas
hermanas.

Una evaluacién mas compleja de la genotoxicidad es la que se
basa en determinadas mutaciones puntuales en células somaticas
—globulos blancos de la sangre o células epiteliales tomadas de
la mucosa de la boca. Una mutaciéon en un locus determinado
puede hacer que las células sean capaces de crecer en un cultivo
que contiene una sustancia quimica por lo demas toxica (como
la 6-tioguanina).

Otra posibilidad es valorar un determinado producto génico
(por ejemplo, las concentraciones en suero o en tejido de onco-
proteinas codificadas por determinados oncogenes). Evidente-
mente, esas mutaciones reflejan el dafio genotéxico total
producido y pueden no indicar nada sobre la exposicion
causante.

Estos métodos aun no estan lo suficientemente desarrollados
para utilizarlos en la vigilancia de la salud en el trabajo, pero los
rapidos avances que se estan produciendo en esta linea de inves-
tigacion sugieren que podran emplearse dentro de no muchos
afios.

Biomarcadores de la susceptibilidad

Un marcador de la susceptibilidad, sea heredada o inducida, es un
indicador de que el individuo es especialmente sensible al efecto
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de un xenobidtico o a los efectos de un grupo de xenobidticos. Se
ha hecho hincapié sobre todo en la susceptibilidad genética,
aunque hay otros factores que pueden tener al menos la misma
importancia. La hipersusceptibilidad puede deberse a un rasgo
heredado, a la constitucion del individuo o a factores ambientales.

La capacidad de metabolizar determinadas sustancias
quimicas es variable y esta determinada genéticamente (véase
“Determinantes genéticos de la respuesta toxica”). Parece que
algunas enzimas de interés a este respecto estan controladas por
un unico gen. Por ejemplo, la oxidacién de sustancias quimicas
extrafias la realiza principalmente una familia de enzimas perte-
necientes a la familia P450. Otras enzimas hacen los metabolitos
mas hidrosolubles por conjugacién (por ejemplo, la N-acetil-
transferasa y la p-glutation-S-transferasa). La actividad de esas
enzimas esta controlada genéticamente y presenta considerables
variaciones. Como ya se ha sefialado, la actividad puede deter-
minarse administrando una pequefia dosis de un farmaco y
determinando después la cantidad de metabolito presente en la
orina. Ya se han caracterizado algunos genes, y se dispone de
técnicas para determinar el genotipo. Estudios importantes
sugieren que el riesgo de desarrollar determinadas formas de
cancer esta relacionado con la capacidad de metabolizar
compuestos extrafios. Todavia hay que dar respuesta a muchas
preguntas, lo que por el momento limita el empleo de estos
biomarcadores de la susceptibilidad potencial en el ambito de la
salud en el trabajo.

Hay otros rasgos heredados, como las deficiencias de
alfa-antitripsina o de glucosa-6-fosfato dehidrogenasa, que
también reducen los mecanismos de defensa del cuerpo provo-
cando de esa manera una hipersusceptibilidad a determinadas
exposiciones.

La mayor parte de la investigacion relacionada con la suscepti-
bilidad se ha dedicado a la predisposicion genética. Pero hay
otros factores que también intervienen y que han quedado en
cierto modo relegados. Por ejemplo, los individuos que padecen
una enfermedad crénica pueden ser mas sensibles a una exposi-
cion profesional. Asimismo, cuando un proceso patolégico o una
exposicion anterior a sustancias toxicas ha provocado un dafio
organico subclinico es probable que se haya reducido la capaci-
dad de soportar una nueva exposicion al toxico. En ese caso pue-
den utilizarse como biomarcadores de la susceptibilidad
indicadores bioquimicos de la funcién del 6rgano. El mejor ejem-
plo de esta hipersusceptibilidad es probablemente el que se refie-
re a las respuestas alérgicas. Si un individuo se ha sensibilizado a
una determinada exposicién, en su suero se pueden detectar an-
ticuerpos especificos. Aun cuando el individuo no se haya sensi-
bilizado, otras exposiciones actuales o pasadas pueden
incrementar el riesgo de un efecto adverso relacionado con una
exposicion profesional.

Un problema importante es el de determinar el efecto
conjunto de exposiciones combinadas en el lugar de trabajo.
Ademas, la susceptibilidad puede ser mayor en los individuos
que tienen determinados habitos y toman farmacos. El humo
del tabaco, por ejemplo, suele contener una cantidad conside-
rable de cadmio. Asi, con una exposicién profesional al cadmio,
una persona que fuma mucho y que ya ha acumulado canti-
dades sustanciales de este metal en el cuerpo tiene un mayor
riesgo de contraer nefropatias relacionadas con el cadmio.

Aplicaciones en el ambito de la salud en el
trabajo

Los biomarcadores son sumamente ttiles en la investigacion toxi-
cologica, y muchos de ellos pueden tener aplicaciéon en la vigi-
lancia biologica. No obstante, hay que reconocer también sus
limitaciones. Hasta el momento muchos biomarcadores se han
estudiado tnicamente en animales de laboratorio. Es posible que
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las pautas toxicocinéticas de otras especies no sean necesaria-
mente un reflejo de la situacién en los humanos, y para extra-
polar puede ser necesario realizar estudios de confirmacién con
voluntarios humanos. Hay que tener en cuenta asimismo las
variaciones individuales debidas a factores genéticos o
constitucionales.

En algunos casos, es posible que los biomarcadores de la
exposicion no sean viables en absoluto (por ejemplo, en el caso
de sustancias de vida corta in vivo). Otras sustancias pueden
almacenarse en 6rganos o afectar a o6rganos a los que no se
puede acceder por los procedimientos habituales, como el
sistema nervioso. La ruta de exposicién puede afectar asimismo
a la pauta de distribucién y por consiguiente también a la medi-
cion del biomarcador y a su interpretacién. Por ejemplo, es
probable que las mediciones efectuadas con biomarcadores de la
exposicién no detecten la exposicion directa del cerebro a través
del nervio olfativo. En cuanto a los biomarcadores del efecto,
muchos de ellos no son nada especificos, y el cambio puede
deberse a multiples causas, entre ellas factores relacionados con
el tipo de vida del sujeto. Quizas especialmente en el caso de los
biomarcadores de la susceptibilidad, la interpretacion ha de ser
muy prudente por el momento, pues sigue habiendo muchas
incertidumbres sobre la significacion global que tienen para la
salud los genotipos individuales.

En el ambito de la salud en el trabajo, el biomarcador ideal
debe reunir varios requisitos. Ante todo, la muestra se ha de
obtener y analizar de manera sencilla y fiable. Para conseguir la
optima calidad analitica es necesario normalizar los procedi-
mientos, pero las necesidades concretas son muy variables. Son a
ese respecto cuestiones importantes la preparacion del indi-
viduo, el procedimiento de obtencién de la muestra y la manipu-
laciéon de ésta, y el procedimiento de medicion; este ultimo
comprende factores técnicos, como métodos de calibracion y
garantia de la calidad, y factores humanos, como la formacién y
capacitaciéon de los operadores.

Para que la documentacién tenga validez analitica y un segui-
miento adecuado en el futuro, los materiales de referencia han
de basarse en matrices aplicables, con concentraciones
adecuadas de sustancias toxicas o de sus metabolitos a los niveles
apropiados. Para que los biomarcadores se utilicen en vigilancia
biolégica o con fines de diagnoéstico, los laboratorios responsa-
bles han de utilizar procedimientos analiticos bien documen-
tados con caracteristicas de rendimiento definidas, y deben dar
acceso a su documentaciéon para poder verificar los resultados.
Al mismo tiempo, no obstante, hay que tener en cuenta las
consecuencias econémicas de caracterizar y utilizar materiales
de referencia que complementen los procedimientos generales
de garantia de la calidad. Asi, la calidad posible de los resul-
tados, y los fines con que éstos se utilizan, han de equilibrarse
con el aumento de costes que comporta el control de la calidad,
incluidos materiales de referencia, mano de obra e instrumental.

Otro requisito es que el biomarcador ha de ser especifico, al
menos en las circunstancias del estudio, respecto de un determi-
nado tipo de exposicion, con una relacién claramente definida
con el grado de exposicién. De lo contrario es posible que el
resultado de la medicién del biomarcador sea demasiado dificil
de interpretar. Para interpretar adecuadamente la medida que
da un biomarcador de la exposicion ha de conocerse la validez
del diagnéstico (es decir, la traduccion del valor del biomarcador
a la magnitud de posibles riesgos para la salud). En esta esfera
los metales son un paradigma de la investigacion en materia de
biomarcadores. Estudios recientes han puesto de manifiesto la
complejidad y sutileza de las relaciones dosis-respuesta —la
considerable dificultad de identificar niveles sin efecto y por lo
tanto de definir las exposiciones tolerables. No obstante, estos
estudios han puesto de manifiesto también los tipos de
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investigacion y las mejoras que se necesitan para llegar a obtener
la informacion que se precisa. En el caso de la mayoria de los
compuestos organicos no se dispone aun de asociaciones cuanti-
tativas entre las exposiciones y los efectos adversos sobre la salud
correspondientes; en muchos casos ni siquiera se sabe con segu-
ridad cual es el principal 6rgano diana. Ademas, la evaluacion
de los datos de toxicidad y de las concentraciones del biomar-
cador suele verse complicada por el hecho de que no hay exposi-
cion a un compuesto Unico en ese momento, sino a una
combinacién de sustancias.

Antes de aplicar el biomarcador en el ambito de la salud en el
trabajo son necesarias algunas consideraciones adicionales. En
primer lugar, el biomarcador ha de reflejar unicamente un
cambio subclinico y reversible. En segundo lugar, como los resul-
tados del biomarcador pueden interpretarse con respecto a
riesgos para la salud, deben adoptarse medidas preventivas que
han de ser realistas en el caso de que los datos del biomarcador
sugieran la necesidad de reducir la exposicion. En tercer lugar,
ha de haber un acuerdo general en que el empleo del biomar-
cador en la préctica es aceptable desde el punto de vista ético.

Las mediciones de higiene industrial pueden compararse con
los limites de exposiciéon aplicables. Analogamente, los resul-
tados obtenidos con biomarcadores de la exposicion o del efecto
pueden compararse con los limites de accién bioldgica, también
llamados indices de exposicion biologica. Esos limites han de
basarse en el juicio de los clinicos y cientificos de las disciplinas
correspondientes, y los administradores encargados de
“gestionar el riesgo” deben tener en cuenta los factores éticos,
sociales, culturales y econémicos pertinentes. La base cientifica

debe incluir, en lo posible, relaciones dosis-respuesta comple-
mentadas con informacién sobre las variaciones de la susceptibi-
lidad dentro de la poblacién de riesgo. En algunos paises,
trabajadores y miembros de la poblacion general intervienen en
el proceso normativo con valiosas aportaciones, especialmente
cuando la cuestién estd rodeada de considerables incertidumbres
cientificas.

Una de las principales incertidumbres es como definir un
efecto adverso para la salud que debe prevenirse —por ejemplo,
si la formacion de aductos como biomarcador de la exposicion
es en si misma un efecto adverso (es decir, un biomarcador del
efecto) que debe prevenirse. Es probable que se planteen dificiles
cuestiones a la hora de decidir si es éticamente defendible esta-
blecer, respecto del mismo compuesto, limites distintos para la
exposicién ocasional por una parte y para la exposicién profe-
sional por otra.

En general, la informacion que se obtiene de los biomarca-
dores debe transmitirse a los individuos examinados en el
contexto de la relaciéon médico-paciente. Hay que tener especial-
mente en cuenta las cuestiones éticas cuando se trata de analisis
con biomarcadores muy experimentales a los que aun no se
puede dar una interpretacién detallada en términos de riesgos
reales para la salud. La poblacion general, por ejemplo, dispone
actualmente de una orientacion limitada con respecto a la inter-
pretacion de los biomarcadores de la exposicion salvo en el caso
de la concentracién de plomo en sangre. También es importante
la confianza en los datos generados (es decir, si el muestreo se ha
realizado de la manera apropiada y si en el laboratorio que ha
intervenido se han aplicado buenos procedimientos de control

Tabla 33.8 e Venfajas e inconvenientes de los actuales métodos de identificacién del riesgo de cancer humano.

Ventajas
Estudios epidemioldgicos

ambientales

Bioensayos in vivo de larga 1

duracion 2
3
4
id

(
(
(
(
¢
(
(

relacionados con los humanos

Bioensayos in vivo e in vitro de
media y corta duracion

(1) los humanos son los indicadores dltimos de la enfermedad;
(2) evaluacidn de poblaciones sensibles o susceptibles;
(3) cohortes de exposicién profesional; (4) alertus de centinelas

) evaluaciones prospectivas y retrospectivas (validacion);

) excelente correlacién con carcindgenos humanos identificados;
) se conocen los niveles y condiciones de exposicidn;

) se identifican la toxicidad quimica y los efectos de carcinogeni-
ad; (5) obtencion de resultados relativamente rdpida;

6) comparaciones cualitativas entre familias quimicas;

7) sistemas bioldgicos integradores e interactivos muy

(1) mds rdpidos y baratos que otros ensayos; (2) muestras amplias
que se multiplican con facilidad; (3) se miden pardmetros
bioldgicamente significativos (mutacidn, efc.); (4) pueden
ufilizarse como ensayos de deteccién selectiva para determinar

Inconvenientes

(1) generalmente refrospectivos (certificados de defuncion, sesgos
de recuerdo, etc.); (2) poco sensibles, costosos, largos; (3) a veces
no se dispone de datos de exposicidn fiables o son dificiles de
obtener; (4) exposiciones combinadas, maltiples y complejas; falta
de cohortes de control adecuadas; (5) no se realizan experimentos
en seres humanos; (6) deteccion del cdncer, no prevencidn

(1) raras veces se multiplican, exigen muchos recursos;

(3) pocas instalaciones adecuadas para experimentos de este tipo;
(4) problema en la extrapolacion a otra especie; (5) suelen
emplearse niveles de exposicion muy superiores a los que experi-
mentan los humanos; (6) la exposicion a una dnica sustancia no
reflejo las exposiciones humanas, que por lo general son a maltiples
sustancias al mismo tiempo

(1) los resultados in vitro no predicen totalmente los resultados
in vivo; (2) generalmente especificos de organismos o de drganos;
(3) potencias no comparables a animales completos o a los
humanos

qué sustancias van a someterse a bioensayos de larga duracion

Relaciones estructura
quimica—actividad bioldgica

(1) relativamente fdciles, rapidas y baratas; (2) fiables para
determinadas clases de sustancias (como nitrosaminas y
colorantes de bencidina); (3) se establecen a partir de datos

(1) no “bioldgicas”; (2) numerosas excepciones a las reglas
formuladas; (3) retrospectivas y raras veces prospectivas
(aunque cada vez lo son mds)

bioldgicos pero no dependen de experimentacidn bioldgica

complementaria

Inferencias mecanicistas
sustancias; (2) permiten depurar las hipdtesis;

(3) pueden orientar las evaluaciones del riesgo a las

poblaciones sensibles

(1) razonablemente precisas en determinadas clases de

(1) mecanismos de carcinogénesis quimica no definidos, miltiples
y probablemente especificos de sustancia o de clase; (2) a veces
no destacan las excepciones a los mecanismos generales
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de la calidad). Otro ambito que genera una especial preocupa-
cion es el de la hipersusceptibilidad individual. Todas estas cues-
tiones han de tenerse en cuenta al proporcionar la
retroinformacion del estudio.

Todos los sectores de la sociedad afectados por un estudio con
biomarcadores, o relacionados con su realizacion, han de inter-
venir en el proceso de adopcién de decisiones sobre la forma de
manejar la informacion generada por el estudio. Deben elabo-
rarse, en los marcos juridicos y sociales de la region o el pais de
que se trate, procedimientos especificos para prevenir o resolver
los inevitables conflictos éticos. No obstante, cada situacion
plantea distintas dificultades y escollos, y no es posible elaborar
un procedimiento unico para la participaciéon del publico que
cubra todas las aplicaciones de los biomarcadores de la
exposicion.

® EVALUACION DE LA TOXICIDAD

GENETICA

David M. DeMarini
y James Huff

Se trata de evaluar la capacidad que tienen los agentes de inducir
cualquiera de los tres tipos generales de cambios (o mutaciones)
que puede sufrir el material genético (ADN): cambios génicos,
cromosoémicos y genémicos. En organismos como los humanos,
los genes se componen de ADN, que consta de una serie de
unidades llamadas bases de nucleétidos. Los genes estan organi-
zados en estructuras fisicas discretas que se denominan cromo-
somas. La genotoxicidad puede producir efectos importantes ¢
irreversibles sobre la salud humana. El dafio genotéxico es un
paso critico en la induccion del cancer y puede intervenir
también en la induccién de defectos de nacimiento y muerte fetal.
Las tres clases de mutaciones que se han mencionado pueden
producirse en cualquiera de los dos tipos de tejidos que poseen los
organismos como el ser humano: los espermatozoides y évulos
(células germinales) y el tejido restante (células somaticas).

Los ensayos que miden la mutacion génica son los que
detectan la sustitucion, adicién o supresion de nucledtidos en un
gen. Los ensayos que miden la mutacién cromosémica son los
que detectan rupturas o reordenaciones cromosémicas en las
que intervienen uno o varios cromosomas. Los ensayos que
miden la mutacién genémica son los que detectan cambios en el
numero de cromosomas, fenémeno que se denomina aneu-
ploidia. La evaluacion de la toxicidad genética ha cambiado
mucho desde que Herman Muller desarroll6 en 1927 el primer
ensayo de deteccion de agentes genotdxicos (mutagenos). Desde
entonces se han desarrollado mas de 200 ensayos que miden las
mutaciones del ADN; no obstante, no llegan a diez los que
normalmente se utilizan hoy para evaluar la toxicidad genética.
En esta seccién se examinan los ensayos, se describe lo que esos
ensayos miden y se estudia su papel en la evaluacién de la
toxicidad.

La identificacion del riesgo de cancer antes del
desarrollo de la toxicologia genética

La toxicologia genética es hoy una parte mas del proceso global
de evaluacion del riesgo, y en los tltimos tiempos ha cobrado mas
importancia como instrumento para predecir de manera fiable la
actividad carcindégena. No obstante, hasta que se desarrollo la
toxicologia genética (antes de 1970) se utilizaban otros métodos
para identificar los riesgos potenciales de cancer en los humanos,
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métodos que siguen empleandose en la actualidad. Los métodos
que se utilizan hoy para identificar los riesgos de cancer humano
pueden dividirse en seis categorias principales: estudios epidemio-
logicos, bioensayos in vivo de larga duracion, bioensayos i vivo de
duracién media, bioensayos i vivo e i vitro de corta duracion,
inteligencia artificial (estructura-actividad) e inferencias mecani-
cistas.

En la Tabla 33.8 se presentan las ventajas e inconvenientes de
esos métodos.

Justificacién y fundamento teérico de los ensayos
de toxicologia genética

Aunque los tipos exactos y el nimero de ensayos que se utilizan
para evaluar la toxicidad genética estan evolucionando constante-
mente y varian segtn los paises, los mas frecuentes son los que se
emplean para determinar 1) mutaciones génicas en bacterias y/o
células de mamiferos en cultivo y 2) mutaciones cromosémicas en
células de mamiferos en cultivo y/o médula ésea en ratones vivos.
Algunos de los ensayos de esta segunda categoria pueden detectar
también la aneuploidia. Aunque no detectan las mutaciones que
se producen en las células germinales, estos ensayos se utilizan
sobre todo porque los que son especificos para esas células son
mas costosos y complejos. No obstante, se realizan ensayos con
células germinales en ratones cuando se desea obtener informa-
cion sobre los efectos en ellas.

Estudios sistematicos realizados a lo largo de un periodo de
25 anos (1970-1995), especialmente en el Programa Nacional de
Toxicologia (NTP) de los Estados Unidos en Carolina del Norte,
han llevado a que se utilice un nimero limitado de ensayos para
detectar la actividad mutagena de los agentes. El criterio para
evaluar la utilidad de los ensayos se basaba en su capacidad de
detectar agentes que provocan cancer en roedores y de los que
se sospecha que provocan cancer en los humanos (es decir, los
carcinogenos). Esto se debe a que estudios realizados en los
ultimos decenios han indicado que las células cancerosas
contienen mutaciones en determinados genes y que muchos
carcinbégenos son también mutagenos. Asi, se considera que las
células cancerosas contienen mutaciones de células somaticas, y
las carcinogénesis se considera como un tipo de mutagénesis de
células somaticas.

Los ensayos de toxicidad genética que mas se utilizan en la
actualidad se han seleccionado no sélo porque cuentan con una
base de datos amplia, cuestan relativamente poco y son faciles
de realizar, sino también porque se ha demostrado que detectan
muchos carcinoégenos de los roedores y, presumiblemente, de los
humanos. En consecuencia, se emplean ensayos de toxicidad
genética para predecir la carcinogenicidad potencial de los
agentes.

Un importante avance conceptual y practico de la toxicologia
genética fue comprobar que muchos carcinégenos eran modifi-
cados por enzimas en el cuerpo, creandose formas alteradas
(metabolitos) que eran muchas veces la forma carcinégena y
mutagena tltima de la sustancia quimica original. Para repro-
ducir ese metabolismo en una placa petri, Heinrich Malling
demostré que un preparado obtenido a partir de higado de
roedor contenia muchas de las enzimas necesarias para realizar
esa conversion o activaciéon metabolica. Por eso en muchos
ensayos de toxicidad genética realizados en placas o tubos (in
vitro) se anaden preparados enzimaticos similares. Los prepa-
rados simples se denominan mezcla S9, y los purificados se
llaman microsomas. Gracias a la ingenieria genética se dispone
hoy de algunas células de bacterias y mamiferos que contienen
algunos de los genes de roedores o humanos que producen esas
enzimas, lo que reduce la necesidad de afiadir la mezcla S9 o
microsomas.
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Ensayos y técnicas de toxicologia genética

Los principales sistemas bacterianos que se utilizan para detectar
la toxicidad genética son el ensayo de mutagenicidad con Salmo-
nella (Ames) y, en mucha menor medida, la cepa WP2 de Escher:-
chia coli. Estudios realizados a mediados de la década de 1980
demostraron que sélo dos cepas del sistema Salmonella (TA98 y
TA100) bastaban para detectar aproximadamente el 90 % de los
mutagenos de Salmonella conocidos. Asi pues, son esas dos cepas
las que mas se utilizan con fines de deteccion, aunque se pueden
utilizar otras en ensayos mas amplios.

Los ensayos se realizan de diversas maneras, pero dos procedi-
mientos generales son la incorporacion en placa y la suspension
en liquido. En el ensayo de incorporacion en placa, las células, la
sustancia quimica que es objeto de la prueba y (si se desea) el S9
se anaden a un agar licuado y se vierten en la superficie de una
placa petri con agar. El agar de la parte superior se endurece en
unos minutos, y la placa se incuba durante dos o tres dias; al
cabo de ese tiempo las células mutantes han crecido lo suficiente
para formar racimos detectables visualmente que se llaman colo-
nias y que después se cuentan. El medio de agar contiene
agentes selectivos o estd compuesto por ingredientes tales que
s6lo permiten crecer a las células que acaban de sufrir la muta-
cion. El ensayo de incubacion en liquido es similar, excepto en
que las células, el agente que es objeto del ensayo y el S9 se
incuban juntos en liquido que no contiene agar licuado, y
después las células se lavan para quitarle el agente del ensayo y
el S9 y se siembran en el agar.

En las células de mamifero en cultivo, las mutaciones se
detectan sobre todo en uno de estos dos genes: fiprt y th. Analo-
gamente a los ensayos con bacterias, las lineas celulares de
mamiferos (obtenidas de células de roedores o humanas) se
exponen al agente en placas o tubos de cultivo de plastico y
después se siembran en placas de cultivo que contienen un
medio con un agente selectivo que permite crecer solo a las
células mutantes. Entre los ensayos de este tipo figuran los deno-
minados CHO/HPRT, TK6 vy linfoma L5178Y/TK"" del
raton. Se utilizan también otras lineas celulares que contienen
diversas mutaciones de la reparacién del ADN y algunos genes
humanos que intervienen en el metabolismo. Esos sistemas
permiten recuperar las mutaciones que se han producido en el
gen (mutacién génica), asi como las que han afectado a regiones
del cromosoma contiguas al gen (mutacién cromosémica). No
obstante, este tltimo tipo de mutacién se recupera mucho mejor
con los sistemas del gen tk que con los del gen hprt debido a la
localizacién del primero.

Similares a los ensayos de incubacién en liquido para detectar
la mutagenicidad bacteriana, los ensayos de mutagenicidad en
células de mamiferos suelen comprender la exposiciéon de las
células en placas o tubos de cultivo en presencia del agente del
ensayo y de S9 durante varias horas. Después se lavan las
células, se cultivan durante varios dias mas para que los
productos génicos normales (tipo silvestre) puedan degradarse y
se expresen y acumulen los nuevos productos mutantes, y
después se siembran en un medio que contiene un agente selec-
tivo que permite crecer solamente a las células mutantes. Como
en los ensayos con bacterias, las células mutantes crecen
formando colonias detectables visualmente que después se
cuentan.

La mutacién cromosomica se identifica basicamente mediante
ensayos citogenéticos, que consisten en exponer roedores y/o
células de roedores o humanas a la sustancia quimica en placas
de cultivo, dejar que se produzcan una o varias divisiones celu-
lares, tefiir los cromosomas y después examinar visualmente los
cromosomas al microscopio para detectar alteraciones en la
estructura o el numero de cromosomas. Aunque pueden
buscarse diversos fenémenos, los dos actualmente aceptados por
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los organismos de regulacion como mas significativos son las
aberraciones cromosémicas y una subcategoria denominada
microntcleos.

Se requiere una solida formaciéon y considerable experiencia
para contar las células con aberraciones cromosémicas, lo que
hace que sea un procedimiento costoso en tiempo y en dinero.
En cambio, la detecciéon de los micronticleos requiere poca
formacion, y puede automatizarse. Los micronucleos se
presentan como pequefios puntos dentro de la célula que son
distintos del nucleo, que contiene los cromosomas. Los micronu-
cleos se producen por rotura del cromosoma o por aneuploidia.
Por la facilidad de contar los microntcleos en comparacién con
las aberraciones cromosémicas, y como estudios recientes
indican que los agentes que inducen aberraciones cromosomicas
en la médula d6sea de ratones vivos inducen también por lo
general micronucleos en este tejido, hoy es habitual medir los
micronticleos como indicacién de la capacidad de un agente
para inducir mutaciones cromosomicas.

Aunque se utilizan con mucha menos frecuencia que los
ensayos que se acaban de describir, los que se realizan con
células germinales son indispensables para determinar si un
agente comporta un riesgo de mutaciones en estas células, muta-
ciones que pueden tener efectos sobre la salud de generaciones
futuras. Los ensayos con células germinales mas utilizados se
realizan en el ratén, y comprenden sistemas que detectan 1) las
translocaciones (intercambios) heredables entre cromosomas
(ensayo de translocacion heredable), 2) las mutaciones génicas o
cromosémicas que afectan a genes especificos (ensayos especi-
ficos de locus, visibles o bioquimicos) y 3) las mutaciones que
afectan a la viabilidad (ensayo de factor letal dominante). Como
en el caso de los que se realizan con células somaticas, en estos
ensayos la hipétesis de trabajo es que los agentes que dan posi-
tivo en ellos se consideran mutagenos potenciales de las células
germinales humanas.

Situacién actual y perspectivas para el futuro

En estudios recientes sélo se han necesitado tres tipos de informa-
cion para detectar aproximadamente el 90 % de una serie de 41
carcinogenos de roedores (es decir, carcindgenos y mutagenos de
células somaticas supuestamente humanos). Esos tipos de infor-
macién son: 1) el conocimiento de la estructura quimica del
agente, especialmente si contiene unidades electrofilas (véase la
seccion sobre las relaciones estructura-actividad); 2) datos sobre la
mutagenicidad en Salmonella, y 3) datos de un ensayo de toxi-
cidad crénica de 90 dias en roedores (ratones y ratas). De hecho,
practicamente todas las sustancias que la IARC ha declarado
como carcinégenos humanos son detectables como mutagenos
utilizando sélo el ensayo con Salmonella y el ensayo de micronu-
cleos en la médula 6sea del raton. La utilidad de estos ensayos de
mutagenicidad para detectar carcindégenos humanos potenciales
se ha confirmado atin mas al comprobarse que en su mayoria los
carcindégenos humanos lo son también en las ratas y los ratones
(carcinbgenos transespecies) y que los carcindgenos transespecies
son en su mayoria mutagenos en Salmonella y/o inducen
micronucleos en la médula 6sea del raton.

Con los avances que se han producido en la tecnologia del
ADN, el proyecto del genoma humano y un mejor conocimiento
del papel de la mutacion en el cancer, se estan desarrollando
nuevos ensayos de genotoxicidad que probablemente se incorpo-
raran a los procedimientos de deteccién habituales. Entre ellos
figura el empleo de células y roedores transgénicos. Los sistemas
transgénicos son aquellos en los que se introduce en una célula u
organismo un gen de otra especie. Por ejemplo, se estan utili-
zando experimentalmente ratones transgénicos que permiten
detectar la mutaciéon en cualquier 6rgano o tejido del animal
introduciendo en éste un gen bacteriano. Se dispone de células
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bacterianas, como Salmonella, y de células de mamiferos
(incluidas lineas celulares humanas) que contienen genes que
intervienen en el metabolismo de agentes carcindgenos/muta-
genos, como los genes P450. Puede realizarse hoy el analisis
molecular de las mutaciones efectivas inducidas en el transgen
de roedores transgénicos, o en genes nativos como hprt o en los
genes diana de Salmonella, de manera que puede determinarse
con exactitud la naturaleza de las mutaciones inducidas por las
sustancias quimicas, lo que arroja luz sobre el mecanismo de
accién de la sustancia y permite establecer comparaciones con
mutaciones en humanos supuestamente expuestos a ese agente.

Los avances de la citogenética molecular permiten hoy
evaluar con mas detalle las mutaciones cromosémicas. Entre
esos avances figura el empleo de sondas (pequefios fragmentos
de ADN) que se unen (hibridizan) a determinados genes. Puede
comprobarse después la forma en que los genes se reordenan en
el cromosoma mediante las nuevas localizaciones de las sondas,
que son fluorescentes y se observan facilmente como los sectores
coloreados de los cromosomas. La electroforesis en gel sobre una
sola célula para determinar la rotura del ADN (que es el ensayo
que suele denominarse “cometa’”) permite comprobar ese feno-
meno en células sueltas y puede ser un instrumento de suma
utilidad en combinaciéon con técnicas citogenéticas para detectar
el dafio cromosomico.

Tras muchos afios de utilizacion y tras generarse una base de
datos amplia y sistematica, la evaluacion de la toxicidad genética
puede realizarse hoy con un escaso numero de ensayos de coste
relativamente reducido y en un tiempo relativamente corto (unas
semanas). Los datos obtenidos pueden utilizarse para predecir la
capacidad que posee un gen de ser carcinéogeno/mutageno de
células somaticas en los roedores y, presumiblemente, en el ser
humano. Ello permite limitar la introduccién en el medio
ambiente de agentes mutagenos y carcinégenos y desarrollar
otros agentes distintos no mutagenos. De los estudios que se
realicen en el futuro se deben derivar métodos atiin mejores y de
mayor capacidad de prediccién que los ensayos actuales.

® ENSAYOS DE TOXICIDAD IN VITRO

Joanne Zurlo

La aparicion de complejas tecnologias en la biologia molecular y
celular ha impulsado una evoluciéon relativamente rapida en las
ciencias de la vida, entre ellas la toxicologia. En efecto, la toxico-
logia no se esta centrando tanto en animales completos y pobla-
ciones de animales completos como en las células y moléculas de
animales y seres humanos individuales. A mediados del decenio
de 1980 los toxicologos empezaron a aplicar estos nuevos
métodos a la evaluaciéon de los efectos de las sustancias quimicas
sobre los sistemas vivos. Como progresion logica, esos métodos se
estan adaptando a los fines de los ensayos de toxicidad. Estos
avances cientificos han contribuido junto con factores sociales y
econémicos a modificar la evaluacion de la seguridad de los
productos y del riesgo potencial.

Los factores economicos estan especificamente relacionados
con el volumen de materiales que se ha de ensayar. Cada afio se
introducen en el mercado gran cantidad de nuevos cosméticos,
farmacos, plaguicidas, sustancias quimicas y productos para el
hogar. Y ha de evaluarse la toxicidad potencial de todos ellos.
Hay ademas un retraso acumulado, pues sustancias quimicas
que ya se estan utilizando no se ensayaron suficientemente en su
dia. La inmensa tarea de obtener informacion detallada sobre la
seguridad de todas esas sustancias quimicas utilizando los
métodos de ensayo tradicionales con animales completos seria
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muy costosa en tiempo y en dinero, si es que fuera posible
realizarla.

Se plantean asimismo cuestiones sociales relacionadas con la
salud y seguridad publicas, y hay una creciente preocupacién
publica acerca del empleo de animales en ensayos de seguridad
de productos. En lo que se refiere a la seguridad humana, los
grupos de defensa del interés publico y del medio ambiente han
presionado considerablemente a los organismos gubernamen-
tales para que apliquen normas mads estrictas en materia de
sustancias quimicas. Un ejemplo reciente ha sido la peticién de
algunos grupos de defensa del medio ambiente de los Estados
Unidos de que se prohibieran el cloro y los compuestos que
contienen cloro. Una de las razones de esta actitud extrema
reside en el hecho de que la mayoria de esos compuestos no ha
sido objeto de ensayos suficientes. Desde la perspectiva de la
toxicologia, la idea de prohibir toda una clase de sustancias
quimicas diversas s6lo porque contienen cloro es cientificamente
poco solida e irresponsable. Con todo, desde la perspectiva del
publico es comprensible la peticién de que se den garantias de
que las sustancias quimicas que se liberan en el medio ambiente
no comportan un riesgo importante para la salud. Esta situacién
subraya la necesidad de elaborar métodos de evaluaciéon de la
toxicidad que sean mas eficientes y mas rapidos.

La otra preocupacién social que ha afectado al ambito de los
ensayos de toxicidad es el bienestar de los animales. Los grupos
que en todo el mundo se dedican a la proteccion de los animales,
cada vez mas numerosos, han expresado una considerable oposi-
cion al empleo de animales completos en ensayos de seguridad
de productos. Se han lanzado campaiias activas contra los fabri-
cantes de cosméticos, productos para el hogar y de cuidado
personal y farmacos en un intento de detener los ensayos con
animales. En Europa, ello hizo que se aprobara la sexta modifi-
cacion de la Directiva 76/768/CEL (la llamada “directiva sobre
cosméticos”). La directiva dispone que los productos cosméticos
o ingredientes de cosméticos que se hayan ensayado en animales
a partir del 1 de enero de 1998 no podran comercializarse en la
Unién Europea, a menos que no haya otros métodos alterna-
tivos suficientemente validados. Aunque la prohibicién no es
aplicable a la venta de tales productos en los Estados Unidos o
en otros paises, la directiva afectara notablemente a las empresas
que tienen mercados internacionales en los que estd incluida
Europa.

El concepto de otros métodos alternativos, que constituye la
base del desarrollo de ensayos distintos de los que se realizan con
animales completos, se define por la regla de la triple R: reducir el
numero de animales empleados; refinar los protocolos, de manera
que los animales sufran menos tension o molestia, y remplazar los
actuales ensayos con animales por ensayos i vitro (es decir,
ensayos realizados fuera del animal vivo), modelos informati-
zados o ensayos en especies de invertebrados o de vertebrados
inferiores. La regla de la triple R se propuso en un libro que
publicaron en 1959 dos cientificos britanicos, W.M.S. Russell y
Rex Burch, y que se titulaba The Principles of Humane Experimental
Technigue. Russell y Burch mantenian que la tnica manera de
conseguir resultados cientificos validos pasaba por el tratamiento
humano de los animales, y pensaban que debian desarrollarse
métodos para reducir y en ultima instancia sustituir el uso de
animales. Pero los principios enunciados por Russell y Burch no
tuvieron mucho eco en su dia, y tuvieron que esperar a que a
mediados del decenio de 1970 resurgiera el movimiento de
defensa del bienestar de los animales. Hoy el concepto de las tres
R esta presente, y en primera linea, en las actividades de investi-
gacion, realizacion de ensayos y formacion.

En resumen, puede afirmarse que en el desarrollo de los
métodos de ensayo i vitro han convergido diversos factores a lo
largo de los ultimos 10-20 afios. No es facil saber si cualquiera
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de esos factores por si sélo hubiera tenido un efecto tan
profundo sobre las estrategias de los ensayos de toxicidad.

Concepto de los ensayos de toxicidad in vitro

En esta secciéon nos ocuparemos tnicamente de los métodos de
evaluacion de la toxicidad que se realizan i vitro, como una de las
varias alternativas a los ensayos con animales completos. En otras
secciones de este capitulo se examinan otras opciones distintas del
uso de animales, como la elaboracion de modelos informaticos y
las relaciones estructura-actividad cuantitativas.

Los estudios i witro se realizan generalmente en células o
tejidos animales o humanos fuera del cuerpo. La expresién “in
vitro” (“en vidrio”) se refiere a los procedimientos que se realizan
sobre material vivo o componentes de material vivo en placas
petri o en tubos de ensayo en unas condiciones definidas. Lo
contrario son los estudios “m vwo”, es decir, realizados “en el
animal vivo”. Aunque es dificil, si no imposible, proyectar los
efectos de una sustancia quimica sobre un organismo complejo
cuando las observaciones se limitan a un tnico tipo de células en
una placa, los estudios i vitro si que proporcionan una notable
cantidad de informacion sobre la toxicidad intrinseca, asi como
sobre los mecanismos celulares y moleculares de la toxicidad.
Ademas, ofrecen muchas ventajas sobre los estudios i vive, sobre
todo que son en general mas baratos y que pueden controlarse
mejor las condiciones en que se realizan. A ello hay que afnadir
que, pese a que sigue siendo necesario contar con algunos
animales para obtener las células que se van a cultivar n vitro,
estos métodos pueden considerarse como alternativas véalidas en
el sentido de la “reduccion” (pues se emplean muchos menos
animales que en los estudios i vivo) y del “refinamiento” (porque
eliminan la necesidad de someter a los animales a las consecuen-
cias toxicas adversas inevitables en los experimentos i vivo).

Para interpretar los resultados de los ensayos de toxicidad
vitro, determinar su utilidad potencial en la evaluacion de la toxi-
cidad y relacionarlos con el proceso toxicolégico general i vivo,
es necesario comprender qué parte del proceso toxicologico se
esta examinando. El proceso toxicologico completo consiste en
unos fenémenos que se inician con la exposicion del organismo
a un agente fisico o quimico, prosiguen con las interacciones
celulares y moleculares y acaban manifestandose en la respuesta
del organismo completo. Los ensayos i vitro suelen limitarse a la
parte del proceso toxicolégico que se desarrolla al nivel celular y
molecular. Los estudios realizados con este método pueden
proporcionar informacién sobre por ejemplo las rutas metabo-
licas, la interaccion de metabolitos activos con dianas celulares y
moleculares y parametros o “puntos finales” de la toxicidad que
pueden medirse y que por lo tanto pueden utilizarse como
biomarcadores moleculares de la exposiciéon. Lo ideal seria
conocer el mecanismo de toxicidad de todas las sustancias
quimicas, desde la exposicién hasta la manifestacion en el orga-
nismo, de tal manera que la informacién obtenida en los ensayos
in vitro pudiera interpretarse y relacionarse integramente con la
respuesta del organismo en su conjunto. Pero ello es practica-
mente imposible, pues hasta el momento son relativamente
pocos los mecanismos toxicologicos que se ha logrado elucidar
en su totalidad. Por ello, los toxic6logos se enfrentan a una situa-
cién en la que los resultados de un ensayo i vitro no pueden utili-
zarse como una prediccion totalmente exacta de la toxicidad n
vivo porque se desconoce el mecanismo. No obstante, es
frecuente que durante el proceso de desarrollo de un ensayo in
vitro se logren comprender algunos componentes del mecanismo
o mecanismos celulares y moleculares de la toxicidad.

Una de las cuestiones clave que estan sin resolver en cuanto al
desarrollo y realizacion de ensayos i vitro es la que se refiere a la
consideracion siguiente: ¢deben tener una base mecanicista, o
basta con que sean descriptivos? Desde una perspectiva
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cientifica es incontestablemente mejor utilizar sélo ensayos de
base mecanicista para sustituir a los ensayos i vivo. Pero, ante la
ausencia de conocimientos mecanicistas completos, la posibi-
lidad de desarrollar ensayos i vitro que sustituyan totalmente a
los ensayos con animales enteros en el futuro proximo es casi
nula. No obstante, ello no descarta la utilizacion de tipos de
ensayos mas descriptivos como instrumentos de deteccion
precoz, como es el caso en la actualidad. Con esos métodos de
deteccion se ha conseguido reducir notablemente el uso
de animales. Por consiguiente, hasta que llegue el momento
en que se genere mas informacién mecanicista, puede ser nece-
sario emplear de manera mas limitada ensayos cuyos resultados
simplemente tengan una buena correlaciéon con los obtenidos
in vivo.

Ensayos de citotoxicidad in vitro

En esta secciéon se describiran varios ensayos i vilro que se han
desarrollado para evaluar el potencial citotoxico de una sustancia
quimica. Son en su mayoria ensayos faciles de realizar, y el
analisis puede automatizarse. Un ensayo de citotoxicidad i vitro
que se utiliza habitualmente es el ensayo rojo neutro. Se realiza
en células en cultivo, y en la mayoria de las aplicaciones las
células pueden mantenerse en placas de cultivo que contienen 96
pocillos, cada uno de 6,4 mm de didametro. Como cada pocillo
puede utilizarse para una sola determinacién, este sistema
permite emplear multiples concentraciones de la sustancia asi
como controles positivos y negativos con un numero suficiente de
replicaciones para cada caso. Tras el tratamiento de las células
con diversas concentraciones de la sustancia que se ensaya, que
abarcan al menos dos o6rdenes de magnitud (por ejemplo,
de 0,01 mM a 1 mM), asi como con sustancias de control positivo
y negativo, las células se lavan y tifien con rojo neutro, un colo-
rante que puede absorber y retener unicamente las células vivas.
La tincion puede realizarse nada mas retirar la sustancia ensa-
yada, y entonces se observan los efectos inmediatos, o puede
realizarse también en diversos momentos posteriores para
observar los efectos acumulados o retardados. La intensidad del
color en cada pocillo corresponde al nimero de células vivas en
ese pocillo. La intensidad del color se mide mediante un espectro-
fotometro, que puede estar equipado con un lector de placas. El
lector se programa para que proporcione mediciones individuales
de cada uno de los 96 pocillos de la placa de cultivo. Esta meto-
dologia automatizada permite al investigador realizar rapida-
mente un experimento de concentracién-respuesta y obtener
datos utiles desde el punto de vista estadistico.

Otro ensayo de citotoxicidad relativamente sencillo es el que
se realiza con la prueba MTT. El MTT (bromuro de 3[4,5-di-
metiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) es un colorante de tetra-
zolio que se reduce a color azul por la acciéon de enzimas
mitocondriales. So6lo las células con mitocondrias viables
conservan la capacidad de efectuar esa reaccidn; por lo tanto, la
intensidad del color esta directamente relacionada con el grado
de integridad de las mitocondrias. Es un ensayo util para
detectar compuestos citotoxicos generales, asi como los agentes
que tienen a las mitocondrias como diana especifica.

También se utiliza como ensayo de citotoxicidad de amplio
espectro la medida de la actividad de la lactico deshidrogenasa
(LDH). Esta enzima esta presente normalmente en el citoplasma
de las células vivas y se libera en el medio de cultivo celular al
permeabilizarse la membrana de las células muertas o mori-
bundas que se han visto afectadas por un agente toxico. Tras la
aplicacion de la sustancia ensayada a las células se retiran en
diversos momentos pequenas cantidades del medio de cultivo de
las células para medir la cantidad de LDH liberada y deter-
minar el curso temporal de la toxicidad. Aunque no permite
mas que una evaluacién muy general de la citotoxicidad, el valor
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del ensayo de liberacion de LDH reside en que es facil de hacer
y en que puede realizarse en tiempo real.

Se estan desarrollando muchos métodos nuevos de detectar el
dafio celular. Los mas sofisticados emplean sondas fluorescentes
para medir diversos parametros intracelulares, como la libera-
cion de calcio y las alteraciones del pH y del potencial de la
membrana. En general, esas sondas son muy sensibles y pueden
detectar cambios celulares mas sutiles, con lo que se reduce la
necesidad de utilizar la muerte celular como punto final de la
toxicidad. Ademds, muchos de esos ensayos de fluorescencia
pueden automatizarse utilizando placas de 96 pocillos y lectores
de placas fluorescentes.

Una vez que se han acopiado datos sobre una serie de sustan-
cias quimicas utilizando uno de estos ensayos, pueden determi-
narse las toxicidades relativas. La toxicidad relativa de una
sustancia quimica, tal como se determina en un ensayo i vitro,
puede expresarse como la concentracién que produce un efecto
del 50 % en la respuesta de punto final en células no tratadas.
Esta determinacion se suele denominar CE;, (concentracién
efectiva en el 50 % de las células) y puede utilizarse para
comparar las toxicidades de diferentes sustancias quimicas
vitro. (En las evaluaciones de la toxicidad relativa se utiliza
también una expresion andloga, Clsy, que indica la concentra-
cion de una sustancia que provoca una inhibicion del 50 % de
un proceso celular, como por ejemplo la capacidad de absorber
el rojo neutro.) No es facil determinar si la toxicidad relativa n
vitro de las sustancias quimicas es comparable a sus toxicidades
relativas m viwo, pues en el sistema i vivo intervienen muchos
factores que crean confusién, como la toxicocinética, el metabo-
lismo y los mecanismos de reparacion y defensa. Ademas, como
la mayoria de esos ensayos mide parametros de la citotoxicidad
general, no tienen una base mecanicista. Por consiguiente, la
concordancia entre las toxicidades relativas i vitro e n vivo es
meramente correlativa. Pese a los muchos problemas y dificul-
tades que plantea la extrapolacion de m wvitro a wn vivo, estos
ensayos i vitro estan resultando muy valiosos porque su realiza-
cion es sencilla y poco costosa y porque pueden utilizarse como
métodos de deteccién con los que seleccionar farmacos o
compuestos muy toxicos en las fases tempranas de su desarrollo.

Toxicidad en érganos diana

Suelen utilizarse también los ensayos i vitro para evaluar la toxi-
cidad en organos diana especificos. El disefio de estos ensayos
plantea varios problemas, el principal de los cuales es que los
sistemas i vitro no pueden mantener muchos de los rasgos del
organo i viwo. Muchas veces, cuando las células se extraen de
animales y se ponen en cultivo, tienden a degenerar rapidamente
y/o a desdiferenciarse, es decir, a perder sus especializaciones
funcionales (como si fueran un 6rgano) y a hacerse mas genéricas.
Ello plantea un problema en el sentido de que en un breve
periodo de tiempo, por lo general unos dias, ya no sirven para
evaluar los efectos organoespecificos de un toxico.

Muchos de estos problemas se estan resolviendo gracias a los
recientes avances de la biologia molecular y celular. La informa-
cion que se obtiene sobre el entorno celular i vivo puede utili-
zarse para modular las condiciones del cultivo in vitro. Desde
mediados del decenio de 1980 se han descubiertos nuevos
factores de crecimiento y citoquinas, y muchos de ellos pueden
conseguirse hoy en el mercado. Anadiendo esos factores a las
células en cultivo se las ayuda a que conserven su integridad y a
veces también a que mantengan durante mas tiempo su diferen-
ciacion funcional. Gracias a otros estudios basicos se van cono-
ciendo mejor asimismo las necesidades nutricionales vy
hormonales de las células cultivadas, de manera que pueden
formularse nuevos medios de cultivo. También se ha avanzado
recientemente en la identificacion de las matrices extracelulares,
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tanto naturales como artificiales, en las que pueden cultivarse
células. El cultivo de células en esas diversas matrices puede
afectar profundamente tanto a su estructura como a su funcion.
Una importante ventaja de estos avances es que se puede
controlar de una manera compleja el entorno de las células en
cultivo y examinar individualmente los efectos de esos factores
sobre procesos celulares basicos y sobre las respuestas de las
células a diferentes agentes quimicos. En suma, esos sistemas
pueden ser de gran utilidad para conocer los mecanismos orga-
noespecificos de la toxicidad.

Muchos estudios de toxicidad en 6rganos diana se realizan en
células primarias, que por definiciéon son las extraidas directa-
mente de un érgano, y que por lo general tienen una vida en
cultivo limitada. Desde el punto de vista de la evaluaciéon de la
toxicidad, los cultivos primarios de un tnico tipo de célula de un
organo presentan muchas ventajas. Desde una perspectiva
mecanicista, esos cultivos son utiles para estudiar dianas celu-
lares especificas de una sustancia. En algunos casos pueden culti-
varse juntos dos o mas tipos de células de un érgano, lo que
tiene la ventaja afadida de que se pueden observar las interac-
ciones célula-célula en respuesta a un toéxico. Se han disefiado
sistemas de cocultivo para la piel que forman una estructura
tridimensional semejante a la de la piel @ vivo. También se
pueden cocultivar células de distintos 6rganos —por ejemplo el
higado y el rifion. Los cultivos de este tipo suelen ser utiles para
evaluar los efectos que provoca especificamente en las células
renales una sustancia que debe bioactivarse en el higado.

Los instrumentos de la biologia molecular han desempefiado
también un papel importante en el desarrollo de lineas celulares
continuas que pueden ser de utilidad en los ensayos de toxicidad
en organos diana. Esas lineas celulares se generan mediante la
transfeccion de células primarias con ADN. En el procedimiento
de transfeccion, las células y el ADN se tratan de tal manera que
las primeras puedan absorber al segundo. El ADN, general-
mente de un virus, posee uno o varios genes que, cuando se
expresan, hacen posible que las células se inmortalicen (es decir,
que sean capaces de vivir y crecer durante largo tiempo en el
cultivo). También puede diseniarse el ADN de manera que su
gen inmortalizador sea controlado por un promotor inducible.
La ventaja de este tipo de construccion es que las células se
dividen sélo cuando reciben el estimulo quimico apropiado que
permite expresarse al gen inmortalizador. Un ejemplo de estas
construcciones es el gran gen antigeno T del Simian Virus 40
(SV40) (gen inmortalizador), que esta precedido por la regién
promotora del gen de la metalotioneina, el cual es a su vez indu-
cido por la presencia de un metal en el medio de cultivo. Asi,
una vez realizada la transfeccién de las células con el gen, éstas
pueden tratarse con bajas concentraciones de zinc para esti-
mular al promotor MT y poner en marcha la expresion del gen
antigeno 'T. Bajo esas condiciones, las células proliferan. Cuando
se retira el zinc del medio, las células dejan de dividirse y, en
condiciones ideales, vuelven a un estado en el que expresan sus
funciones tejidoespecificas.

Junto con los avances de la tecnologia de los cultivos celulares,
la capacidad de generar células inmortalizadas ha contribuido
en gran medida a que se hayan podido crear lineas celulares de
muchos 6rganos distintos, entre ellos el cerebro, el rifion y el
higado. No obstante, antes de que esas lineas celulares puedan
utilizarse como sustitutivos de los tipos genuinos han de caracte-
rizarse con sumo cuidado para determinar hasta qué punto son
realmente “normales”.

Hay otros sistemas i vitro para estudiar la tocixicidad de
organos diana que estan adquiriendo cada vez mas complejidad.
A medida que los sistemas i vitro van haciéndose mas complejos,
del cultivo de una célula sola al cultivo de 6rganos completos, se
van haciendo mas comparables con el medio @ vivo pero al
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Tabla 33.9 e Comparacién de sistemas in vitro empleados en estudios de hepatotoxicidad.

Sistema Complejidad (nivel de interaccion)

Capacidad de conservar funciones
hepatoespecificas

Capacidad de
controlar el medio

Duracion potencial del cultivo

Lineas celulares algo célula-célula (varia segin la linea  de escasa a buena (varia segn la linea  indefinida excelente
inmortalizadas celular) celular)

Cultivos de hepatocitos célulo-célula de bastante buena o excelente (varia  de dias o semanas excelente
primarios sequn las condiciones de cultivo)

Cocultivos de células célula-célula (entre células del mismo  de buena a excelente semanas excelente
hepdticas tipo o de tipos distintos)

Rodajas de higado célulo-célula (entre todos los tipos de  de buena a excelente de horas a dias buena

células)
Higado aislodo perfundido  célula-célula (entre todos los tipos de excelente horas bastante buena

células) e intradrgano

mismo tiempo, habida cuenta del mayor nimero de variables, va
siendo cada vez mas dificil controlarlos. Por consiguiente, lo que
puede ganarse al pasar a un nivel superior de organizaciéon
puede perderse por la incapacidad del investigador para
controlar el entorno experimental. En la Tabla 33.9 se
comparan algunas de las caracteristicas de varios sistemas u vitro
que se han utilizado para estudiar la hepatotoxicidad.

En los estudios toxicolégicos se estan utilizando cada vez mas
las capas de tejido obtenidas con corte de precision. Se dispone
hoy de nuevos instrumentos que permiten al investigador cortar
rodajas de tejido uniformes en un entorno estéril. En compara-
cion con los sistemas de cultivo celular, las rodajas tisulares
tienen la ventaja de que estan presentes todos los tipos de células
del 6rgano y de que se mantienen la arquitectura y la comunica-
cion intercelular de las condiciones in vivo. Asi, pueden realizarse
estudios i vitro para determinar el tipo de célula que es diana en
un organo y para investigar la toxicidad en organos diana
concretos. Un inconveniente de las capas es que degeneran rapi-
damente a partir de las 24 horas de cultivo, debido sobre todo a
la escasa difusién de oxigeno a las células en su interior. No
obstante, estudios recientes han indicado que puede conseguirse
una oxigenacion mas eficiente mediante una suave rotacion.
Junto con el uso de un medio mas complejo, se consigue asi que
las rodajas sobrevivan hasta 96 horas.

Los cultivos de tejido responden a un concepto similar al de
las capas y pueden utilizarse también para determinar la toxi-
cidad de sustancias quimicas en érganos diana especificos. Los
explantes tisulares se realizan extrayendo un pequefio trozo de
tejido (0 un embridn intacto en el caso de los estudios de terato-
genicidad) y poniéndolo en cultivo para estudiarlo después. Los
cultivos de tejidos han sido de utilidad en estudios sobre toxici-
dades de corta duracion, como la irritacién y erosion de la piel,
estudios sobre los efectos del amianto en la traquea y estudios de
neurotoxicidad en el tejido cerebral.

Para evaluar la toxicidad en determinados érganos pueden
utilizarse también érganos aislados perfundidos. Al igual que las
capas y cultivos tisulares, en estos sistemas tienen la ventaja de
que estan presentes todos los tipos de células, pero sin que el
tejido haya sufrido la tension derivada de las manipulaciones a
que obliga la preparacion de las capas. Ademas, se mantienen
las interacciones intraérgano. Un importante inconveniente es
que se mantienen viables durante poco tiempo, lo que limita su
uso en los ensayos de toxicidad @ vitro. En cuanto a sus posibili-
dades de ser un método alternativo, estos cultivos pueden consi-
derarse un paso adelante, pues los animales no sufren las
consecuencias adversas del tratamiento i vivo con toxicos. No
obstante, su empleo no reduce significativamente el nimero de
animales que se necesitan.

ENSAYOS DE TOXICIDAD IN VITRO

En resumen, existen varios tipos de sistemas i vitro para
evaluar la toxicidad en érganos diana. Es posible obtener mucha
informacién sobre los mecanismos de la toxicidad utilizando una
o varias de esas técnicas. Pero sigue siendo dificil realizar extra-
polaciones de un sistema  vitro, que representa una parte relati-
vamente pequeiia del proceso toxico, al proceso completo tal
como se produce 1 vivo.

Ensayos in vitro sobre irritaciéon ocular

Desde la perspectiva del bienestar de los animales, el mas discu-
tido de los ensayos de toxicidad con animales completos es proba-
blemente el ensayo de Draize sobre irritacién ocular, que se
realiza en conejos. Consiste en poner una pequeiia dosis fija de
una sustancia quimica en uno de los ojos del conejo, dejandose el
otro como control. El grado de irritacion e inflamacion se puntia
en varios momentos después de la exposicion. Se estan dedicando
muchos esfuerzos a elaborar metodologias que sustituyan a este
ensayo, que se ha criticado no sélo por razones de humanidad
sino también por la subjetividad de las observaciones y la variabi-
lidad de los resultados. Es interesante sefialar que, pese a las
duras criticas que ha recibido, el ensayo de Draize ha sido de
gran utilidad para predecir los irritantes del ojo humano, en
particular las sustancias irritantes de leves a moderadas, que son
dificiles de identificar con otros métodos. Es por tanto muy nece-
sario encontrar alternativas i vitro.

La busqueda de otros métodos que sustituyan al ensayo de
Draize es complicada, aunque se prevé que culminara con éxito.
Se han elaborado numerosas alternativas i vitro y de otro tipo, y
en algunos casos se han puesto en practica. Entre esas otras
opciones que mejoran el ensayo de Draize, y que por definicién
son menos dolorosas o incomodas para los animales, figura el
Ensayo Ocular de Poco Volumen, en el que se pone en el ojo del
conejo una menor cantidad del material de ensayo, no s6lo por
razones de humanidad sino también para simular mas fielmente
las cantidades a las que una persona puede estar accidental-
mente expuesta en la realidad. Otra mejora es que las sustancias
que tienen un pH inferior a 2 o superior a 11,5 ya no se ensayan
en animales, pues se sabe que producen una irritacién ocular
grave.

Se ha estimado que entre 1980 y 1989 se redujo en un 87 %
el numero de conejos utilizados para determinar la capacidad de
irritaciéon ocular de cosméticos. Esa enorme reduccion de los
ensayos con animales completos se ha conseguido incorporando
ensayos m vilro a un enfoque de tres niveles. Se trata de un
proceso multifasico que se inicia con el examen concienzudo de
los datos histéricos de irritacién ocular y con el analisis fisico y
quimico de la sustancia que se va a evaluar. Si esos dos procesos
no brindan informacion suficiente, entonces se realiza una
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bateria de ensayos i vitro. Los datos adicionales que se obtienen
en esos ensayos pueden ser entonces suficientes para evaluar la
seguridad de la sustancia. Si no lo son, la dltima fase seria
realizar ensayos i vivo limitados. Es muy evidente que con este
enfoque se puede eliminar el uso de animales o al menos reducir
drasticamente el nimero de los que se necesitan para predecir la
seguridad de una sustancia.

La bateria de ensayos i vivo que se utiliza como parte de esta
estrategia de tres niveles depende de las necesidades de la acti-
vidad industrial de que se trate. El ensayo de irritacién ocular se
emplea en muchos sectores industriales, desde el de cosméticos y
el farmacéutico hasta el de sustancias quimicas industriales. No
todos los sectores necesitan el mismo tipo de informacion, por lo
que no es posible definir una unica bateria de ensayos w vitro. La
bateria se disefia generalmente para evaluar cinco parametros:
citotoxicidad, alteraciones de la fisiologia y bioquimica del
tejido, relaciones cuantitativas estructura-actividad, mediadores
de la inflamacién, y recuperacion y reparaciéon. Un ejemplo de
ensayo para comprobar la citotoxicidad, que es una de las posi-
bles causas de la irritacion, es el ensayo rojo neutro en el que se
utilizan células en cultivo (véase antes). Las alteraciones de la
fisiologia y bioquimica celulares por exposicién a una sustancia
quimica pueden ensayarse en cultivos de células epiteliales de la
cornea humana. Otra opciéon que también han utilizado los
investigadores es la de trabajar con globos oculares intactos o
diseccionados de bovinos o pollos obtenidos en los mataderos.
Muchos de los parametros que se miden en estos cultivos de
organos completos son los mismos que se miden  vivo, como la
opacidad e hinchazén de la cérnea.

En las lesiones oculares inducidas por sustancias quimicas
suele producirse inflamacion, y existen diversos ensayos para
examinar este parametro. Varios ensayos bioquimicos detectan
la presencia de mediadores liberados durante el proceso infla-
matorio, como el acido araquidénico y las citoquinas. También
puede utilizarse como indicador de la inflamacién la membrana
corioalantoica (CAM) del huevo de gallina. En este ensayo, se
retira un pequenio fragmento de la cascara de un embrion de
pollo de entre 10 y 14 dias para dejar al descubierto la
membrana corioalantoica. Se le aplica la sustancia quimica y
después, en diversos momentos, se comprueban los signos de
inflamacién, como por ¢jemplo la hemorragia vascular.

Uno de los procesos i vivo mas dificiles de valorar  vitro es el
de la recuperacién y reparacion de una lesion ocular. Un instru-
mento creado recientemente, el microfisiometro de silice, mide
pequeilas alteraciones del pH extracelular y puede utilizarse
para hacer un seguimiento de las células en cultivo en tiempo
real. Se ha comprobado que este analisis muestra una correla-
cién bastante buena con la recuperacion i vivo, y se ha utilizado
como ensayo i vifro para este proceso. Hemos hecho un breve
repaso de los tipos de ensayos que se estan empleando como
alternativas a la prueba de Draize sobre irritaciéon ocular. Es
probable que en los proximos afios se defina una serie completa
de baterias de ensayos i vitro y que cada una de ellas sea vali-
dada para un fin especifico.

Validaciéon

La clave para que las metodologias de ensayo & vitro sean acep-
tadas por los 6rganos reguladores y se apliquen en la practica es
la validacion, el proceso mediante el cual se establece la credibi-
lidad de un ensayo para un determinado fin. Se ha intentado
definir y coordinar el proceso de validacion tanto en los Estados
Unidos como en Europa. La Union Europea cre6 en 1993 el
Centro Europeo de Validacion de Métodos Alternativos
(ECVAM) para coordinar las actividades que se realizan en su
territorio y cooperar con organizaciones de los Estados Unidos
como el Johns Hopkins Centre for Alternatives to Animal Testing
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(CAAT), que es una institucion académica, o el Interagency
Coordination Committee for the Validation of Alternative
Methods (ICCVAM), integrado por representantes de los
National Institutes of Health, la Environment Protection Agency
(EPA), la Food and Drug Administration (FDA) y la Consumer
Products Safety Commission.

La validacion de los ensayos i vitro exige una considerable
organizacion y planificaciéon. Debe haber un consenso entre los
organos de regulacion gubernamentales y los cientificos, indus-
triales y académicos sobre los procedimientos aceptables, y una
supervision suficiente por parte de un consejo cientifico consul-
tivo para garantizar que los protocolos se ajustan a las normas
establecidas. Los estudios de validaciéon deben realizarse en una
serie de laboratorios de referencia que utilicen conjuntos cali-
brados de sustancias quimicas de un banco de sustancias, asi
como células o tejidos de una misma procedencia. Deben
demostrarse tanto la repetibilidad intralaboratorio como la
reproducibilidad interlaboratorios del ensayo candidato, y los
resultados se han de someter al analisis estadistico adecuado.
Una vez compilados los resultados de los diferentes compo-
nentes de los estudios de validacion, el consejo cientifico consul-
tivo puede formular recomendaciones sobre la validez del
ensayo o ensayos candidatos para un determinado fin. Ademas,
los resultados de los estudios deben publicarse en las revistas que
circulan por la profesion e incorporarse a una base de datos.

La definicion del proceso de validacion es una tarea que esta
en curso actualmente. Cada nuevo estudio de validacion propor-
cionara informacién util para el disefio del estudio siguiente. La
comunicacién y la cooperacion internacionales son basicas para
el desarrollo rapido de una serie ampliamente aceptable de
protocolos, sobre todo dada la urgencia que ha impuesto la
aprobacion de la directiva de la UE sobre cosméticos. Esta legis-
lacién puede aportar sin duda el impulso necesario para que se
emprenda una seria campaiia de validacién. Hasta que no fina-
lice ese proceso no podran empezar a aceptarse los métodos in
vitro, las diversas instancias reguladoras.

Conclusiones

Hemos visto en esta secciéon un panorama general de la situacién
actual de los ensayos de toxicidad  vitro. La ciencia de la toxico-
logia in vitro es relativamente joven, pero se esta desarrollando a
un ritmo exponencial. El reto al que se ha de hacer frente en los
anos venideros es incorporar los conocimientos mecanicistas
generados por los estudios celulares y moleculares al amplio
conjunto de datos i wvivo para obtener una descripcién mas
completa de los mecanismos toxicolégicos, asi como para esta-
blecer un paradigma mediante el cual puedan utilizarse los datos
in vitro para predecir la toxicidad i vive. El aprovechamiento del
valor intrinseco de estos métodos i vitro pasa necesariamente por
la concertacion de esfuerzos entre los toxicélogos y los represen-
tantes de los gobiernos.

RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD @

Ellen K. Silbergeld

El analisis de las relaciones estructura-actividad (SAR) es la utili-
zacion de informacién sobre la estructura molecular de las
sustancias quimicas para predecir caracteristicas importantes en
materia de persistencia, distribucion, captacion-absorciéon y toxi-
cidad. El método SAR es otra forma posible de identificar sustan-
cias potencialmente peligrosas que promete ser de utilidad a las
industrias y a los gobiernos a la hora de establecer las sustancias
que prioritariamente deben seguir estudiandose o de adoptar
decisiones tempranas sobre nuevas sustancias. Las actividades
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toxicologicas son cada vez mas costosas y exigen cada vez mas
recursos. El aumento de la preocupacion sobre los posibles
efectos adversos de las sustancias quimicas sobre las poblaciones
humanas expuestas ha impulsado a los organismos reguladores y
sanitarios a ampliar la variedad y sensibilidad de los ensayos de
deteccion de peligros toxicolégicos. Al mismo tiempo, las cargas
reales y percibidas que las normativas legales imponen a la indus-
tria han hecho que a ésta le preocupe la viabilidad practica de los
métodos de ensayo y andlisis de datos de toxicidad. En estos
momentos, la determinaciéon de la carcinogenicidad quimica
depende del ensayo vitalicio de al menos dos especies, los dos
sexos, a varias dosis y con minuciosos analisis histopatologicos de
multiples 6rganos, asi como de la deteccién de cambios preneo-
plasicos en las células y 6rganos diana. En los Estados Unidos se
estima que el coste de un bioensayo de carcinogenicidad es de
mas de tres millones de délares (en délares de 1995).

Aun cuando los recursos financieros fueran ilimitados, no
habria suficientes toxicélogos formados para someter a ensayos a
las aproximadamente 70.000 sustancias quimicas que se
producen hoy en el mundo. Se necesitarian siglos para realizar
siquiera una evaluacion de primer nivel de esas sustancias (NRC
1984). En muchos paises ha aumentado la preocupacion ética
por el uso de animales en los ensayos de toxicidad, lo que ha
supuesto una presion adicional sobre el uso de los métodos habi-
tuales. El analisis SAR se ha utilizado mucho en el sector farma-
céutico para identificar moléculas que puedan utilizarse
provechosamente en los tratamientos (Hansch y Zhang 1993).
En la politica ambiental y de salud en el trabajo, el analisis SAR
se utiliza para predecir la dispersiéon de compuestos en el medio
fisicoquimico y para detectar las nuevas sustancias quimicas cuya
toxicidad potencial debe evaluarse mas a fondo. Con arreglo a la
Ley de control de las sustancias toxicas (I'SCA) de los Estados
Unidos, la EPA viene utilizando desde 1979 un enfoque SAR
para hacer una “primera seleccién” de las nuevas sustancias en
el proceso de notificacién previa a la fabricacion (PMN); en
Australia se utiliza un enfoque similar como parte de su procedi-
miento de notificacién de nuevas sustancias quimicas (NICNAS).
En los Estados Unidos el analisis SAR es una base importante a
la hora de determinar si hay razones suficientes para concluir
que la manufactura, elaboracion, distribucion, uso o eliminacién
de una sustancia va a presentar un riesgo no razonable de dafio
para la salud humana o el medio ambiente, tal como dispone la
seccion 5 f) de la TSCA. Sobre la base del resultado de ese
analisis, la EPA puede exigir después que se realicen ensayos
reales de la sustancia conforme a la secciéon 6 de la TSCA.

Fundamento del analisis SAR

El fundamento cientifico del analisis SAR se basa en la hipotesis
de que la estructura molecular de una sustancia quimica puede
predecir importantes aspectos de su comportamiento en los
sistemas fisicoquimicos y biolégicos (Hansch y Leo 1979).

Proceso del analisis SAR
El proceso del analisis SAR comprende la identificacion de la
estructura quimica, con inclusion tanto de formulaciones empi-
ricas como del compuesto puro; la identificacién de sustancias de
estructura analoga; la localizacion de bases de datos y bibliografia
para obtener informacién sobre sus analogos estructurales, y el
analisis de toxicidad y otros datos sobre esos analogos. En algunos
casos, poco frecuentes, puede bastar la informacion sobre la
estructura del compuesto para apoyar un analisis SAR, a partir
de mecanismos de toxicidad muy conocidos. Se han compilado
varias bases de datos sobre el analisis SAR, asi como métodos
informatizados para la prediccion de la estructura molecular.

A partir de esa informacion, con el analisis SAR se pueden
estimar los siguientes parametros:

RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

e parametros fisicoquimicos: punto de ebullicion, presién de
vapor, hidrosolubilidad, coeficiente de particiéon octanol/agua

e parametros de destino biolégico/ambiental: biodegradacion,
absorcion por el suelo, fotodegradacion, farmacocinética

e parametros de toxicidad: toxicidad en organismos acuaticos,
absorcion, toxicidad aguda en mamiferos (ensayo limite o
DL), irritacién cutanea, pulmonar y ocular, sensibilizacion,
toxicidad subcronica, mutagenicidad.

Hay que senalar que no existen métodos de analisis SAR apli-
cables a parametros tan importantes para la salud como la carci-
nogenicidad, la toxicidad del desarrollo, la toxicidad en
reproduccion, la neurotoxicidad, la inmunotoxicidad u otros
efectos en los 6rganos diana. Ello se debe a tres razones: la
ausencia de una base de datos amplia en la que probar las hipo-
tesis SAR, la falta de conocimientos sobre los determinantes
estructurales de la acciéon toxica, y la multiplicidad de células
diana y mecanismos que intervienen en esos parametros (véase
“El enfoque estadounidense de la evaluacion del riesgo de los
toxicos en la reproduccién y agentes neurotdxicos”). Se han
hecho algunos intentos limitados de utilizar el analisis SAR para
predecir la farmacocinética utilizando informacién sobre los
coeficientes de particién y la solubilidad (Johanson y Naslund
1988). Se han realizado analisis SAR cuantitativos mas amplios
para predecir el metabolismo P450-dependiente de una serie de

Tabla 33.10 e Comparacién entre predicciones SAR y
datos de ensayos: andlisis de la OCDE

y el NTP.
Pardmetro Concordancia  Discordancia ~ Ndmero
(%) (%)
Punto de ebullicion 50 50 30
Presion de vapor 63 37 113
Hidrosolubilidad 68 32 133
Coeficiente de particién 61 39 82
Biodegradacidn 93 7 107
Toxicidad en peces 77 22 130
Toxicidad en dafnia 67 33 127
Toxicidad aguda en mamiferos 80 20! 142
(D|_5g)
[rritacion cutdnea 82 18 144
Inritacién ocular 78 22 144
Sensibilizacion cutdnea 84 16 144
Toxicidad subcrdnica 57 32 143
Mutagenicidad? 88 12 139
Mutagenicidad® 82-94* 1-10 301
Carcinogenicidad®: 72-95¢ — 301

Bioensayo de dos afios

Fuente: Datos de la OCDE: comunicacion personal de C. Auer, EPA, Estados Unidos. Sélo se utilizaron
en este andlisis pardmetros sobre los que se disponia de predicciones SAR y datos de ensayos reales
comparables. Datos del NTP: tomados de Ashby y Tennant 1991.

1'Un problema fue que con el método SAR no se pudo predecir la toxicidad aguda en el 12% de las
sustancios ensayadas.

2 Datos de la OCDE, basados en la concordancia entre el ensayo de Ames y el andlisis SAR.

3 Datos del NTP, basados en ensayos de genotoxicidad comparados con predicciones SAR en varias
clases de “sustancias estructuralmente alarmantes”.

4 La concordancia variaba segin las clases; la mayor se daba en los compuestos aromdticos
amino/nitro, y la menor en las estructuras “misceldneas”.
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compuestos y la uniéon de moléculas del tipo de la dioxina y los En el caso de otros parametros de la toxicidad, como se ha
PCB al receptor “de dioxina” citosolico (Hansch y Zhang 1993). sefialado antes, la utilidad de los analisis SAR es menos demos-
Como se indica en la Tabla 33.10, se ha comprobado que los trable. Las predicciones en mamiferos se ven complicadas por la
andlisis SAR tienen una predecibilidad variable respecto de falta de andlisis SAR aplicables a la toxicocinética de moléculas
algunos de los parametros antes sefialados. En esa tabla se complejas. No obstante, se han hecho algunos intentos de
presentan datos de dos comparaciones de la actividad predicha proponer principios SAR aplicables a parametros complejos de
con los resultados reales obtenidos por mediciéon empirica o la toxicidad en mamiferos (por ejemplo, véase en Bernstein
ensayos de toxicidad. Los analisis SAR realizados por expertos (1984) un analisis SAR de toxicos en reproduccion potenciales
de la EPA de los Estados Unidos funcionaron peor en la predic- en el varén). En la mayoria de los casos, la base de datos no es lo
cion de las propiedades fisicoquimicas que en la de la actividad bastante amplia para probar rigurosamente las predicciones
biologica, incluida la biodegradacion. Respecto de los parame- basadas en la estructura.
tros de toxicidad, donde mejor funcionaron los andlisis SAR fue Por el momento cabe concluir que el analisis SAR puede ser
en la prediccion de la mutagenicidad. Ashby y Tennant (1991) util sobre todo para establecer prioridades en la inversién de
comprobaron también una buena capacidad de predicciéon de la recursos en ensayos de toxicidad y para llamar la atencion sobre
genotoxicidad a corto plazo en su analisis de sustancias quimicas peligros potenciales en una fase temprana. Solo en el caso de la
del Programa Nacional de Toxicologia (NTP) de los Estados mutagenicidad es probable que el analisis SAR como tal pueda
Unidos. Ello no es de extrafiar si tenemos en cuenta lo que hoy se utilizarse de manera fiable como informacion en la que basar
sabe de los mecanismos moleculares de la genotoxicidad (véase otras decisiones. Probablemente no hay ningun punto final de la
“Toxicologia genética”) y del papel de la electrofilia en la unién toxicidad en el que el analisis SAR pueda ofrecer el tipo de
al ADN. En cambio, los analisis SAR tendian a infrapredecir la informacién cuantitativa que, como se indica en otras partes de
toxicidad sistémica y subcrénica en los mamiferos y a sobrepre- este capitulo y de la Enciclopedia, se necesita para evaluar el
decir la toxicidad aguda en organismos acuaticos. riesgo.

TOXICOLOGIA REGULADORA

® LA TOXICOLOGIA EN LA REGULACION realiza en cuatro fases: identificacion del peligro, que es la descrip-

DE LA SALUD Y LA SEGURIDAD cion de la naturaleza del efecto toxico; evaluacion de la relacién
dosts-respuesta, que es un analisis semicuantitativo o cuantitativo
de la relaciéon entre la exposicién (o dosis) y la gravedad o proba-
bilidad del efecto toxico; evaluaciin de la exposicion, en la que se
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Ellen K. Silbergeld

La toxicologia desempefia un papel importante en la elaboracién evaluan los datos sobre el intervalo de exposiciones que proba-
de normas y otras medidas de salud profesional. Las decisiones blemente van a sufrir poblaciones en su conjunto o subgrupos de
encaminadas a prevenir las lesiones y enfermedades profesionales ellas, y caracterizacion del riesgo, que es la compilacion de toda la
se estan basando cada vez mas en informacion obtenible antes o informacién anterior para obtener una magnitud del riesgo que
en ausencia de los tipos de exposiciones humanas que proporcio- cabe esperar en determinadas condiciones de exposicién (sobre
narian datos definitivos sobre el riesgo, como por ejemplo los estos principios, véase NRC 1983).
derivados de estudios epidemiolégicos. Ademas, y tal como se ha En esta seccion se presentan a manera de ejemplo tres enfo-
seflalado en este capitulo, los estudios toxicolégicos pueden ques de la evaluacion del riesgo.
proporcionar una informaciéon precisa sobre la dosis y la Es imposible ofrecer un compendio completo de los métodos
respuesta en las condiciones controladas de la investigacion de de evaluacion del riesgo que se utilizan en el mundo, y los casos
laboratorio, informaciéon que suele ser dificil de obtener en el que se han elegido no deben tomarse como modelos. Hay que
contexto no controlado de las exposiciones profesionales. No sefialar que se esta tendiendo a armonizar los métodos de
obstante, esa informacion ha de evaluarse cuidadosamente para evaluacion del riesgo, en parte para responder a disposiciones
estimar la probabilidad de efectos adversos en los humanos, la incluidas en los recientes acuerdos del GATT. En estos
naturaleza de esos efectos adversos y la relacién cuantitativa entre momentos estan en curso dos procesos de armonizacion interna-
las exposiciones y los efectos. cional de los métodos de evaluacion del riesgo: en el Programa
En muchos paises se viene prestando una considerable aten- Internacional de Seguridad de las Sustancias Quimicas (IPCS) y
cion, desde el decenio de 1980, a la elaboracién de métodos en la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econo-
objetivos para utilizar la informacién toxicolégica en la adop- mico (OCDE). Estas organizaciones mantienen también infor-
cion de decisiones de regulacion. Tanto instancias gubernamen- macién actualizada sobre los enfoques nacionales de la
tales como no gubernamentales han propuesto y utilizado en evaluacién del riesgo.

esos paises unos métodos formalizados que suelen denominarse
evaluacion del riesgo. La evaluacion del riesgo se ha definido de

diversas maneras; basicamente es un proceso de evaluaciéon en el PRINCIPIOS DE LA IDENTIFICACION DE ()

que se maneja informacion toxicolégica, epidemiologica y sobre
la exposicién y que trata de identificar y estimar la probabilidad LOS PELIGROS: EL. ENFOQUE JAP ONES

de que se produzcan efectos adversos asociados a exposiciones a

sustancias o condiciones peligrosas. La evaluacién del riesgo Masayuki Ikeda
puede ser cualitativa, en cuyo caso indica la naturaleza de un Coomo en muchos otros paises, el riesgo debido a exposicion a
efecto adverso y una estimaciéon general de su probabilidad, o sustancias quimicas esta regulado en el Japon con arreglo a varias
puede ser también cuantitativa, con estimaciones del numero de categorias de sustancias (véase la Tabla 33.11). Se ocupan de la
personas afectadas a determinados niveles de exposicion. En cuestion distintos ministerios u organismos gubernamentales. En
muchos sistemas de regulacién, la evaluacion del riesgo se el caso de las sustancias quimicas industriales en general, la
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Tabla 33.11 e Regulacién legal de las sustancias
quimicas, Japdn.

Categoria Ley Ministerio

Alimentos y aditivos Ley de higiene de los alimentos MHW
alimentarios

Productos farmacéuticos  Ley de productos farmacéuticos MHW

Estupefacientes Ley de control de los estupefacientes MHW

Sustancias quimicas Ley de control de las sustancias quimicas ~ MAFF

agricolas agricolas
Sustancias quimicas Ley de control de lus sustancias quimicas ~ MHW &
industriales MITI

Ley de regulacin de los productos domés-  MHW
ficos que contienen sustancias peligrosas

Ley de control de lus sustancias MHW
toxicas y nocivas

Ley de sequridad e higiene en el frabajo ~ MOL

Todas los sustancias
quimicas excepto
las radiactivas

Sustancios radiactivas  Ley de sustancias radiactivas STA

Abreviaturas: MHW: Ministerio de Sanidad y Bienestar; MAFF: Ministerio de Agricultura, Silvicultura y
Pesca; MITI: Ministerio de Comercio Internacional e Industria;  MOL: Ministerio de Trabajo;
STA: Agencia de Ciencia y Tecnologia.

normativa principal es la Ley sobre el Examen y la Regulacion de
Productos Fabricados, etc. de las sustancias quimicas, abreviada
como Ley de Control de las Sustancias Quimicas (CSCL). Los
organismos responsables son el Ministerio de Comercio Interna-
cional e Industria y el Ministerio de Sanidad y Bienestar.
Ademas, la Ley de Seguridad e Higiene en el Trabajo (del Minis-
terio de Trabajo) estipula que las sustancias quimicas industriales
han de pasar un examen de mutagenicidad y que, si se
comprucba que una sustancia es mutagena, la exposicién de los
trabajadores a ella debe reducirse al minimo aislando las instala-
ciones de produccion, instalando sistemas locales de aspiracion de
gases, utilizando equipo de proteccion, etc.

Como las sustancias quimicas industriales peligrosas se identi-
fican basicamente con arreglo a la CSCL, en esta seccién se
describira el marco de los ensayos de identificacion de los peli-
gros que se prescribe en dicha ley.

El concepto de la Ley de Control de las
Sustancias quimicas

La CSCL original fue aprobada por la Dieta (parlamento del
Japén) en 1973 y entré en vigor el 16 de abril de 1974. Obedecia
basicamente al deseo de prevenir la contaminacién ambiental y
los consiguientes efectos sobre la salud humana debidos a los
PCB vy sustancias analogas. Los PCB se caracterizan por 1) su
persistencia en el medio ambiente (son escasamente biodegrada-
bles), 2) su creciente concentracion a medida que se asciende por
la cadena alimentaria (bioacumulacién) y 3) su toxicidad crénica
en los humanos. En consecuencia, la ley obligaba a examinar
desde el punto de vista de esas caracteristicas toda sustancia
quimica industrial antes de su comercializaciéon en el pais. En
paralelo con la aprobacion de la ley, la Dieta decidié encargar a
la Agencia de Medio Ambiente la vigilancia del medio ambiente
general para determinar la posible existencia de contaminacién
quimica. La Dieta modificé después la ley en 1986 (entrada en
vigor en 1987) para armonizarla con las actividades de la OCDE
en materia de salud y medio ambiente, con la reduccién de las
barreras no arancelarias en el comercio internacional y sobre
todo con el establecimiento de un conjunto de datos minimo
previo a la comercializacion (MPD) y directrices sobre los ensayos
anexos. Con la modificacion de la ley se queria reflejar también
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un hecho que se habia observado por entonces gracias a la vigi-
lancia del medio ambiente: que sustancias como el tricloroetileno
y el tetracloroetileno, que no tienen mucha capacidad de bioacu-
mulacién aunque son escasamente biodegradables y provocan
toxicidad cronica, pueden contaminar el medio ambiente. Esas
sustancias se detectaron en las aguas subterraneas de todo el pais.

La ley clasifica las sustancias quimicas industriales en dos
categorias: sustancias existentes y sustancias nuevas. Las sustan-
cias existentes son las que figuran en el “Inventario de Sustan-
cias Quimicas Existentes” (que se establecié al aprobar la ley
original) y que ascienden a alrededor de 20.000, aunque la cifra
depende de la denominacién que tienen algunas sustancias en
¢l. Las sustancias no incluidas en el Inventario se denominan
“sustancias quimicas nuevas”. El Gobierno es responsable de la
identificaciéon del peligro que comportan las sustancias exis-
tentes, mientras que la empresa u otra entidad que desee intro-
ducir una nueva sustancia en el mercado japonés es responsable
de la identificaciéon del peligro de dicha sustancia. Se encargan
de la aplicacién de la ley dos ministerios gubernamentales: el
Ministerio de Sanidad y Bienestar (MHW) y el Ministerio de
Comercio Internacional e Industria (MITI), y la Agencia de
Medio Ambiente puede expresar su opinién en caso necesario.
Se excluyen, por estar reguladas por otras leyes, las sustancias
radiactivas y determinadas sustancias toxicas, estimulantes y
narcéticas.

Sistema de ensayos estipulado en la CGSCL

En la Figura 33.15 se presenta un diagrama del procedimiento de
examen, que en principio es un sistema basado en varias fases.
Todas las sustancias (véase mas adelante la cuestion de las excep-
ciones) deben someterse a un examen de biodegradabilidad n
vitro. Si la sustancia es facilmente biodegradable, se considera
“segura”. De lo contrario, se la somete a un examen de bioacu-
mulacion. Si se comprueba que posee “gran capacidad de
acumulacion”, se solicitan datos de toxicidad completos sobre la
base de los cuales la sustancia se clasifica como “sustancia
quimica especificada de la clase 17, cuando se confirma su toxi-
cidad, o sustancia “segura” en caso contrario. La sustancia que
presenta una acumulacién baja o nula se somete a ensayos de
deteccion de toxicidad, que consisten en pruebas de mutageni-
cidad y en la administracién de dosis repetidas durante 28 dias a
animales de experimentacion (véanse detalles en la Tabla 33.12).
Tras una evaluacion completa de los datos de toxicidad, la
sustancia se clasifica como “sustancia quimica designada” si los

Tabla 33.12 Pardmetros de ensayo segin la Ley de
control de las sustancias quimicas, Japén.

Disefio del ensayo

Durante 2 semanas en principio, in vifro, con lodo
activado

Pardmetro
Biodegradacidn

Bioacumulacién Durante 8 semanas en principio, con carpas

Deteccidn selectiva de la

toxicidad

Ensayos de mutageni-

cidad

Sistema bacteriano Ensayo de Ames y ensayo con E. coli, = mezcla S9
Aberraciones células CHL, etc., + mezcla S9

cromosomicas

Ratas, 3 niveles de dosis mds control de NOEL,
2 semanas de ensayo de recuperacion al nivel
de dosis mds alto

Administracion de dosis
repetida durante 28 dias
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Figura 33.15 e Diagrama del examen.

Sustancia quimica

BIODEGRADABILIDAD
Nodegrodable . Fdcimente degradable
: v
BIOACUMULACION
: Sustancia
. quimica segura

ENSAYO DE ENSAYOS DE
TOXICIDAD COMPLETO DETECCION SELECTIVA

Toxico  * No toxico

Toxico  *No toxico

Sustancia Sustancia Sustancia qutunciu
quimica quimica segura quimica designada  quimica segura
especificada
de la dlose 1 :
XXX

Mds posibilidades
de contaminacién
ambiental

ENSAYO DE
TOXICIDAD COMPLETO

Téxico . No téxico

Sustancia quimica Sustancia
especificada de quimica segura
lo close 2

Tabla 33.13 e Caracteristicas y regulacién de las
sustancias quimicas clasificadas conforme
a la Ley de control de las sustancias
quimicas, Japén.
Sustancia Caracteristicas Regulacion
quimica
Necesaria autorizacion para
fabricar o importar!
Uso restringido

Sustancias ~ No biodegradables
quimicas ~ Muy bioacumulables
especifi- Toxicidad crénica
cadas de la
(lose 1

Sustancias o biodegradables
quimicas  Nada o poco bioacumulables

Notificacién de la cantidad que
se va a fabricar o importar

especifi- Toxicidad crénica Directrices técnicas para
cadas de lo Sospecha de contaminacion prevenir la contaminacién/
(lose 2 ambiental los efectos sobre la salud

Sustancias ~ No biodegradables Notificacién de la cantidad de
quimicas  Nada o poco bioacumulables fabricacién o importacion
designadas ~ Sospecha de foxicidad cronica  Estudio y revision de la

bibliografia

1 En la prdcfica no se autorizan.

datos indican toxicidad. Si no, se considera “segura”. Cuando
otros datos sugieren que hay muchas posibilidades de que esa
sustancia contamine el medio ambiente, se piden datos de toxi-
cidad completos a partir de los cuales, si son positivos, la
sustancia designada se reclasifica como “sustancia quimica espe-
cificada de la clase 2”. Si los datos son negativos, se considera
“segura”. Las caracteristicas toxicolbgicas y ecotoxicologicas de
las sustancias quimicas especificadas de la clase 1 y de la clase 2y
de las sustancias designadas figuran en la Tabla 33.13 junto con
una breve indicacién de las medidas reguladoras.

No es necesario someter a ensayo a nuevas sustancias
quimicas de las que se va a utilizar una cantidad limitada (menos
de 1.000 kg/empresa/afio y menos de 1.000 kg/afio en todo el
pais). Los polimeros se examinan conforme al diagrama de
compuestos de alto peso molecular, que se establece sobre la
hipotesis de que cuando la sustancia tiene un peso molecular

Figura 33.16 e Sustancias quimicas especificadas y
designadas conforme a la Ley de control
de las sustancias quimicas, Japén.

XXX
SUSTANCIAS QUIMICAS SUSTANCIAS QUIMICAS
ESPECIFICADAS DE LA CLASE 1 ESPECIFICADAS DE LA CLASE 2
1. PBs 1. Tetracloruro de carbono

2. Tetracloroetileno
3. Tricloroetileno

2. Naftaleno policlorado
3. Hexaclorobenceno

4. Aldrin 4-10. Siete compuestos de rifenilfina
5. Dieldrin 11-23. Trece compuestos de tributiltina
6. Endrin

7.0DT

8. Clordano (heptacloro)
9. Oxido de bis(iributiltina)
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superior a 1.000 y es estable en el medio ambiente las posibili-
dades de que se absorba en el cuerpo son remotas.

Resultados de la clasificacién de sustancias
quimicas industriales a finales de1996

En los 26 afios transcurridos desde que la CSCL entré en vigor,
en 1973, hasta finales de 1996, se examinaron 1.087 productos
quimicos existentes conforme a las versiones original y modifi-
cada de la ley. De esos 1.087, nueve (algunos se identifican por
nombres genéricos) se clasificaron como “sustancias quimicas
especificadas de la clase 17. De los demas, 36 se clasificaron como
“sustancias designadas”, 23 de las cuales se reclasificaron como
“sustancias quimicas especificadas de la clase 2” y otras 13
siguieron siendo “designadas”. En la Figura 33.16 se indican los
nombres de las sustancias quimicas especificadas de ambas clases.
Se puede comprobar inmediatamente en la lista que las sustan-
cias de la clase 1 son en su mayoria plaguicidas organoclorados
ademas de los PCB y sus productos sustitutivos, salvo un herbi-
cida. Las sustancias de la clase 2 son en su mayoria herbicidas,
mas tres disolventes a base de hidrocarburos clorados que se utili-
zaron mucho en el pasado.

En ese mismo periodo, desde 1973 hasta fines de 1996, se soli-
cit6 la aprobacion de unas 2.335 sustancias quimicas nuevas, de
las que 221 (alrededor del 9,5 %) se clasificaron como “desig-
nadas”, pero no se clasifico ninguna como perteneciente a la
clase 1 ni a la clase 2. Las demas se consideraron “seguras” y se
aprobo su fabricaciéon o importacion.

® EL ENFOQUE ESTADOUNIDENSE
DE LA EVALUACION DEL RIESGO
DE LOS TOXICOS PARA LA
REPRODUCCION Y AGENTES
NEUROTOXICOS

Ellen K. Silbergeld

La neurotoxicidad y la toxicidad en la reproduccion son impor-
tantes esferas de la evaluacion del riesgo, pues los sistemas
nervioso y reproductor son muy sensibles a los efectos de los
xenobidticos. Se han identificado muchos agentes como téxicos
para estos sistemas en los humanos (Barlow y Sullivan 1982; OTA
1990). Hay muchos plaguicidas que estan disefiados deliberada-
mente para que trastornen la funcién reproductora y neurologica
en los organismos diana, como los insectos, interfiriendo la
bioquimica hormonal y la neurotransmision.

Es dificil identificar sustancias potencialmente toxicas para
estos sistemas, y ello por tres razones interrelacionadas: en
primer lugar, son unos de los sistemas bioldgicos humanos mas
complejos, y en general se reconoce que los modelos animales de
la funcién reproductora y neurolégica son insuficientes para
representar hechos tan criticos como la cognicién o las primeras
fases del desarrollo embriofetal; en segundo lugar, no existen
ensayos sencillos para identificar las sustancias que son poten-
cialmente toéxicas para estos sistemas, y, en tercer lugar, estos
sistemas contienen multiples tipos de células y organos, de
manera que no se puede utilizar un solo grupo de mecanismos
de toxicidad para inferir relaciones dosis-respuesta o predecir
relaciones estructura-actividad (SAR). Ademas, se sabe que la
sensibilidad tanto del sistema nervioso como del reproductor
varia con la edad, y que en periodos criticos la exposicion puede
tener efectos mucho mas graves que en otros momentos.
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Evaluacién del riesgo de neurotoxicidad

La neurotoxicidad es un importante problema de salud publica.
Como se indica en la Tabla 33.14, ha habido varios episodios de
neurotoxicidad humana en los que se han visto afectados miles de
trabajadores y otros grupos de la poblacion expuestos por libera-
cion de productos industriales, alimentos o bebidas contaminados
y otros vectores. La exposicién profesional a neurotoxinas como
el plomo, el mercurio, los insecticidas organofosforados y los
disolventes clorados esta muy extendida por todo el mundo (OTA
1990; Johnson 1978).

Las sustancias quimicas pueden afectar al sistema nervioso
actuando sobre cualquiera de las diversas dianas celulares
o diversos procesos bioquimicos del sistema nervioso central
o periférico. Los efectos toxicos sobre otros érganos pueden
afectar también al sistema nervioso, como en el caso de la ence-
falopatia hepatica. Entre las manifestaciones de la neurotoxi-
cidad  cabe citar  efectos sobre el  aprendizaje
(memoria, conocimiento, rendimiento intelectual...), los
procesos somatosensoriales (sensacién, percepcion...), la funcion
motora  (equilibrio, marcha, control de movimientos
adecuados...), la vida afectiva (personalidad, emociones...) y la
funcién auténoma (control nervioso de la funcién endocrina y
de los sistemas organicos internos). Los efectos toxicos sobre el
sistema nervioso suelen tener distinta sensibilidad y expresion en
las diversas fases de la vida: durante el desarrollo, el sistema
nervioso central puede ser especialmente susceptible a la agre-
sion toxica debido al amplio proceso de diferenciacion celular,
migraciéon y contacto célula-célula que se produce en los
humanos en ese periodo (OTA 1990). Ademas, el dafio citoto-
xico al sistema nervioso puede ser irreversible porque después de
la embriogénesis ya no hay reposicién de neuronas. Aunque el
sistema nervioso central (SNC) estd en cierto modo protegido
del contacto con los compuestos que se absorben gracias a un
sistema de células muy tupido (la barrera hematoencefalica,
integrada por células endoteliales de los capilares que revisten
los vasos del cerebro), las sustancias toxicas pueden conseguir
entrar en ¢l por tres mecanismos: los disolventes y compuestos
lipofilos  pueden atravesar la membrana celular; algunos
compuestos pueden unirse a proteinas transportadoras endo-
genas cuya funcién es aportar nutrientes y biomoléculas al SNC,
y proteinas pequefias que si se inhalan pueden ser captadas
directamente por el nervio olfativo y transportadas al cerebro.

Autoridades reguladoras de los Estados Unidos

En los Estados Unidos, la facultad de regular las sustancias desde
el punto de vista de la neurotoxicidad esta asignada legalmente a
cuatro organismos: la Food and Drug Administration (FDA), la
Environment Protection Agency (EPA), la Occupational Safety &
Hygiene Administration (OSHA) y la Consumer Products Safety
Commission (CPSC). Mientras la OSHA regula generalmente las
exposiciones profesionales a las sustancias quimicas neurotoxicas
(y otras), la EPA esta facultada para regular las exposiciones
profesionales y no profesionales a los plaguicidas con arreglo a la
Ley federal sobre insecticidas, fungicidas y rodenticidas (FIFRA).
La EPA regula también las sustancias nuevas antes de su fabrica-
cion y comercializaciéon, lo que la obliga a examinar tanto los
riesgos profesionales como los no profesionales.

Identificacion de los peligros

Se definen como peligros neurotoxicos los agentes que afectan
negativamente a la fisiologia, bioquimica o integridad estructural
del sistema nervioso o de una funcion del sistema nervioso que se
expresa en el comportamiento (EPA 1993). La determinaciéon de
la neurotoxicidad intrinseca es un proceso dificil debido a la
complejidad del sistema nervioso y a las multiples formas en que
aquélla se expresa. Algunos efectos pueden tardar en
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Tabla 33.14 e Casos importantes de neurotoxicidad.

Ano(s)
400 a.C.
dec. 1930

dec. 1930
1932

1937
1946
dec. 1950

dec. 1950

dec. 1950

dec. 1950-
dec. 1970

1956

1956

1956-1977

1959
1960

1964
1968
1969

1971

1971

1973
1974-1975
1976
1977
1979-1980
dec. 1980
1981
1985

1987

Fuente: OTA 1990.

Lugar
Roma
Estados Unidos (Sudeste)

Europa
Estados Unidos (California)

Suddfrica

Japén (Minimata)
Francia
Marruecos

Estados Unidos

Turquia
Japdn

Marruecos
Irag

Japdn
Japén
Japon

Estados Unidos

Irag

Estados Unidos (Ohio)
Estados Unidos

(Hopewell, VA)
Estados Unidos (Texas)
Estados Unidos (California)
Estados Unidos

(Lancaster, TX)
Estados Unidos
Espaiia

Estados Unidos y Canadd

Canadd

Sustancia
Plomo
T0CP

Apiol (con TOCP)
Talio

TOCP
Tetraetilplomo
Mercurio

Organotina
Manganeso
AETT
Endrin

H(B
Clioguinol

T0CP
Mercurio

Mercurio
P(B
n-Hexano

Hexaclorofeno

Mercurio

MIBK

(lordecone (Kepone)

Leptophos (Phosvel)

Dicloropropeno
(Telone 11)

BHMH (Lucel-7)

MPTP

Aceite téxico
contaminado

Aldicarb

Acido domoico

Comentarios
Hipdcrates comprueba la toxicidad del plomo en los mineros.

Un compuesto que se suele afiadir a los aceites lubrificantes contamina la bebida alcohdlica “Ginger
Juke”; de 20.000 a 100.000 afectados, mds de 5.000 de ellos por pardlisis.

Un farmaco abortivo que contiene TOCP provoca 60 casos de neuropatia.

Roban y utilizan para hacer tortas cebada rociada con sulfato de talio, empleado como rodenticida;
13 miembros de una familia hospitalizados con sinfomas neuroldgicos; seis muertos.

60 sudafricanos afectados por pardlisis fras emplear un aceite de cocina contaminado.
Mds de 25 personas padecen trastornos neuroldgicos tras limpiar unos depésitos de gasolina.

Centenares de personas consumen pescado y marisco contaminados con mercurio procedente de una
fabrica de productos quimicos; 121 infoxicados, 46 muertos, muchos recién nacidos con grave
dafio neuroldgico.

La contaminacion de Stallinon con trietilestaio produce mds de 100 muertos.

150 mineros padecen infoxicacion crénica por manganeso, con graves problemas neuroldgicos y de
conducta.

Se comprueba que un componente de perfumes es neurotdxico; se retira del mercado en 1978;
se desconocen sus efectos sobre la salud humana.

49 personas enferman tras consumir productos de panaderia preparados con harina contaminada con
el insecticida endrin; algunos casos de convulsiones.

De 3.000 a 4.000 personas se intoxican con hexaclorobenceno, fungicida para grano;
tasa de mortalidad del 10 por ciento.

Se comprueba que un fdrmaco para la diarrea del vigjero causa neuropatia;
hasta 10.000 afectados a lo largo de dos decenios.

Unos 10.000 afectados por consumir aceite de cocina confaminado con aceite lubrificante.

Pan contaminado con el mercurio que se emplea como fungicida para el grano; mds de
1.000 afectados.

646 afectados por metilmercurio.
Aceite de arroz contaminado con bifenilos policlorados; 1.665 afectados.

93 casos de neuropatia tras exposicion a n-hexano, empleado en la fabricacién de sandalias
de vinilo.
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Tras afios de bafiar a los bebés en agua con un 3 por ciento de hexaclorofeno se comprueba
que este desinfectante es téxico para el sistema nervioso y ofros sistemas.

Pan contaminado con el mercurio que se emplea como fungicida para el grano;
mds de 5.000 intoxicados graves, 450 muertos en hospitales; sin documentar los efectos
en muchos bebés expuestos prenatalmente.

Trabajadores de una fabrica de textiles expuestos al disolvente; mds de 80 con neuropatia,
180 con efectos menos graves.

Trabajadores de una fdbrica de productos quimicos expuestos al insecticida; mds de 20 con graves
problemas neuroldgicos, mds de 40 con efectos menos graves.

Al' menos nueve trabajadores padecen graves problemas neuroldgicos tras exposicién al insecticida
durante el proceso de fabricacién.

24 personas hospitalizadas tras exposicion al plaguicida Telone después de un accidente de trdfico.

Siete trabajadores de una fdbrica de bafieras de pldstico padecen graves
problemas neuroldgicos tras exposicion a BHMH.

Se comprueba que la falta de pureza en la sintesis de drogas ilegales provoca sintomas idénticos
0 los de la enfermedad de Parkinson.

20.000 personas afectadas por una sustancia toxica en el aceite, con mds de 500 muertos;
numerosos casos de neuropatia grave.

En California y otros estados del oeste y en British Columbia, mds de 1.000 personas padecen
problemas neuromusculares y cardiacos tras consumir melones contaminados con este plaguicida.

129 afectados y dos muertos por consumir mejillones contaminados con dcido domoico;
sinfomas como pérdida de memoria, desorientacion y ataques.
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manifestarse, como la neurotoxicidad retardada de determinados
insecticidas organofosforados. La determinacion del peligro
neurotoxico, incluida la consideracién de las condiciones de
exposicion, dosis, duracién y periodo en que se produce, exige
por tanto prudencia y buen juicio.

La identificacion de los peligros suele basarse en estudios toxi-
colégicos de organismos intactos, en los que se valoran las
funciones de comportamiento, cognoscitivas, motoras y somato-
sensoriales mediante diversos instrumentos de investigacién que
tienen en cuenta la bioquimica, la electrofisiologia y la morfo-
logia (Tilson y Cabe 1978; Spencer y Schaumberg 1980). Dificil-
mente podria exagerarse la importancia que tiene la cuidadosa
observacion del comportamiento del organismo en su conjunto.
La identificaciéon de los peligros exige también que se evalie la
toxicidad en diferentes fases del desarrollo, desde las mas
tempranas (periodo intrauterino y primer periodo neonatal)
hasta la senectud. En los humanos, la identificacion de la neuro-
toxicidad comprende la evaluacion clinica, con métodos de valo-
racién neuroldgica, de aspectos como la funcién motora, fluidez
del habla, reflejos, funcién sensorial, electrofisiologia, ensayos
neuropsicologicos y, en algunos casos, técnicas avanzadas de
elaboraciéon de imagenes cerebrales y electroencefalografia
cuantitativa. La OMS ha desarrollado y validado una bateria de
prucbas esenciales de neurocomportamiento (NCTB), que
contiene pruebas de la funcién motora, coordinaciéon mano-ojo,
tiempo de reaccién, memoria inmediata, atencién y estado de
animo. KEsta bateria ha sido validada internacionalmente
mediante un proceso coordinado (Johnson 1978).

También en la identificaciéon de los peligros mediante el
empleo de animales es esencial adoptar unos métodos de obser-
vacion cuidadosos. La EPA de los Estados Unidos ha elaborado

una bateria de pruebas de observacion funcional como ensayos
de primer nivel para detectar y cuantificar los principales efectos
neurotoxicos (Moser 1990). Este enfoque esta presente también
en los métodos de ensayo de toxicidad subcrénica y cronica de la
OCDE. En una bateria tipica se determinan los parametros
siguientes: postura, marcha, movilidad, estimulaciéon general y
reactividad, y presencia o ausencia de temblor, convulsiones,
lacrimeo, piloereccién, salivacion, miccién o defecacién exce-
sivas, estereotipia, movimientos en circulo u otros comporta-
mientos extrafios. Entre los comportamientos que se provocan
figuran la respuesta a manipulaciones, pinchazos en la cola o
pequerios ruidos; el equilibrio y el reflejo de enderezamiento y la
fuerza de agarre de los miembros traseros. En la Tabla 33.15
figuran algunos ensayos representativos y los agentes que se
identifican con ellos.

A estos ensayos pueden seguir evaluaciones mas complejas,
que por lo general se realizan mas en los estudios mecanicistas
que en el contexto de la identificacion de los peligros. Los
métodos m vitro de identificacién de los peligros de neurotoxi-
cidad son limitados, pues no proporcionan indicaciones de los
efectos sobre funciones complejas, como el aprendizaje, pero
pueden ser muy utiles para definir las dianas de la toxicidad y
mejorar la precision de los estudios de dosis-respuesta en esos
lugares (en OMS 1986 y EPA 1993 se analizan con detalle los
principios y métodos de la identificacién de neurotéxicos poten-
ciales).

Evaluacion de la relacion dosis-respuesta

Como se ha estudiado en una seccion anterior, la determinacion
de la relacion entre la toxicidad y la dosis puede basarse en datos
humanos cuando se dispone de ellos o en ensayos con animales.

Tabla 33.15 e Ejemplos de ensayos especializados para medir la neurotoxicidad.

Funcion Procedimiento
Neuromuscular

Debilidad

Fuerza de agarre; resistencia en natacion; suspension de barra;

Agentes representativos

n-Hexano, metilbutilcetona, carbarilo

funcion motora discriminativa; extension de miembros posteriores

Descoordinacion Barra giratoria, mediciones de la marcha

Temblor Escala de clasificacion, andlisis espectral
Mioclonia, espasmos Escala de dlasificacion, andlisis especiral
Sensorial
Toxicidad auditiva
Toxicidad visual Condicionamiento discriminante
Toxicidad somatosensorial  Condicionamiento discriminante

Sensibilidad al dolor

funcionales
Toxicidad olfativa Condicionamiento discriminante
Aprendizaje, memoria

Habituacidn Reflejo de sobresalto

Condicionamiento discriminante, modificacién de reflejos

Condicionamiento discriminante (“biration”); bateria de observaciones

3-Acetilpiridina, etanol
(lordecone, piretroides de tipo |, DDT
DDT, piretroides de tipo Il

Tolueno, trimetilestafio
Metilmercurio
Acilomida

Paration

Metilbromuro de 3-metilindol

Diisopropilfluorofosfato (DFP)

Condicionamiento cldsico

Condicionamiento operativo
0 instrumental

Fuente: EPA 1993.

Membrana nictitante, aversién condicionada a sabores, evitacion pasiva,
condicionamiento olfativo

Evitacién en un sentido, evitacion negativa en dos sentidos, evitacion en
|aberinto y laberinto de agua Biol, laberinto de agua Morris, laberinto de
brazos radiales, retraso en emparejamiento con la muestra, adquisicién
repetida, aprendizaje de discriminacion visual

Aluminio, carbaril, trimetilestaiio, [DPN,
(neonatal)

(lordecone, plomo (neonatal), hipervitaminosis A, esti-
reno, DFP, trimetilestafio, carbaril, plomo
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En los Estados Unidos suele aplicarse a los neurotdxicos un
enfoque basado en un factor de incertidumbre o seguridad. Para
ello se determina primero el “nivel sin efecto adverso observable”
(NOAEL) o el “nivel minimo de efecto adverso observable”
(LOAEL) y después se divide ese valor por factores de incerti-
dumbre o seguridad (por lo general multiplos de 10) para tener
en cuenta aspectos como la falta de datos, la sensibilidad poten-
cialmente mayor de los humanos y la variabilidad de la respuesta
humana debido a la edad u otros factores. La cifra resultante se
denomina dosis de referencia (RfD) o concentracion de referencia
(RfC). Para determinar el LOAEL o el NOAEL suele utilizarse el
efecto que se produce al nivel de dosis mas bajo en la especie
animal mas sensible. La conversion de dosis animales a exposi-
ciones humanas se realiza mediante métodos normalizados de
dosimetria transespecies, teniendo en cuenta las diferencias en
materia de duracion de la vida y duraciéon de la exposicion.

Este enfoque basado en un factor de incertidumbre parte de
que existe un umbral, es decir, una dosis por debajo de la cual la
sustancia no induce efecto adverso alguno. A veces es dificil
determinar experimentalmente los umbrales correspondientes a
determinados neurotdxicos; en esos casos se establecen sobre la
base de hipotesis acerca del mecanismo de acciéon de la
sustancia, hipotesis que pueden ser validas o no para todos los
neurotoxicos (Silbergeld 1990).

Evaluacion de la exposicion

En esta fase se valora la informacion sobre fuentes, rutas, dosis y
duraciones de la exposicion al neurotoéxico en poblaciones
humanas, subpoblaciones o incluso individuos. Esa informacién
puede obtenerse de la vigilancia del medio ambiental o de mues-
tras humanas, o también mediante estimaciones basadas en hipo-
tesis normalizadas (como condiciones del lugar de trabajo y
descripciones de empleos) o modelos de destino y dispersion en el
medio ambiente (véanse unas directrices generales sobre los
métodos de evaluacion de la exposicion en EPA 1992). En
algunos casos limitados pueden utilizarse marcadores bioldgicos
para validar conclusiones y estimaciones de la exposicién; no
obstante, son relativamente pocos los biomarcadores de neuroto-
xicos que pueden utilizarse.

Caracterizacion del riesgo

Para caracterizar el riesgo se combinan la identificacion de los
peligros, la relacion dosis-respuesta y la evaluacion de la exposi-
cion. En este proceso se establecen hipétesis en materia de extra-
polacion de dosis altas a dosis bajas y de animales a humanos, asi
como sobre la validez de los umbrales que se manejan y el
empleo de los factores de incertidumbre.

Toxicologia en la reproduccién: métodos de
evaluacién del riesgo

En el ambito de la reproduccion, los peligros pueden afectar a
multiples parametros funcionales y dianas celulares del ser
humano, con consecuencias para la salud del individuo afectado
y de las generaciones futuras. Pueden afectar al desarrollo del
sistema reproductor tanto masculino como femenino, los
comportamientos reproductores, la funciéon hormonal, el hipota-
lamo vy la pituitaria, las génadas y las células germinales, la fecun-
didad, el embarazo y la duracién de la funciéon reproductora
(OTA 1985). Ademas, sustancias mutagenas pueden afectar
también a la funcién reproductora dafiando la integridad de las
células germinales (Dixon 1985).

Se sabe muy poco de la naturaleza y el grado de los efectos
adversos de las exposiciones quimicas sobre la funcién repro-
ductora de las poblaciones humanas. Se dispone de relativa-
mente poca informacion de vigilancia sobre parametros como la
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fecundidad de hombres o mujeres, la edad de la menopausia en
las mujeres o el recuento de espermatozoides en los hombres.
Sin embargo, tanto hombres como mujeres trabajan en sectores
industriales en los que pueden producirse exposiciones a sustan-
cias peligrosas para su funcion reproductora (OTA 1985).

No vamos a recapitular en esta seccion los elementos que son
comunes a la evaluacién del riesgo de los neurotoéxicos y los
toxicos reproductores, sino que nos vamos a centrar en las cues-
tiones especificas de la evaluacion del riesgo de los segundos.
Como en el caso de los neurotoxicos, la legislacion asigna la
facultad de regular las sustancias quimicas respecto de su toxi-
cidad reproductora a la EPA, la OSHA, la FDA y la CPSC. De
esos cuatro organismos, solo la EPA tiene establecida una serie
de directrices para la evaluacion del riesgo de toxicidad en la
reproduccion. Ademas, el estado de California ha elaborado
métodos al respecto en cumplimiento de una ley estatal, la cono-
cida como Proposicion 65 (Pease y cols. 1991).

Al igual que los neurotdxicos, los toxicos en la reproduccion
pueden actuar afectando a varios érganos diana o lugares de
acciéon molecular. Su evaluacion presenta la complejidad
adicional de tener que evaluar tres organismos distintos por
separado y de manera conjunta: el hombre, la mujer y la descen-
dencia (Mattison y Thomford 1989). Aunque un parametro
importante de la funcién reproductora es la generacion de hijos
sanos, la biologia reproductora también tiene que ver con la
salud de los organismos en las fases de desarrollo y madurez con
independencia de su intervencion en la procreacion. Por
ejemplo, la pérdida de la funciéon ovulatoria por agotamiento
natural o extraccion quirurgica de oocitos tiene efectos conside-
rables sobre la salud de las mujeres, como cambios en la tensién
arterial, el metabolismo de los lipidos y la fisiologia del hueso.
Las alteraciones en la bioquimica de las hormonas pueden
afectar a la susceptibilidad al cancer.

Identificacion de los peligros

Un peligro en reproduccion puede identificarse sobre la base de
datos referidos a humanos o a animales. En general, los datos
sobre humanos son relativamente escasos, debido a la necesidad
de efectuar una vigilancia minuciosa para detectar las altera-
ciones en la funcion reproductora, como el recuento o la calidad
de los espermatozoides, la frecuencia y duracion del ciclo de
ovulacién o la edad de la pubertad. La deteccion de los peligros
en reproduccion mediante el acopio de informacién sobre tasas
de fecundidad o datos sobre resultados de embarazos puede
llevar a conclusiones erréneas por las medidas deliberadas de
reducir la fecundidad que adoptan muchas parejas mediante
métodos de planificacion familiar. El seguimiento cuidadoso de
determinadas poblaciones indica que las tasas de fracaso repro-
ductor (aborto) pueden ser muy altas cuando se valoran biomar-
cadores tempranos del embarazo (Sweeney y cols. 1988).

Para identificar toxicos en reproduccion se suelen utilizar
protocolos de ensayo con animales de experimentacion. En la
mayoria de esos sistemas, como los que han desarrollado en los
Estados Unidos la FDA y la EPA e internacionalmente la OCDE
en su programa de directrices para ensayos, los efectos de los
agentes sospechosos se detectan examinando la fecundidad tras
la exposicion del macho y/o la hembra, observando los compor-
tamientos sexuales en materia de apareamiento y realizando
analisis histopatologicos de las gonadas y glandulas sexuales
secundarias, como las glandulas mamarias (EPA 1994). En los
estudios de toxicidad en la reproduccién se suelen administrar a
los animales dosis continuadas durante una o varias genera-
ciones para detectar los efectos en el proceso reproductor inte-
gral asi como los efectos en 6rganos reproductores especificos.
Se recomiendan los estudios sobre varias generaciones, pues
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permiten detectar efectos que pueden ser inducidos por la expo-
sicién durante el desarrollo del sistema reproductor en el utero.
En Estados Unidos, el Programa Nacional de Toxicologia (NTP)
ha elaborado un protocolo de ensayos especiales, denominado
Evaluaciéon de la Reproduccion mediante Cria Continua
(RACB). Se obtienen con ¢l datos sobre los cambios en el espa-
ciamiento temporal de los embarazos (que reflejan la funcion
ovulatoria), asi como el nimero y tamarfio de las camadas a lo
largo de todo el periodo del ensayo. Cuando se examina todo el
periodo vital de la hembra se puede obtener informacién sobre
abortos tempranos. Para detectar cambios en la funcién
reproductora del macho pueden afiadirse a la RACB mediciones
del esperma. Un ensayo especial para detectar las pérdidas antes
o después de la implantacion es el ensayo de factor letal domi-
nante, con el que se detectan los efectos mutagenos en la esper-
matogénesis del macho.

Se han elaborado también ensayos n vitro para detectar la
toxicidad en reproduccion (y del desarrollo) (Heindel y Chapin
1993). Se utilizan generalmente para complementar los resul-
tados de ensayos  vivo, pues aportan mas informacion sobre los
lugares diana y el mecanismo de los efectos observados.

En la Tabla 33.16 se indican los tres tipos de parametros que
se utilizan al evaluar la toxicidad reproductora: toxicidad
mediada por la pareja, toxicidad especifica de la hembra y espe-
cifica del macho. Los parametros mediados por la pareja
comprenden los que se pueden detectar tanto en estudios multi-
generacionales como en un unico organismo. Suelen incluir
también la evaluacion de la descendencia. Hay que sefialar que
la medicion de la fecundidad en los roedores es por lo general
insensible en comparaciéon con esa misma medicion en los
humanos, y que es muy posible que se produzcan efectos
adversos sobre la funcién reproductora a dosis mas bajas que las
que afectan de manera significativa a la fecundidad (EPA 1994).
Entre los parametros especificos del macho figuran los ensayos
de letalidad dominante, asi como la evaluacion histopatologica
de los érganos y el esperma, mediciones del nivel hormonal y
marcadores del desarrollo sexual. La funcién espermatica puede
valorarse asimismo con métodos de fecundacion i vitro para
determinar la capacidad de penetracién y capacitaciéon que
tienen las células germinales; esos ensayos son utiles porque son
directamente comparables con las evaluaciones i vitro que se
realizan en las clinicas de fecundidad humana, pero no aportan

Tabla 33.16 © Pardmetros de toxicologia en la reproduccién.

Pardmetros mediados por la pareja

Estudios multigeneracionales

Tasa de apareamiento, tiempo hasta apareamiento
(tiempo hasta embarazo')

Tasa de embarazos'

Tasa de partos'

Duracion de la gestacién’

Tomafio de lo camada (fotal y vivos)

Nimero de crias vivas y muertas (tasa de muerte fetal')

Sexo de los crios!

Peso al nacer!

Pesos postnatales’

Supervivencia de las crias!

Malformaciones y variaciones externas'

Reproduccion de las crias’

Tasa de ovulacin

Tasa de fecundacidn

Pérdidas antes de la implantacion

NGmero de implantaciones

Pérdidas después de la implantacion’
Malformaciones y variaciones internas!
Desarrollo estructural y funcional postnatal®

Otros pardmetros reproductivos

Pardmetros especificos de los machos

Peso de los drganos

Examen visual e histopatologia
Evaluacién del esperma’
Niveles hormonales!

Desarrollo

Testiculos, epididimidos, vesiculas seminales, préstata, pituitaria

Testiculos, epididimidos, vesiculos seminales, préstata, pituitaria

Nimero (recuento) y calidad (morfologia, motilidad) de los espermatozoides

Hormona luteinizante (LH), hormona estimulante del foliculo (FSH), testosterona, estrdgenos, prolacting
Descenso de los testiculos !, separacion del prepucio, produccién de esperma’, distancia ano-genital,

normalidad de los genitales externos’

Pardmetros especificos de las hembras

Peso corporal

Peso de los Grganos

Examen visual e histopatologia

Normalidad del ciclo del estro (menstrual’)
Niveless hormonales!

Lactancia

Desarrollo

Senectud (menopausia’)

1 Pardmetros que pueden obtenerse en los seres humanos con métodos relativamente no invasivos.
Fuente: EPA 1994.

Ovario, Gtero, vagina, pituitaria

Ovario, Utero, vagina, pituitaria, oviducto, gldndula mamaria
Citologia del flujo vaginal

LH, FSH, estrdgenos, progesterana, prolactina

Crecimiento de las crias

Normalidad de los genitales externos', orificio vaginal, citologia del flujo vaginal, inicio del estro
(menstruacion')

Citologia del flujo vaginal, histologia ovdrica
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por si mismos informacién sobre la relacion dosis-respuesta.
Entre los parametros especificos de la hembra figura, ademas de
la histopatologia de organos y las mediciones del nivel
hormonal, la valoracion de las secuelas de la reproduccion, entre
ellas la lactancia y el crecimiento de la descendencia.

En Estados Unidos, la identificacion del peligro de una
sustancia concluye con una evaluacion cualitativa de los datos de
toxicidad en virtud de la cual se determina si esa sustancia
presenta evidencia suficiente o insuficiente de peligro (EPA
1994). La evidencia “suficiente” comprende datos epidemiolo-
gicos que indican de manera convincente la existencia de una
relacion causal (o su ausencia) sobre la base de estudios de
cohortes o de casos y controles, o de series de casos bien funda-
mentadas. Los datos sobre animales, suficientes, pueden unirse a
los datos humanos, limitados, para apoyar la conclusion respecto
de un peligro de la reproduccion: para considerarlos suficientes,
a los estudios experimentales se les suele pedir que utilicen las
directrices de la EPA sobre ensayos en dos generaciones, y han
de incluir también un minimo de datos que demuestren un
efecto reproductor adverso en un estudio adecuado y bien reali-
zado sobre una de las especies del ensayo. Unas veces se dispone
de datos humanos limitados, pero otras no; no son imprescindi-
bles a efectos de la identificacién de los peligros. Para descartar
un peligro en reproduccién potencial, los datos sobre animales
han de incluir un nimero suficiente de parametros, tomados de
mas de un estudio, que indiquen la inexistencia de efectos repro-
ductores adversos sobre el animal a dosis minimamente toxicas

(EPA 1994).

Evaluacion de la relacion dosis-respuesta

Como en la evaluacion de los neurotéxicos, la demostracion de
los efectos relacionados con la dosis es una parte importante de
la evaluacion del riesgo de los toxicos para la reproduccion. En
los analisis de la relacién dosis-respuesta se plantean dos
problemas singulares: la complicada toxicocinética durante el
embarazo y la necesidad de distinguir la toxicidad especifica
para la reproduccion de la toxicidad general para el organismo.
Ocurre a veces que animales debilitados, o animales con un
nivel sustancial de toxicidad no especifica (como pérdida de
peso), no ovulan o no se aparean. La toxicidad materna puede
afectar a la viabilidad del embarazo o al sostenimiento de la
lactancia. Aunque demuestran una toxicidad, esos efectos no son
especificos de la reproduccion (Kimmel y cols. 1986). La valora-
cion de la relacion dosis-respuesta respecto de un parametro
determinado, como la fecundidad, debe realizarse en el contexto
de una evaluacion global de la reproduccion y el desarrollo. Las
relaciones dosis-respuesta de diferentes efectos pueden ser nota-
blemente distintas, pero complicar pese a ello la deteccién. Por
ejemplo, agentes que reducen el tamafio de la camada pueden
no afectar al peso de los miembros de ésta, pues hay menos
competencia para conseguir la nutricién intrauterina.

Evaluacion de la exposicion

Un importante componente de la evaluacion de la exposicion en
el caso del riesgo para la reproduccion es el que se refiere a la
informacién sobre el momento y la duracion de las exposiciones.
Las medidas de la exposicion acumulada pueden no ser lo
bastante precisas, segin cual sea el proceso biologico que se ha
visto afectado. Se sabe que exposiciones ocurridas en diferentes
fases del desarrollo tanto masculino como femenino pueden
producir resultados distintos tanto en los humanos como en los
animales de experimentaciéon (Gray y cols. 1988). También afecta
al resultado la naturaleza temporal de la espermatogénesis y la
ovulacién. Los efectos sobre la espermatogénesis pueden ser
reversibles si cesa la exposicion; en cambio, la toxicidad sobre el
oocito no es reversible, pues las hembras tienen un ntmero fijo de
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células germinales que necesitan para la ovulacion (Mattison y
Thomford 1989).

Caracterizacion del riesgo

Al igual que en la neurotoxicidad, en la toxicidad para la
reproduccion se parte de la existencia de un umbral. No obstante,
las acciones de compuestos mutagenos sobre las células germi-
nales pueden considerarse una excepcion a ese supuesto general.
En el caso de otros parametros se calcula una RfD o una RfC del
mismo modo que con los neurotoxicos: determinando el NOAEL
o el LOAEL y aplicando factores de incertidumbre adecuados. El
efecto que se utiliza para determinar el NOAEL o el LOAEL es
el punto final adverso mas sensible de la especie de mamifero mas
apropiada o mas sensible (EPA 1994). Los factores de incerti-
dumbre tienen en cuenta aspectos como las variaciones entre
especies y entre individuos de una especie, la posibilidad de
definir un NOAEL auténtico y la sensibilidad del punto final
detectado.

Las caracterizaciones del riesgo deben centrarse asimismo en
subpoblaciones concretas en situacion de riesgo, especificando
en lo posible la composiciéon por sexos, la situaciéon en materia
de embarazos y la edad. Pueden tenerse en cuenta también a los
individuos especialmente sensibles, como mujeres lactantes,
mujeres con un nuimero reducido de oocitos, hombres con
recuentos de espermatozoides bajos y adolescentes antes de la
pubertad.

ENFOQUES EN LA IDENTIFICACION DE @

LOS PELIGROS: LA IARC

Harri Vainio y Julian Wilbourn

La identificacion de los riesgos de carcinogenicidad para los
humanos viene siendo desde 1971 el objetivo de la serie Mono-
graphs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, que edita la
Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer
(IARC). Hasta la fecha se han publicado o estan en preparacion
69 volumenes, con evaluaciones de la carcinogenicidad de 836
agentes o circunstancias de exposicion (véase el Apéndice).

Estas evaluaciones cualitativas del riesgo carcindgeno para los
humanos son equivalentes a la fase de identificacion de los peli-
gros en el sistema de evaluacién del riesgo hoy generalmente
aceptado, que comprende la identificaciéon del peligro, la evalua-
cion de la relacién dosis-respuesta (incluidas extrapolaciones
fuera de los limites de las observaciones), la evaluacion de la
exposicion y la caracterizacion del riesgo.

El programa de las Monographs de la IARC tiene por objeto
publicar evaluaciones cualitativas criticas sobre la carcinogeni-
cidad para los humanos que presentan agentes (sustancias
quimicas, grupos de sustancias quimicas, mezclas complejas,
factores fisicos o bioldgicos) o circunstancias de exposicion
(exposiciones profesionales, habitos culturales) mediante la
cooperaciéon internacional basada en grupos de trabajo de
expertos. Los grupos de trabajo preparan monografias sobre una
seric de determinados agentes o exposiciones, y luego el
volumen se publica y goza de una amplia distribuciéon. Cada
monografia consta de las partes siguientes: breve descripcion de
las propiedades fisicas y quimicas del agente; métodos para su
analisis; descripcion de como y cuanto se produce y de cuanto se
utiliza; datos sobre su presencia y sus exposiciones humanas;
resimenes de informes de casos y estudios epidemiologicos
sobre el cancer en los humanos; resimenes de ensayos experi-
mentales de carcinogenicidad; breve descripcion de otros datos
biolégicos pertinentes, como toxicidad y efectos genéticos, que
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pueden indicar su posible mecanismo de accién, y evaluacién de
su carcinogenicidad. La primera parte de este plan general se
tiene que adaptar cuando se trata de agentes que no son sustan-
cias quimicas ni mezclas quimicas.

Varios grupos especiales de expertos han elaborado los princi-
pios rectores de la evaluacion de los carcindgenos, principios que
se publican en el Preambulo de las Monographs (IARC 1994a).

Instrumentos para la identificaciéon cualitativa
del riesgo (peligro) de carcinogenicidad

Se establecen asociaciones examinando los datos disponibles
procedentes de estudios sobre personas expuestas, de bioensayos
con animales de experimentaciéon y de estudios sobre exposicion,
metabolismo, toxicidad y efectos genéticos tanto en humanos
como en animales.

Estudios sobre el cdncer en los humanos

Hay tres tipos de estudios epidemiolégicos que contribuyen a la
evaluacion de la carcinogenicidad: estudios de cohortes, estudios
de casos y controles y estudios de correlacion (o ecolédgicos).
Pueden examinarse también informes de casos de cancer.

Los estudios de cohortes y de casos y controles ponen en rela-
cion las exposiciones individuales que se estudian con la
presencia de cancer en los individuos y ofrecen, como medida
principal de esa asociacién, una estimaciéon del riesgo relativo
(coeficiente entre la incidencia en las personas expuestas y la
incidencia en las no expuestas).

En los estudios de correlaciéon, la unidad de investigacion es
por lo general poblaciones enteras (por ejemplo, determinadas
zonas geograficas), y la frecuencia del cancer se pone en relacién
con una medida global de la exposicion de la poblacion al
agente. Como no se documentan las exposiciones individuales,
en estos estudios es mas dificil deducir una relaciéon causal que
en los de cohortes y de casos y controles. Los informes de casos
obedecen generalmente a una sospecha, basada en la expe-
riencia clinica, de que la concurrencia de dos hechos —es decir,
una determinada exposiciéon y la presencia de un cancer— es
mucho mas frecuente de lo que cabria atribuir al azar. Las incer-
tidumbres que rodean a la interpretacién de los informes de
casos y los estudios de correlacion hacen que éstos no sean por si
solos, salvo en raras excepciones, una base suficiente para inferir
una relacion causal.

En la interpretacion de los estudios epidemioldgicos es nece-
sario tener en cuenta la posible influencia de un sesgo o de
factores de confusion. Por sesgo se entiende la presencia, en el
disefio o ejecucion del estudio, de factores que conducen a esta-
blecer una asociacion errénea, mas fuerte o mas débil de la que
existe en realidad, entre la enfermedad y un agente. Por factores
de confusion se entienden una serie de factores que hacen que la
relacion con la enfermedad resulte mas fuerte o mas débil de lo
que es en realidad debido a un asociacién entre el factor causal
aparente y otro factor que esta asociado a un incremento o a
una reduccion de la incidencia de la enfermedad.

En la evaluacién de los estudios epidemiologicos, las asocia-
ciones fuertes (es decir, un riesgo relativo grande) indican causa-
lidad con mas probabilidad que las asociaciones débiles, aunque
se reconoce que los riesgos relativos de pequefia magnitud no
comportan una ausencia de causalidad y pueden ser importantes
cuando se trata de una enfermedad extendida. Las asociaciones
que se repiten en varios estudios del mismo disefio o utilizando
distintos enfoques epidemiologicos o en diferentes circunstancias
de exposicién tienen mas probabilidades de representar una
relacion de causalidad que las observaciones aisladas de un solo
estudio. Se considera que el incremento del riesgo de cancer al
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incrementar la cantidad de exposicién es un claro indicio de
causalidad, pero el hecho de que la respuesta no esté graduada
no descarta necesariamente la existencia de una relacién causal.
La demostracion de que el riesgo desciende tras cesar o redu-
cirse la exposicion en individuos o en poblaciones enteras apoya
también la interpretacion causal de los resultados.

Cuando varios estudios epidemiolégicos indican que la
asociacion entre una exposicion y el cancer es escasa o nula, se
puede aceptar que, entre todos ellos, contienen una evidencia
que sugiere la ausencia de carcinogenicidad. Pero ha de conside-
rarse y excluirse con certeza razonable la posibilidad de que el
resultado observado se deba a la presencia de sesgo o de factores
de confusiéon o a una clasificacién errénea de la exposicion o los
datos. La evidencia que sugiere una ausencia de carcinogeni-
cidad obtenida en varios estudios epidemiolégicos es aplicable
tnicamente al tipo o tipos de cancer, niveles de dosis e inter-
valos entre la primera exposicion y la observacion de la enfer-
medad que se han estudiado. En el caso de algunos tipos
de cancer humano, el periodo entre la primera exposicién y
el desarrollo de la enfermedad clinica es raras veces inferior a
20 afios; en los periodos de latencia sustancialmente inferiores
a 30 afios no puede haber evidencia que sugiera ausencia de
carcinogenicidad.

La evidencia relativa a la carcinogenicidad obtenida en estu-
dios sobre humanos se clasifica en una de las categorias
siguientes:

FEuvidencia suficiente de carcinogenicidad. Se ha establecido una rela-
cion de causalidad entre la exposicion al agente, mezcla o
circunstancia de exposicion y el cancer humano. Es decir, se ha
observado una relaciéon positiva entre la exposicion y el cancer
en estudios en los que puede descartarse con razonable
confianza la presencia de azar, sesgo o factores de confusion.

FEuvidencia  limitada de carcinogenicidad. Se ha observado una
asociacion positiva entre la exposicion al agente, mezcla o
circunstancia de exposicion y el cancer, y es creible su interpre-
tacion como relacién de causalidad, pero no puede descartarse
con confianza razonable la presencia de azar, sesgo o factores de
confusion.

FEuvidencia inadecuada de carcinogenicidad. Los estudios que se han
realizado no tienen la calidad, coherencia o representatividad
estadistica suficientes para poder llegar a una conclusion sobre
la presencia o ausencia de una relacién de causalidad, o no se
dispone de datos sobre el cancer en los humanos.

FEuvidencia que sugiere ausencia de carcinogenicidad. Hay varios estu-
dios adecuados que abarcan todo el intervalo de niveles de expo-
sicion que pueden experimentar los seres humanos, y esos
estudios se refuerzan mutuamente en no mostrar una asociacién
positiva entre la exposiciéon al agente y el cancer estudiado a
ninguno de los niveles de exposicién observados. La conclusién
de “evidencia que sugiere ausencia de carcinogenicidad” se
limita inevitablemente a las localizaciones del cancer, condi-
ciones y niveles de la exposicion y duracién de la observacién
abarcadas por los estudios realizados.

La aplicabilidad de una evaluacién de la carcinogenicidad de
una mezcla, proceso, actividad profesional o sector sobre la base
de la evidencia obtenida en estudios epidemioldgicos depende
del tiempo y el lugar. Deben buscarse la exposicion, proceso o
actividad especificos que se estime que tienen mas probabili-
dades de ser los responsables de cualquier exceso de riesgo, y la
evaluaciéon ha de delimitarse lo mas estrictamente posible. El
largo periodo de latencia del cancer humano complica la inter-
pretacién de los estudios epidemiolégicos.

Otra dificultad es el hecho de que los humanos estan
expuestos simultaneamente a diversas sustancias quimicas, que
pueden interactuar para incrementar o reducir el riesgo de
neoplasia.
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Estudios sobre carcinogenicidad en animales de
experimentacion

Los estudios en los que se expone a animales de experimentacién
(por lo general ratones y ratas) a carcinégenos potenciales y
después se examina en ellos la presencia o ausencia de cancer se
empezaron a realizar hace unos 50 afios con el fin de plantear
cientificamente el estudio de la carcinogénesis quimica y de evitar
algunos de los inconvenientes de utilizar s6lo datos epidemiolo-
gicos sobre humanos. En todas las Monographs de la IARC se
resumen los estudios publicados sobre carcinogenicidad en
animales y se clasifica en una de las categorias siguientes el grado
de evidencia de carcinogenicidad:

FEuvidencia suficiente de carcinogenicidad. Se ha establecido una rela-
cion de causalidad entre el agente o mezcla y una mayor inci-
dencia de neoplasias malignas o de una combinacién adecuada
de neoplasias benignas y malignas en dos o mas especies de
animales o en dos o mas estudios independientes sobre una
misma especie realizados en épocas distintas, en laboratorios
distintos o conforme a protocolos distintos. Excepcionalmente
podria considerarse que un tunico estudio sobre una tnica
especie aporta evidencia suficiente de carcinogenicidad cuando
se presentan neoplasias malignas con una intensidad inusual
respecto de su incidencia, localizacion, tipo de tumor o edad a la
que se presentan.

Evidencia  limitada de carcinogenicidad. Los datos sugieren un
efecto carcinogeno, pero son demasiado limitados para formular
una evaluacion definitiva porque, por ejemplo, a) la evidencia de
carcinogenicidad se limita a un Gnico experimento, o b) quedan
algunas dudas sin resolver acerca de la calidad del disefio, la
realizacién o la interpretacion del estudio, o c) el agente o
mezcla aumenta la incidencia s6lo de neoplasias benignas o de
lesiones de potencial neoplasico incierto, o de determinadas
neoplasias que pueden presentarse espontineamente con altas
incidencias en determinadas estirpes.

FEuvidencia inadecuada de carcinogenicidad. Los estudios no pueden
interpretarse ni en el sentido de presencia ni en el de ausencia
de efecto carcinégeno debido a importantes limitaciones cualita-
tivas o cuantitativas, o porque no se dispone de datos sobre el
cancer en animales de experimentacion.

Evidencia que sugiere ausencia de carcinogenicidad. Se dispone de
estudios adecuados sobre un minimo de dos especies que indican
que, dentro de los limites de los ensayos utilizados, el agente o
mezcla no es carcindégeno. La conclusion de evidencia que
sugiere ausencia de carcinogenicidad se limita inevitablemente a
las especies, localizacién del tumor y niveles de exposiciéon que
se han estudiado.

Otros datos de interés para la evaluacion
de la carcinogenicidad
Entre los datos sobre los efectos biolégicos en los humanos que
son de especial interés figuran las consideraciones toxicoldgicas,
cinéticas y metabdlicas, asi como la presencia de union al ADN y
la persistencia de lesiones en el ADN o dafio genético en las
personas expuestas. La informacion toxicologica, como la que se
refiere a la citotoxicidad y regeneracién, la unién a receptores y
los efectos hormonales e inmunolégicos, y los datos sobre cinética
y metabolismo en animales de experimentaciéon se resumen
cuando se consideran de interés para el posible mecanismo de la
accién carcinoégena del agente. Los resultados de los ensayos para
detectar efectos genéticos y afines se resumen respecto de todos
los mamiferos, incluido el hombre, células de mamiferos en
cultivo y sistemas de no mamiferos. Las relaciones estructura-acti-
vidad se mencionan cuando son relevantes.

Respecto del agente, mezcla o circunstancia de exposicién que
es objeto de la evaluacién, los datos disponibles sobre parame-
tros u otros fenomenos de interés para los mecanismos de la
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carcinogénesis obtenidos en estudios sobre humanos y animales
de experimentacién y en ensayos tisulares y celulares se resumen
en una o varias de las categorias descriptivas siguientes:

e Lvidencia de genotoxicidad (es decir, cambios estructurales al
nivel de los genes): por ejemplo, consideraciones de estructu-
ra-actividad, formacion de aductos, mutagenicidad (efecto
sobre genes especificos), mutaciones cromosémicas 0
aneuploidia.

e Lvidencia de efectos sobre la expresion de genes pertinentes (es
decir, cambios funcionales al nivel intracelular): por ejemplo,
alteraciones de la estructura o cantidad del producto de un
protooncogén o de un gen supresor de tumores, o alteraciones
de la activacion y desactivacion metabolicas o de la reparacion
del ADN.

e Lvidencia de efectos pertinentes sobre el comportamiento
celular (es decir, cambios morfolégicos o de comportamiento al
nivel celular o tisular): por e¢jemplo, induccién de mitogénesis,
proliferacion celular compensatoria, preneoplasia e hiper-
plasia, supervivencia de células premalignas o malignas (inmor-
talizacién, inmunosupresion) o efectos sobre el potencial de
metastasis.

e Evidencia obtenida de relaciones dosis-tiempo de efectos carci-
négenos e interacciones entre agentes: por ejemplo, fase
temprana frente a fase tardia, conforme a estudios epidemiolé-
gicos; Iniclo, promocién, progresién o conversion a malig-
nidad, conforme a experimentos de carcinogenicidad en
animales; toxicocinética.

Estas categorias no son excluyentes, y un agente puede
aparecer en mas de una de ellas. Asi, por ejemplo, la accion de
un agente sobre la expresién de los genes pertinentes podria
resumirse en las categorias primera y segunda, aun cuando se
suplera con razonable certeza que esos efectos tienen un origen
genotoxico.

Evaluaciones globales

Por ultimo, se consideran en su conjunto todos los resultados a fin
de llegar a una evaluacion global de la carcinogenicidad para los
humanos de un agente, mezcla o circunstancia de exposicion. La
evaluacion puede referirse a un grupo de sustancias quimicas
cuando los datos de apoyo indican que otros compuestos
relacionados de los que no hay evidencia directa de su capacidad
para inducir cancer en humanos o animales pueden ser también
carcindgenos, y en esos casos se afiade al texto de la evaluacién
una justificacion de dicha conclusion.

El agente, mezcla o circunstancia de exposicion se describe en
los términos que figuran en las categorias siguientes, y se indica
el grupo al que se le ha asignado. La categorizaciéon de un
agente, mezcla o circunstancia de exposiciéon es una cuestiéon de
juicio cientifico, en el que se debe reflejar la mayor o menor
evidencia obtenida en estudios con humanos y animales de
experimentacioén y en otros datos pertinentes.

Grupo 1

El agente (mezcla) es carcinégeno para los humanos. La circuns-
tancia de exposicion comporta exposiciones que son carcinégenas
para los humanos.

Esta categoria se utiliza cuando hay evidencia suficiente de
carcinogenicidad en los humanos. Excepcionalmente puede
incluirse en esta categoria un agente (mezcla) respecto del que la
evidencia en los humanos no llega a ser suficiente pero si hay
evidencia suficiente de carcinogenicidad en animales de experi-
mentacién y clara evidencia en humanos expuestos de que el
agente (mezcla) actiia a través de un mecanismo de carcinogeni-
cidad pertinente.
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Grupo 2

Estan incuidos en esta categoria los agentes, mezclas y circunstan-
cias de exposicion respecto de los cuales, por uno de los extremos,
el grado de evidencia de carcinogenicidad en los humanos es casi
suficiente, asi como aquellos otros respecto de los cuales, por el
otro extremo, no hay datos humanos pero si evidencia de carcino-
genicidad en animales de experimentacién. Sobre la base de la
evidencia epidemioldgica y experimental de carcinogenicidad y
otros datos pertinentes, los agentes, mezclas y circunstancias de
exposicion se asignan bien al grupo 2A (probablemente carciné-
genos para los humanos), bien al grupo 2B (posiblemente carci-
nogenos para los humanos).

Grupo 24. El agente (mezcla) es probablemente carcinégeno
para los humanos. La circunstancia de exposiciéon comporta
exposiciones que son probablemente carcindégenas para los
humanos. Se utiliza esta categoria cuando hay evidencia limi-
tada de carcinogenicidad en los humanos y evidencia suficiente
de carcinogenicidad en animales de experimentacién. En
algunos casos puede clasificarse en esta categoria un agente
(mezcla) cuando hay evidencia inadecuada de carcinogenicidad
en los humanos y evidencia suficiente de carcinogenicidad en
animales de experimentacién y clara evidencia de que la carci-
nogénesis esta llevada a cabo por un mecanismo que también
opera en los humanos. Con caracter excepcional, puede clasifi-
carse también en esta categoria un agente, mezcla o circuns-
tancia de exposicién tnicamente sobre la base de evidencia
limitada de carcinogenicidad en los humanos.

Grupo 2B. El agente (mezcla) es posiblemente carcindégeno
para los humanos. La circunstancia de exposicion comporta
exposiciones que son posiblemente carcinégenas para los
humanos. Se utiliza esta categoria para los agentes, mezclas y
circunstancias de exposicién respecto de los cuales hay la
evidencia limitada de carcinogenicidad en los humanos vy
evidencia menos que suficiente de carcinogenicidad en animales
de experimentacion. Puede utilizarse también cuando hay
evidencia inadecuada de carcinogenicidad en los humanos pero
evidencia suficiente de carcinogenicidad en animales de experi-
mentacion. En algunos casos puede incluirse en este grupo un
agente, mezcla o circunstancia de exposicion respecto del cual
hay evidencia inadecuada de carcinogenicidad en los humanos
pero evidencia limitada de carcinogenicidad en animales de
experimentacién junto con evidencia complementaria a partir
de otros datos relevantes.

Grupo 3

El agente (mezcla o circunstancia de exposicion) no es clasifli-
cable en cuanto a su carcinogenicidad para los humanos. Se
utiliza sobre todo esta categoria para los agentes, mezclas y
circunstancias de exposicion respecto de los cuales la evidencia de
carcinogenicidad es inadecuada en los humanos e inadecuada o
limitada en animales de experimentacion.

Excepcionalmente pueden incluirse en esta categoria agentes
(mezclas) respecto de los cuales la evidencia de carcinogenicidad
es inadecuada en los humanos pero suficiente en los animales de
experimentaciéon cuando hay una clara evidencia de que el
mecanismo de carcinogenicidad observado en los animales de
experimentacioén no opera en los humanos.

Grupo 4

El agente (mezcla) es probablemente no carcindégeno para los
humanos. Se incluyen en esta categoria los agentes o mezclas
respecto de los cuales hay la evidencia que sugiere ausencia de
carcinogenicidad en los humanos y en animales de experimenta-
cion. En algunos casos pueden clasificarse en este grupo agentes o
mezclas respecto de los cuales hay evidencia inadecuada de carci-
nogenicidad en los humanos pero evidencia que sugiere ausencia

IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS: LA IARC

de carcinogenicidad en los animales de experimentacion, con el
apoyo claro y sistematico de una amplia gama de otros datos
relevantes.

Los sistemas de clasificacién que ha elaborado el hombre no
son lo suficientemente perfectos para abarcar todas las
complejas entidades de la biologia. No obstante, son utiles como
principios de orientacién y pueden modificarse a medida que se
van consolidando nuevos conocimientos sobre la carcinogénesis.
Al incluir un agente, mezcla o circunstancia de exposiciéon en
una u otra categoria es esencial basarse en los juicios cientificos
formulados por el grupo de expertos.

Resultados hasta la fecha

Hasta la fecha se han publicado o estan en preparaciéon 69 volu-
menes de las Monographs de la IARC, en los que se evalua la carci-
nogenicidad para los humanos de 836 agentes o circunstancias de
exposicion. Setenta y cuatro agentes o exposiciones se han
evaluado como carcinégenos para los humanos (Grupo 1), 56
como probablemente carcinégenos para los humanos (Grupo
2A), 225 como posiblemente carcindégenos para los humanos
(Grupo 2B) y uno como probablemente no carcinégeno para los
humanos (Grupo 4). En el caso de 480 agentes o exposiciones, los
datos epidemiologicos y experimentales disponibles no permi-
tieron evaluar su carcinogenicidad para los humanos (Grupo 3).

Importancia de los datos mecanicistas

En el Preambulo revisado, que aparecié por vez primera en el
volumen 54 de las Monographs de la IARC, se contempla la posibi-
lidad de que un agente respecto del cual la evidencia epidemiolo-
gica de cancer es menos que suficiente sea incluido en el Grupo 1
cuando hay evidencia suficiente de carcinogenicidad en animales
de experimentacién y clara evidencia en humanos expuestos de
que el agente actia a través de un mecanismo de carcinogeni-
cidad aplicable a los humanos. A la inversa, un agente respecto
del cual hay evidencia inadecuada de carcinogenicidad en los
humanos y evidencia suficiente en animales de experimentacion y
clara evidencia de que el mecanismo de carcinogénesis no opera
en los humanos puede colocarse en el Grupo 3 en vez de, como
seria lo normal, en el Grupo 2B —posiblemente carcinégenos
para los humanos.

En tres ocasiones se ha debatido recientemente la utilizacion
de esos datos mecanicistas.

Aunque esta en general aceptado que la radiacion solar es
carcinogena para los humanos (Grupo 1), los estudios epidemio-
logicos sobre cancer humano por el empleo de lamparas de
radiaciones UVA y UVB no proporcionan mas que una
evidencia limitada de carcinogenicidad. En tumores humanos de
células escamosas de zonas de la piel expuestas al sol se han
observado especiales sustituciones en tandem de bases (GC®T'T)
en genes supresores de tumores p533. Aunque la UVR puede
inducir transiciones similares en algunos sistemas experimentales
y las radiaciones UVB, UVA y UVC son carcinbgenas en los
animales de experimentacién, los datos mecanicistas disponibles
no le parecieron al grupo de trabajo lo suficientemente contun-
dentes para clasificar las radiaciones UVB, UVA y UVC en un
grupo superior al 2A (IARC 1992). En un estudio publicado
después de la reunion (Kress y cols. 1992) se demostré la exis-
tencia de transiciones CC®TT en p53 en tumores cutdneos
inducidos por la radiacion UVB en el ratéon, lo que podria
sugerir que ¢ésta deberia clasificarse también como carcinégena
para los humanos (Grupo 1).

El segundo caso en el que se estudié la posibilidad de incluir
un agente en el Grupo | a pesar de no haber evidencia epide-
miologica suficiente es el de la 4,4‘metilen-bis(2-cloroanilina)
(MOCA). La MOCA es carcinégena en perros y roedores y
posee una amplia genotoxicidad. Se une al ADN mediante
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reaccion con N-hidroxi MOCA, y los mismos aductos que se
forman en los tejidos diana de la carcinogenicidad en los
animales se han encontrado en células uroteliales de un reducido
numero de personas expuestas. Tras considerar largamente la
posibilidad de pasar la MOCA a la categoria superior, el grupo
de trabajo decidié finalmente clasificarla globalmente en el
Grupo 2A, es decir, como probablemente carcindégena para los
humanos (IARC 1993).

Durante una reciente evaluacién del oxido de etileno
(IARC 1994b), los estudios epidemiolégicos disponibles propor-
cionaban una evidencia limitada de carcinogenicidad en los
humanos mientras que los estudios con animales de experimen-
tacion daban evidencia suficiente de carcinogenicidad. El 6xido
de etileno se clasifico como carcindgeno para los humanos
(Grupo 1) teniendo en cuenta otros datos pertinentes: 1) que el
oxido de etileno induce un aumento sensible, persistente y rela-
cionado con la dosis de la frecuencia de aberraciones cromoso-
micas e intercambios de cromatidial hermanas en linfocitos
periféricos y microntcleos de las células de la médula ésea de los
trabajadores expuestos; 2) que se ha asociado con tumores
malignos del sistema linfatico y hematopoyético tanto en los
humanos como en los animales de experimentacién; 3) que
induce un incremento relacionado con la dosis de la frecuencia
de aductos de hemoglobina en los humanos expuestos e incre-
mentos relacionados con la dosis del niimero de aductos tanto de
ADN como de hemoglobina en los roedores expuestos; 4) que

induce mutaciones génicas y translocaciones heredables en las
células germinales de los roedores expuestos, y 5) que es un
poderoso mutageno y clastogeno a todos los niveles filogenéticos.

Ningtn grupo de trabajo ha utilizado hasta el momento la
posibilidad, contemplada en el Preambulo, de que un agente
respecto del cual hay evidencia suficiente de carcinogenicidad en
animales se incluya en el Grupo 3 (en vez de en el Grupo 2B, en
el que se clasificaria normalmente) cuando hay clara evidencia
de que el mecanismo de carcinogenicidad que actia en los
animales no lo hace en los humanos. Se podria haber contem-
plado tal posibilidad en el caso del d-limoneno si hubiera habido
evidencia suficiente de su carcinogenicidad en animales, pues
hay datos que sugieren que la produccién de o.2-microglobulina
en el rifion del macho de la rata esta vinculada a los tumores
renales observados.

Entre las muchas sustancias quimicas que consider6 priorita-
rias un grupo de trabajo especial que se reunié en diciembre de
1993 figuraban algunos mecanismos de accion intrinsecos que se
proponen con frecuencia y se identificaban determinadas clases
de agentes sobre la base de sus propiedades bioldgicas. El
grupo de trabajo recomendé que, antes de que se evaluaran
los agentes como los proliferantes de peroxisomas, fibras, polvos
y agentes tirostaticos, dentro del programa de las Monografias
se convocaran grupos de trabajo especiales para examinar
los ultimos conocimientos sobre sus mecanismos de acciéon
correspondientes.

@ APENDICE: EVALUACIONES GLOBALES DE CARCINOGENICIDAD PARA LOS

HUMANOS: MONOGRAFIAS DE LA IARC, VOLUMENES 1-69 (836)!

Grupo 1: Carcinégenos para los humanos (74)

Agentes y grupos de agentes

Aflatoxinas [1402-68-2] (1993)

Amianto [1332-21-4]

4-Aminodifenilo [92-67-1]

Anticonceptivos orales, combinados’

Anticonceptivos orales, secuenciales

Arsénico [7440-38-2] y compuestos de arsénico®

Azatioprina [446-86-6]

Benceno [71-43-2]

Bencidina [92-87-5]

Berilio [7440-41-7] y compuestos de berilio (1993)°

Bis(2-cloroetil)-2-naftilamina (clornafacina) [494-03-1]

Bis(clorometil) éter [542-88-1] y clorometil metil éter
[107-30-2] (grado técnico)

Cadmio [7440-43-9] y compuestos del cadmio (1993)°

Ciclofosfamida [50-18-0] [6055-19-2]

Ciclosporina [79217-60-0] (1990)

Clorambucil [305-03-3]

1-(2-Cloroetil)-3-(4-metilciclohexil)- 1 -nitrosourea
(metil-CCNU; semustina) [13909-09-6]

1 El numero de Chemical Abstract figura entre corchetes; los afios que aparecen
entre paréntesis corresponden al afio en que se publico la evaluacion con posterio-
ridad al Suplemento 7-Grupo de Trabajo para agentes, mezclas o circunstancias de
exposicion incluidos en los Volumenes 43 al 61 de las Monografias.

2 Esta evaluacion se aplica al grupo de sustancias quimicas como conjunto, no
necesariamente a cada una de ellas como elemento dentro del grupo.

3 Evaluados como grupo.

4 Evaluacion global por la que pasa de 2A a 1 con pruebas de apoyo a partir de
otros datos relevantes para la evaluacion de la carcinogenicidad y sus mecanismos.

5 La evidencia de que estos agentes poseen un efecto protector contra los
canceres de ovario y endometrio es concluyente.
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Cloruro de vinilo [75-01-4]

Cromo[VI], compuestos de (1990)

Dietilsilbestrol [56-53-1]

Dimetanosulfonato de 1,4-butanediol (myleran)
[55-98-1]

Erionita [66733-21-9]

Estrégenos, esteroideos’

Estrogenos, no esteroideos’

Estrogenos, terapia de sustituciéon con

Gas mostaza (mostaza de azufre) [505-60-2]

Helicobacter pylor: (infeccion con) (1994)

Melfalan [148-82-3]

8-Metoxipsoraleno (metoxsaleno) [298-81-7] mas
radiacion ultravioleta A

MOPP y otras quimioterapias combinadas, incluidos
agentes alquilantes

2-Naftilamina [91-59-8]

Niquel, compuestos de (1990)?

Opusthorchis viverring (infeccion con) (1994)

Oxido de etileno* [75-21-8] (1994)

Radiacién solar (1992)

6 La evidencia de que este agente (tamoxifeno) reduce el riesgo de cancer de
mama contralateral es igualmente concluyente.

7 Evaluacion global por la que pasa de 2A a 1 con pruebas de apoyo a partir de
otros datos relevantes para la evaluacion de la carcinogenicidad y sus mecanismos.

8 Evaluacion global por la que pasa de 2B a 2A con pruebas de apoyo a partir de
otros datos relevantes.

9 Evaluacion global por la que pasa de 3 a 2B con pruebas de apoyo a partir de
otros datos relevantes.

10 Hay cierta evidencia de la relacion inversa que existe entre el consumo de café
y el cancer de intestino grueso; el consumo de café no puede clasificarse por su carci-
nogenicidad para otros 6rganos.
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Radoén [10043-92-2] y sus productos de desintegracion
(1988)

Schistosoma haematobium (infeccion con) (1994)

Silice [14808-60-7] cristalina (inhalada en forma de cuarzo
o cristobalita a partir de exposiciones profesionales)

Talco con fibras asbestiformes

Tamoxifeno [10540-29-1]°

Tiotepa [52-24-4] (1990)

Treosulfan [299-75-2]

Virus de la hepatitis B (infeccion crénica con) (1993)

Virus de la hepatitis C (infeccion crénica con) (1993)

Virus del papiloma en humanos, tipo 16 (1995)

Virus del papiloma en humanos, tipo 18 (1995)

Virus linfotropico de células T en humanos, tipo I (1996)

Mezclas
Aceites de esquisto [68308-34-9)]
Aceites minerales, no tratados o levemente tratados
Alquitranes de hulla [8007-45-2]
Bebidas alcoholicas (1988)
Betel mascado con tabaco
Breas de alquitran de hulla [65996-93-2]
Hollines
Humo de tabaco
Mezclas analgésicas con fenacetina
Pescado salado (estilo chino) (1993)
Polvo de madera
Productos del tabaco, sin humo

Exposiciones
Aluminio, produccién de
Auramina (fabricacion de)
Calzado (fabricacion y reparacion de)
Caucho, industria del
Ebanisteria y fabricacién de muebles
Extraccion de hematites (subterranea) con exposicion a
radon
Fundicion siderdrgica
Gasificacion del carbon
Isopropanol, fabricaciéon de (proceso con acidos fuertes)
Magenta, fabricacion de (1993)
Nieblas de acidos fuertes inorganicos con acido sulfirico
(exposicion profesional) (1992)
Pintores (exposicion profesional de los) (1989)
Produccion de coque

Grupo 2: Probablemente carcinégenos para los
humanos (56)

Agentes y grupos de agentes
Acrilamida [79-06-1] (1994)8
Acrilonitrilo [107-13-1]
Adriamicina® [23214-92-8]
Azacitidina® [320-67-2] (1990)
Benz[o]antraceno® [56-55-3]
Benzo[o]pireno® [50-32-8]
Biscloroetil nitrosourea (BCNU) [154-93-8]
Bromuro de vinilo [593-60-2]
1,3-Butadieno [106-99-0] (1992)
Captafol [2425-06-1] (1991)
Cisplatina® [15663-27-1]
Clonorchis sinensis (infeccion con)® (1994)
Cloranfenicol [56-75-7] (1990)
Clorhidrato de procarbazina ® [366-70-1]
1-(2-Cloroetil)-3-ciclohexil-1-nitrosourea® (CCNU)

[13010-47-4]
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p-Cloro-o-toluidina [95-69-2] y sus sales de acidos fuertes
(1990)

Clorozotocina® [54749-90-5] (1990)

Cloruro de dimetilcarbamoilo® [79-44-7]

Colorantes derivados de la benzidina®

Dibenz[a,]antraceno® [53-70-3]

Dibromuro de etileno® [106-93-4]

Epiclorhidrina® [106-89-8]

Esteroides androgénicos (anabolicos)

N-Etil-N-nitrosourea® [759-73-9]

Fenacetina [62-44-2]

Fluoruro de vinilo [75-02-5]

Formaldehido [50-00-0])

1Q? (2-Amino-3-metilimidazo[4,5-/|quinolina)
[76180-96-6] (1993)

4,4*“Metileno bis(2-cloroanilina) (MOCA)® [101-14-4] (1993)

N-Metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina® (MNNG) [70-25-7]

N-Metil-N-nitrosourea® [684-93-5]

5-Metoxipsoraleno® [484-20-8]

Mostazas nitrogenadas [51-75-2]

N-Nitrosodietilamina® [55-18-5]

N-Nitrosodimetilamina® [62-75-9]

Oxido de 7,8-estireno® [96-09-3] (1994)

Radiacién ultravioleta A® (1992)

Radiacién ultravioleta B® (1992)

Radiacién ultravioleta Cg (1992)

Sulfato de dietilo [64-67-5] (1992)

Sulfato de dimetilo® [77-78-1]

Tetracloroetileno [127-18-4]

Tricloroetileno [79-01-6]

Tris(2,3-dibromopropil)fosfato® [126-72-7]

Mezclas
Bifenilos policlorados [1336-36-3]
Creosotas [8001-58-9]
Gases de escape de motores Diesel (1989)
Insecticidas no arsenicales (exposiciones profesionales
en rociado y aplicacion de) (1991)
Mate caliente (1991)

Exposiciones
Lamparas y camas de rayos ultravioleta (uso de) (1992)
Peluqueros o barberos (exposicion profesional de los) (1993)
Refinado de petréleo (exposicion profesional en el) (1989)
Vidrio artistico, recipientes de vidrio y articulos de vidrio
prensado (fabricacion de) (1993)

Grupo 2B: Posiblemente carcinégenos para los
humanos (225)

Agentes y grupos de agentes
A-0—C (2-Amino-9H-pirido[2,3-b]indol) [26148-68-5]
Acetaldehido [75-07-0]
Acetamida [60-35-5]
Acetato de medroxiprogesterona [71-58-9]
Acetato de metilazoximetanol [592-62-1]
Acetato de vinilo [108-05-4] (1995)
Acido cafeico [331-39-5] (1993)
Acido cloréndico [115-28-6] (1990)
Acido nitrilotriacético [139-13-9] y sus sales (1990)3
Acrilato de etilo[140-88-5]
AF-2 [2-(2-Furil)-3-(5-nitro-2-furil)acrilamida] [3688-53-7]
Aflatoxina M1 [6795-23-9] (1993)
p-Aminoazobenceno [60-09-3]
o-Aminoazotolueno [97-56-3]
2-Amino-5-(5-nitro-2-furil)-1,3,4-tiadiazol [712-68-5]
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Amitrol [61-82-5]

Anaranjado Oil SS [2646-17-5]

o-Anisidina [90-04-0]

Aramita [140-57-8]

Atrazina® [1912-24-9] (1991)

Auramina [492-80-8] (grado técnico)

Azaserina [115-02-6]

Azul CI Direct 15 [2429-74-5] (1993)

Azul Disperse 1 [2475-45-8] (1990)

Azul HC ntm. 1 [2784-94-3] (1993)

Azul tripan [72-57-1]

Benzo[b]fluoranteno [205-99-2]

Benzo[j]fluoranteno [205-82-3]

Benzo[£]fluoranteno [207-08-9]

Bleomicinas [11056-06-7]

Bromato de potasio [7758-01-2]

Bromodiclorometano [75-27-4] (1991)

B-Butirolactona [3068-88-0]

Cicasina [14901-08-7]

Clordano [57-74-9] (1991)

Clordecone (Kepone) [143-50-0]

p-Cloroanilina [106-47-8] (1993)

4-Cloro-o- fenilendiamina [95-83-0]

Clorofenoles

Cloroformo [67-66-3]

1-Cloro-2-metilpropeno [513-37-1]

Cobalto [7440-48-4] y compuestos de cobalto® (1991)

Complejo hierro-dextrano [9004-66-4]

p-Cresidina [120-71-8]

Dacarbazina [4342-03-4]

Dantron (crisacina; 1,8-dihidroxiantraquinona)
[117-10-2] (1990)

Daunomicina [20830-81-3]

DDT [p,p:DDT, 50-29-3] (1991)

NN-Diacetilbencidina [613-35-4]

2,4-Diaminoanisol [615-05-4]

4,4:Diaminodifenil éter [101-80-4]

2,4-Diaminotolueno [95-80-7]

Dibenz[a,h]acridina [226-36-8]

Dibenz[a,]acridina [224-42-0]

7H-Dibenzo|¢g]carbazol [194-59-2]

Dibenzo[a,¢]pireno [192-65-4]

Dibenzo[a,h]pireno [189-64-0]

Dibenzo[a,]pireno [189-55-9]

Dibenzo[a,/]pireno [191-30-0]

p-Diclorobenceno [106-46-7]
1,2-Dibromo-3-cloropropano [96-12-8]

3,3*Diclorobencidina [91-94-1]

3,3:Dicloro-4,4‘diaminodifenil éter [28434-86-8]
1,2-Dicloroetano [107-06-2]

Diclorometano (cloruro de metileno) [75-09-2]

1,3-Dicloropropeno [542-75-6] (técnico)

Diclorvos [62-73-7] (1991)

Diepoxibutano [1464-53-5]

Diepoxido de 4-vinilciclohexeno [107-87-6] (1994)
1,2-Dietilhidrazina [1615-80-1]

Diglicidil resorcinol éter [101-90-6]

Dihidrosafrol [94-58-6]

Diisocianatos de tolueno [26471-62-5]

p-Dimetilaminoazobenceno [60-11-7]

trans-2-[(Dimetilamino)metilimino]-5-[2-(5-nitro-2-
furil)-vinil]-1,3,4-oxadiazol [25962-77-0]

2,6-Dimetilanilina (2,6-xilidina) [87-62-7] (1993)

3,3:Dimetilbencidina (o-tolidina) [119-93-7]

Dimetilformamida [68-12-2] (1989)

1,1-Dimetilhidrazina [57-14-7]
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1,2-Dimetilhidrazina [540-73-8]

3,3Dimetoxibencidina (o-Dianisidina) [119-90-4]

3,7-Dinitrofluoranteno [105735-71-5]

3,9-Dinitrofluoranteno [22506-53-2]

1,6-Dinitropireno [42397-64-8] (1989)

1,8-Dinitropireno [42397-65-9] (1989)

2,4-Dinitrotolueno [121-14-2]

2,6-Dinitrotolueno [606-20-2]

1,4-Dioxano [123-91-1]

Esterigmatocistina [10048-13-2]

Estireno [100-42-5] (1994)

Estreptozotocina [18883-66-4|

Extractos de negro de humo

o-Fenilfenato de sodio [132-27-4]

Fenilglicidil éter [122-60-1] (1989)

Fenitoina [57-41-0]

Fenobarbital [50-06-6]

Fibras ceramicas

2-(2-Formilhidrazino)-4-(5-nitro-2-furil)tiazol [3570-75-0]

Ftalato de di(2-etilhexilo) [117-81-7]

Glicidaldehido [765-34-4]

Glu-P-1 (2-amino-6-metildipirido|[1,2-a:3;2-d]imidazol)
[67730-11-4]

Glu-P-2 (2-aminodipirido(1,2-a:3;2*d]imidazol)
[67730-10-3]

Griseofulvina [126-07-8]

Helecho comun

Heptacloro [76-44-8] (1991)

Herbicidas clorofenoxi

Hexaclorobenceno [118-74-1]

Hexaclorociclohexanos

Hexametilfosforamida [680-31-9]

Hidrazina [302-01-2]

Hidrocloruro de fenazopiridina [136-40-3]

Hidrocloruro de fenoxibenzamina [63-92-3]

Hidroxianisol butilado (BHA) [25013-16-5]

Indeno[1,2,3-cd]pireno [193-39-5]

Isopreno [78-79-5] (1994)

Lana de vidrio (1988)

Lana mineral (de escorias) (1988)

Lana mineral (de rocas) (1988)

Lasiocarpina [303-34-4]

Magenta [632-99-5] (con CI rojo basico 9) (1993)

MeA-0-C (2-Amino-3-metil-9H-pirido|[2,3-4]indol)
[68006-83-7]

MelQ (2-Amino-3,4-dimetilimidazo[4,5-f]quinolina)
[77094-11-2] (1993)

MelQx (2-Amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-f]quinoxalina)
[77500-04-0] (1993)

Merfalan [531-76-0]

Metanosulfonato de etilo [62-50-0]

Metanosulfonato de metilo [66-27-3]

2-Metilaziridina (propilenimina) [75-55-8]

5-Metilcriseno [3697-24-3]

4,4:Metilendianilina [101-77-9]

4,4‘Metileno bis(2-metilanilina) [838-88-0]

Metilmercurio, compuestos de (1993)?

2-Metil-1-nitroantraquinona [129-15-7] (pureza incierta)

N-Metil-M-nitrosouretano [615-53-2]

Metiltiouracilo [56-04-2]

Metronidazol [443-48-1]

Mirex [2385-85-5]

Mitomicina C [50-07-7]

Monocrotalina [315-22-0]

5-(Morfolinometilo)-3-[(5-nitrofurfurilideno)amino]-
2-oxazolidinona [3795-88-8]
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Mostaza de uracilo [66-75-1]

Nafenopino [3771-19-5]

Niquel, metalico [7440-02-0] (1990)

Niridazol [61-57-4]

5-Nitroacenafteno [602-87-9]

2-Nitroanisol [91-23-6] (1996)

Nitrobenceno [98-95-3] (1996)

6-Nitrocriseno [7496-02-8] (1989)

Nitrofeno [1836-75-5], técnico

2-Nitrofluoreno [607-57-8] (1989)

1-[(5-Nitrofurfurilideno)amino]-2-imidazolidinona
[555-84-0]

N-[4-(5-Nitro-2-furil)-2-tiazolil|acetamida
[531-82-8]

1-Nitropireno [5522-43-0] (1989)

4-Nitropireno [57835-92-4] (1989)

2-Nitropropano [79-46-9]

N-Nitrosodi-n-butilamina [924-16-3]

N-Nitrosodietanolamina [1116-54-7]

N:=Nitrosodi-n-propilamina [621-64-7]

4-(N-Nitrosometilamino)-1-(3-piridil)-1-butanona
(NNK) [64091-91-4]

3-(M-Nitrosometilamino)propionitrilo [60153-49-3]

N-Nitrosometiletilamina [10595-95-6]

N-Nitrosometilvinilamina [4549-40-0]

N-Nitrosomorfolina [59-89-2]

N-Nitrosonornicotina [16543-55-8]

N-Nitrosopiperidina [100-75-4]

N-Nitrosopirrolidina [930-55-2]

N-Nitrososarcosina [13256-22-9]

Ocratoxina A [303-47-9] (1993)

Oxazepam [604-75-1] (1996)

N-Oxido de mostazas nitrogenadas [126-85-2]

Oxido de propileno [75-56-9] (1994)

Palygorskita (attapulgita) [12174-11-7] (fibras largas: mas
de 5 micras) (1997)

Panfuran S (con dihidroximetilfuratricina [794-93-4])

Pentaclorofenol [87-86-5] (1991)

PhIP (2-Amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina)
[105650-23-5] (1993)

Plomo [7439-92-1] y compuestos de plomo inorganico

Ponceau MX [3761-53-3]

Ponceau 3R [3564-09-8]

Progestinas

1,3-Propanosultona [1120-71-4]

Propiltiouracilo [51-52-5]

B-Propiolactona [57-57-8]

Rojo CI Acid 114 [6459-94-5] (1993)

Rojo CI Basic 9 [569-61-9] (1993)

Rojo Citrus nim. 2 [6358-53-8]

Sacarina [81-07-2]

Safrol [94-59-7]

Schistosoma_japonicum (infeccién con) (1994)

Sulfalato [95-06-7]

Sulfato de diisopropilo [2973-10-6] (1992)

Tetracloruro de carbono [56-23-5]

Tetranitrometano [509-14-8] (1996)

Tioacetamida [62-55-5]

4,4 Tiodianilina [139-65-1]

Tiourea [62-56-6]

Tiourea de etileno [96-45-7]

o-Toluenos clorados (cloruro de bencilo, cloruro de benzal,
benzotricloruro)

o-Toluidina [95-53-4]

Triclormetina (hidrocloruro de trimustina) [817-09-4] (1990)

Trioxido de antimonio [1309-64-4] (1989)

3
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Trp-P-1 (3-Amino-1,4-dimetil-5H-pirido[4,3-4]indol)
[62450-06-0]

Trp-P-2 (3-Amino-1-metil-5H-pirido[4,3-b]indol)
[62450-07-1]

Uretano [51-79-6]

4-Vinilciclohexeno [100-40-3] (1994)

Violeta de bencilo 4B [1694-09-3]

Virus de inmunodeficiencia humana tipo 2
(infeccion con) (1996)

Virus del papiloma en humanos: tipos distintos de

16, 18, 31 y 33 (1995)

Mezclas

Betunes [8052-42-4], extractos de, refinados con vapor
y con agua

Bifenilos polibromados [firemaster BP-6, 59536-65-1]

Café (vejiga urinaria)® (1991)

Carragenina [9000-07-1], degradada

Combustible para Diesel, embarcaciones (1989)

Encurtidos de verduras (tradicionales en Asia) (1993)

Fuel-oils, residuales (pesados) (1989)

Gases de escape de motores, gasolina (1989)

Gasolina (1989)

Humos de soldadura (1990)

Parafinas cloradas de longitud media de cadena de
carbono C12 y grado medio de cloracion de
aproximadamente el 60 % (1990)

Toxafeno (canfenos policlorados) [8001-35-2]

Toxinas derivadas de Fusarium moniliforme (1993)

Exposiciones
Carpinteria y ebanisteria
Limpieza en seco (exposiciones profesionales en) (1995)
Manufacturas textiles (trabajo en) (1990)
Procesos de impresion (exposiciones profesionales en) (1996)

Grupo 3: Inclasificables en cuanto a su
carcinogenicidad para los humanos (480)

Agentes y grupos de agentes
Aceites 1sopropilicos
Acetato de bencilo [140-11-4]
Acetato de polivinilo [9003-20-7]
Acetato de vinilo [108-05-4]
Acido acrilico [79-10-7]
p-Acido aminobenzoico [150-13-0]
Acido 11-aminoundecanoico [2432-99-7]
Acido antranilico [118-92-3]
Acido dicloroacético [79-43-6] (1995)
Acido ¢is-9,10-epoxiestearico [2443-39-2]
Acido hidroclérico [7647-01-0] (1992)
N-Acido nitrosofélico [29291-35-8]
Acido parasorbico [10048-32-5]
Acido penicilico [90-65-3]
Acido poliacrilico [9003-01-4]
Acido shikimico [138-59-0]
Acido tanico [1401-55-4] y taninos
Acido tricloroacético [76-03-9] (1995)
Acrilato de n -butilo [141-32-2]
Acrilato de 2-etilhexilo [103-11-7] (1994)
Acrilato de metilo [96-33-3]
Acroleina [107-02-8]
Actinomicina D [50-76-0]
Adipato de di(2-etilhexilo) [103-23-1]
Afolato [52-46-0]
Agua potable clorada (1991)
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Alcohol polivinilico [9002-89-5]

Aldicarb [116-06-3] (1991)

Aldrin [309-00-2]

Almizcle ambrette [83-66-9] (1996)
Almizcle de xileno [81-15-2] (1996)
Amaranto [915-67-3]

Amarillo AB [85-84-7]

Amarillo Disperse 3 [2832-40-8] (1990)
Amarillo HC nam. 4 [59820-43-8] (1993)
Amarillo OB [131-79-3]

Amarillo Sunset FCF [2783-94-0]
Amarillo Vat 4 [128-66-5] (1990)
5-Aminoacenafteno [4657-93-6]
2-Aminoantraquinona [117-79-3]
1-Amino-2-metilantraquinona [82-28-0]
2-Amino-4-nitrofenol [99-57-0] (1993)
2-Amino-5-nitrofenol [121-88-0] (1993)
4-Amino-2-nitrofenol [119-34-6]
2-Amino-5-nitrotiazol [121-66-4]
Ampicilina [69-53-4] (1990)

Anaranjado CI Acid 3 [6373-74-6] (1993)
Anaranjado de acridina [494-38-2]
Anaranjado G [1936-15-8]

Anaranjado I [523-44-4]

Anestésicos, volatiles

Angelicina [523-50-2] mas radiacién ultravioleta A
Anbhidrido succinico [108-30-5]

Anilina [62-53-3]

p-Anisidina [104-94-9]

Antantreno [191-26-4]

Antraceno [120-12-7]

Antralinato de cinamilo [87-29-6]
Aurotioglucosa [12192-57-3]

Aziridil benzoquinona [800-24-8]
Aziridina [151-56-4]

2-(1-Aziridiniljetanol [1072-52-2]
Azobenceno [103-33-3]

Azul Brilliant FCE sal de disodio [3844-45-9]
Azul Evans [314-13-6]

Azul HC ntm. 2 [33229-34-4] (1993)

Azul VRS [129-17-9]

Benz[a]acridina [225-11-6]
Benz[c]acridina [225-51-4]
Benzo|c¢]fenantreno [195-19-7]
Benzo|ghi]fluoranteno [203-12-3]
Benzola]fluoreno [238-84-6]
Benzo[b]fluoreno [243-17-4]
Benzo[c¢]fluoreno [205-12-9]
Benzo|ghi]perileno [191-24-2]
Benzo[e]pireno [192-97-2]
p-Benzoquinona dioxima [105-11-3]
Bis(2,3-epoxiciclopentil)éter [2386-90-5] (1989)
Bis(2-cloroetil)éter [111-44-4]
Bis(2-cloro-1-metiletil)éter [108-60-1]
1,2-Bis(clorometoxi)etano [13483-18-6]
1,4-Bis(clorometoximetil)benceno [56894-91-8]
Bisfenol A diglicidil éter [1675-54-3] (1989)
Bis(2-hidroxietil)ditiocarbamato de potasio [23746-34-1]
Bisulfitos (1992)

Bromocloroacetonitrilo [83463-62-1] (1991)
Bromoetano [74-96-4] (1991)
Bromoformo [75-25-2] (1991)

Bromuro de metilo [74-83-9]
Butilhidroxitolueno (BHT) [128-37-0]
Y-Butirolactona [96-48-0]

Butoxipiperonilo [51-03-6]
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Cafeina [58-08-2] (1991)

Cantaridina [56-25-7]

Captan [133-06-2]

Carbamato de metilo [598-55-0]

Carbamato de n-propilo [627-12-3]

Carbarilo [63-25-2]

Carbazol [86-74-8]

3-Carbetoxipsoraleno [20073-24-9]

Carboxilato de 3,4-epoxi-6-metilciclohexilmetil-
3,4-epoxi-6-metilciclohexano [141-37-7]

Carmoisina [3567-69-9]

Carragenina [9000-07-1], natural

Catecol [120-80-9]

Ciclamatos [ciclamato de sodio, 139-05-9]

Cicloclorotina [12663-46-6]

Ciclohexanona [108-94-1] (1989)

Ciclopenta[cd]pireno [27208-37-3]

Cimetidina [51481-61-9] (1990)

Citrato de clomifeno [50-41-9]

Citrinina [518-75-2]

Clofibrato [637-07-0]

Cloral [75-87-6] (1995)

Clordimeformo [6164-98-3]

Clorito de sodio [7758-19-2] (1991)

Cloroacetonitrilo [107-14-2] (1991)

Clorobencilato [510-15-6]

Clorodibromometano [124-48-1] (1991)

Clorodifluorometano [75-45-6]

Cloroetano [75-00-3] (1991)

4-Cloro-m-fenilendiamina [5131-60-2]

Clorofluorometano [593-70-4]

3-Cloro-2-metilpropeno [563-47-3] (1995)

Cloronitrobencenos [88-73-3; 121-73-3; 100-00-5] (1996)

Cloropreno [126-99-8]

Cloropropham [101-21-3]

Cloroquina [54-05-7]

Clorotalonilo [1897-45-6]

2-Cloro-1,1,1-trifluoroetano [75-88-7]

Cloruro de acriflavina [8018-07-3]

Cloruro de alilo [107-05-1]

Cloruro de benzoilo [98-88-4]

Cloruro de metilo [74-87-3]

Cloruro de polivinilo [9002-86-2]

Cloruro de vinilideno [75-35-4]

Colesterol [57-88-5]

Complejo hierro-dextrina [9004-51-7]

Complejo hierro-sorbitol-acido citrico [1338-16-5]

Copolimeros de acrilonitrilo-butadieno-estireno

Copolimeros de cloruro de vinilideno-cloruro de
vinilo [9011-06-7]

Copolimeros de cloruro de vinilo-acetato de vinilo
[9003-22-9]

Copolimeros de estireno-acrilonitrilo [9003-54-7]

Copolimeros de estireno-butadieno [9003-55-8]

Coroneno [191-07-1]

m-Cresidina [102-50-1]

Criseno [218-01-9]

Crisoidina [532-82-1]

Cromol|[III], compuestos de (1990)

Cromo [7440-47-3], metalico (1990)

Crotonaldehido [4170-30-3] (1995)

Cumarina [91-64-3]

Dapsone [80-08-0]

Deltametrina [52918-63-5] (1991)

Diacetilaminoazotolueno [83-63-6]

Dialato [2303-16-4]
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1,2-Diamino-4-nitrobenceno [99-56-9)]

1,4-Diamino-2-nitrobenceno [5307-14-2] (1993)

2,5-Diaminotolueno [95-70-5]

Diazepam [439-14-5]

Diazometano [334-88-3]

Dibenz[a,c]antraceno [215-58-7]

Dibenz[agj|antraceno [224-41-9]

Dibenzo-p|-dioxina (1997)

Dibenzodioxinas cloradas (distintas de TCDD)

Dibenzo-p-dioxinas policloradas (distintas de 2,3,7,
8-tetra-clorodibenzo-p-dioxina) (1997)

Dibenzo[a,¢]fluoranteno [5385-75-1]

Dibenzofuranos policlorados (1997)

Dibenzo A, rst]pentafeno [192-47-2]

Dibromoacetonitrilo [3252-43-5] (1991)

Dicloroacetileno [7572-29-4]

Dicloroacetonitrilo [3018-12-0] (1991)

o-Diclorobenceno [95-50-1]

trans-1,4-Diclorobuteno [110-57-6]

2,6-Dicloro-para-fenilendiamina [609-20-1]
1,2-Dicloropropano [78-87-5]

Dicofol [115-32-2]

Dieldrin [60-57-1]

Dietilditiocarbamato de sodio [148-18-5]

2,4*Difenildiamina [492-17-1]

Dihidrocloruro de manomustina [551-74-6]

Dihidroximetilfuratricina [794-93-4]

4,4:Diisocianato de 3,3*dimetoxibencidina [91-93-0]

Diisocianato de 4,4‘metilendifenilo [101-68-8]

Diisocianato de 1,5-naftaleno [3173-72-6]

Diisocianato de polimetilenpolifenilo [9016-87-9]

4,4:Dimetilangelicina [22975-76-4] mas radiacién
ultravioleta A

4,5‘Dimetilangelicina [4063-41-6] mas radiacion
ultravioleta A

NN-Dimetilanilina [121-69-7] (1993)
1,4-Dimetilfenantreno [22349-59-3]

Dimetoxano [828-00-2]

1,3-Dinitropireno [75321-20-9] (1989)

Dinitrosopentametilentetramina [101-25-7]

Dioxido de azufre [7446-09-5] (1992)

Dioxido de titanio [13463-67-7] (1989)

Disulfiran [97-77-8]

Ditranol [1143-38-0]

Doxefazepam [40762-15-0] (1996)

Droloxifeno [82413-20-5] (1996)

Dulcina [150-69-6]

Endrin [72-20-8]

Eosina [15086-94-9]

1,2-Epoxibutano [106-88-7] (1989)

Espironolactona [52-01-7]

Espumas de poliuretano [9009-54-5]

Estazolam [29975-16-4] (1996)

Estearato de glicidilo [7460-84-6]

Estrogenos-progestina, terapia de sustitucion

Etileno [74-85-1] (1994)

Etionamida [536-33-4]

Eugenol [97-53-0]

Fenantreno [85-01-8]

Fenicarbazida [103-03-7]

Fenilbutazona [50-33-9]

m-Fenilendiamina [108-45-2]

p-Fenilendiamina [106-50-3]

o-Fenilfenol [90-43-7]

N-Fenil-2-naftilamina [135-88-6]

Fenol [108-95-2] (1989)
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Fenvalerato [51630-58-1] (1991)

Ferbam [14484-64-1]

Fibras acrilicas

Fibras modacrilicas

Fibrillas de p-aramida [24938-64-5] (1997)

Filamentos de vidrio (1988)

Fluometuron [2164-17-2]

Fluoranteno [206-44-0]

Fluoreno [86-73-7]

5-Fluoruracilo [51-21-8]

Fluoruro de vinilideno [75-38-7]

Fluoruros (inorganicos, empleados en el agua potable)

Ftalato de butilbencilo [85-68-7]

Furazolidona [67-45-8]

Furfural [98-01-1] (1995)

Furosemida (Frusemida) [54-31-9] (1990)

Gemfibrozilo [25812-30-0] (1996)

Giromitrina [16568-02-8]

Hematites [1317-60-8]

Hexaclorobutadieno [87-68-3]

Hexacloroetano [67-72-1]

Hexaclorofeno [70-30-4]

Hidralazina [86-54-4]

Hidrato de cloral [302-17-0] (1995)

Hidrazida de acido isonicotinico (isoniazida) [54-85-3]

Hidrazida maleica [123-33-1]

Hidroclorotiacida [58-93-5] (1990)

Hidrocloruro de pronetalol [51-02-5]

Hidrocloruro de semicarbazida [563-41-7]

Hidrogenofosfito de dimetilo [868-85-9] (1990)

Hidroquinona [123-31-9]

4-Hidroxiazobenceno [1689-82-3]

8-Hidroxiquinolina [148-24-3]

8-Hidroxiquinolina de cobre [10380-28-6]

Hidroxisenkirkina [26782-43-4]

Hipocloritos (1991)

Isatidina [15503-86-3]

Isofosfamida [3778-73-2]

Isopropanol [67-63-0]

Isosafrol [120-58-1]

Isotiocianato de alilo [57-06-7]

Isovalerato de alilo [2835-39-4]

Jacobine [6870-67-3]

Kaempferol [520-18-3]

d-Limoneno [5989-27-5] (1993)

Luces fluorescentes (1992)

Luteoskyrina [21884-44-6]

Malation [121-75-5]

Malonaldehido [542-78-9]

Maneb [12427-38-2]

Marron Sudan RR [6416-57-5]

Medfalan [13045-94-8]

Melamina [108-78-1]

6-Mercaptopurina [50-44-2]

Mercurio [7439-97-6] y compuestos inorganicos de
mercurio (1993)

Mesilato de hicantona [23255-93-8]

Metabisulfitos (1992)

Metacrilato de metilo [80-62-6] (1994)

Metacrilato de polimetilo [9011-14-7]

5-Metilangelicina [73459-03-7] mas radiaciéon ultravioleta A

1-Metilcriseno [3351-28-8]
2-Metilcriseno [3351-32-4]
3-Metilcriseno [3351-31-3]
4-Metilcriseno [3351-30-2]
6-Metileriseno [1705-85-7]
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N-Metil-N,4-dinitrosoanilina [99-80-9]

4,4*Metilenbis(V;N-dimetil)bencenamina [101-61-1]

1-Metilfenantreno [832-69-9]

2-Metilfluoranteno [33543-31-6]

3-Metilfluoranteno [1706-01-0]

Metilglioxal [78-98-8] (1991)

N-Metilolacrilamida [90456-67-0] (1994)

Metilparation [298-00-0]

7-Metilpirido[3,4-c]psoraleno [85878-62-2]

Metotrexato [59-05-2]

Metoxicloro [72-43-5]

Monuron [150-68-5] (1991)

Morfolina [110-91-8] (1989)

Mostaza de estradiol [22966-79-6]

1,5-Naftalendiamina [2243-62-1]

1-Naftilamina [134-32-7]

1-Naftiltiourea (ANTU) [86-88-4]

Nitiacida [139-94-6]

5-Nitro-g-anisidina [99-59-2]

9-Nitroantraceno [602-60-8]

7-Nitrobenz|a]antraceno [20268-51-3] (1989)

6-Nitrobenzo|[a]pireno [63041-90-7] (1989)

4-Nitrobifenilo [92-93-3]

3-Nitrofluoranteno [892-21-7]

Nitrofural (nitrofurazona) [59-87-0] (1990)

Nitrofurantoina [67-20-9] (1990)

1-Nitronaftaleno [86-57-7] (1989)

2-Nitronaftaleno [581-89-5] (1989)

3-Nitroperileno [20589-63-3] (1989)

2-Nitropireno [789-07-1] (1989)

M:-Nitrosoanabasina [37620-20-5]

MN:Nitrosoanatabina [71267-22-6]

M-Nitrosodifenilamina [86-30-6]

p-Nitrosodifenilamina [156-10-5]

MN-Nitrosoguvacina [55557-01-2]

M-Nitrosoguvacolina [55557-02-3]

MN-Nitrosohidroxiprolina [30310-80-6]

4-(N-Nitrosometilamino)-4-(3-piridil)-1-butanal (NNA)
[64091-90-3]

3-(M-Nitrosometilamino)propionaldehido [85502-23-4]

N-Nitrosoprolina [7519-36-0]

5-Nitro-o-toluidina [99-55-8] (1990)

Nitrovina [804-36-4]

Nylon 6 [25038-54-4]

Oleato de glicidilo [5431-33-4]

Opusthorchis felineus (infeccion con) (1994)

Oxido de decabromodifenilo [1163-19-5] (1990)

Oxido de hierro sacarado [8047-67-4]

Oxido de tris(1-aziridinil)fosfina [545-55-1]

Oxido de tris(2-metil-1-aziridinil)fosfina [57-39-6]

Oxido férrico [1309-37-1]

Oxifenbutazona [129-20-4]

Palygorskita (attapulgita) [12174-11-7] (fibras cortas:
menos de 5 micras) (1997)

Paracetamol (acetaminofeno) [103-90-2] (1990)

Paration [56-38-2]

Patulina [149-29-1]

Pentacloroetano [76-01-7]

Perileno [198-55-0]

Permetrina [52645-53-1] (1991)

Peroxido de benzoilo [94-36-0]

Peroxido de hidrogeno [7722-84-1]

Peroxido de lauroilo [105-74-8]

Petasitenina [60102-37-6]

Picloram [1918-02-1] (1991)

Pireno [129-00-0]
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Pirido[3,4-¢|psoraleno [85878-62-2]

Pirimetamina [58-14-0]

Pirrolidona de polivinilo [9003-39-8]

Plomo, compuestos organicos [75-74-1], [78-00-2]

Policloropreno [9010-98-4]

Poliestireno [9003-53-6]

Polietileno [9002-88-4]

Polipropileno [9003-07-0]

Politetrafluoroctileno [9002-84-0]

Polvo de carbon (1997)

Ponceau SX [4548-53-2]

Prazepam [2955-38-6] (1996)

Prednimustina [29069-24-7] (1990)

Prednisona [53-03-2]

Propham [122-42-9]

Propileno [115-07-1] (1994)

Ptaquilosida [87625-62-5]

Quercetina [117-39-5]

p-Quinona [106-51-4]

Quintoceno (pentacloronitrobenceno) [82-68-8]

Reserpina [50-55-5]

Resorcinol [108-46-3]

Retrorsina [480-54-6]

Rhodamina B [81-88-9]

Rhodamina 6G [989-38-8]

Riddelliina [23246-96-0]

Rifampicina [13292-46-1]

Ripazepam [26308-28-1] (1996)

Rojo CI Pigment 3 [2425-85-6] (1993)

Rojo D & C num. 9 [5160-02-1] (1993)

Rojo de metilo [493-52-7]

Rojo HC num. 3 [2871-01-4] (1993)

Rojo Scarlet [85-83-6]

Rojo Sudan 7B [6368-72-5]

Rugulosina [23537-16-8]

Sales de proflavina

Sales de tetrakis(hidroximetil)fosfonio (1990)

Schistosoma mansoni (infeccion con) (1994)

Selenac de etilo [5456-28-0]

Selenac de metilo [144-34-3]

Selenio [7782-49-2] y compuestos de selenio

Senecifilina [480-81-9]

Senkirkina [2318-18-5]

Sepiolita [15501-74-3]

Silice [7631-86-9], amorfa

Simacina [122-34-9] (1991)

Sinfitina [22571-95-5]

Sudan I [842-07-9]

Sudan II [3118-97-6]

Sudan III [85-86-9]

Sulfafurazol (sulfisoxazol) [127-69-5]

Sulfametoxazol [723-46-6]

Sulfato de fenelcina [156-51-4]

Sulfato de vinblastina [143-67-9]

Sulfato de vincristina [2068-78-2]

Sulfitos (1992)

Sulfonato de p-dimetilaminoazobencenodiazo y
sodio [140-56-7]

Sulfuro de bis(1-aziridinil)morfolinofosfina [2168-68-5]

Sulfuro de etileno [420-12-2]

Talco [14807-96-6], sin fibras asbestiformes

Telurac de etilo [20941-65-5]

Temazepam [846-50-4] (1996)

Teobromina [83-67-0] (1991)

Teofilina [58-55-9] (1991)

2,2;5,5“Tetraclorobencidina [15721-02-5]
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1,1,1,2-Tetracloroetano [630-20-6]

1,1,2,2-Tetracloroetano [79-34-3]

Tetraclorvinfos [22248-79-9]

Tetrafluoroetileno [116-14-3]

Thiram [137-26-8] (1991)

Tiouracilo [141-90-2]

Tolueno [108-88-3] (1989)

Tolueno de vinilo [25013-15-4] (1994)

Toremifeno [89778-26-7] (1996)

Toxinas derivadas de Fusarium graminearum, I culmorum y
E crookwellense (1993)

Toxinas derivadas de Fusarium sporotrichioides (1993)

Triclorfon [52-68-6]

Tricloroacetonitrilo [545-06-2] (1991)

1,1,1-Tricloroetano [71-55-6]

1,1,2-Tricloroetano [79-00-5] (1991)

Trietilenglicol diglidicil éter [1954-28-5]

Trifenileno [217-59-4]

Trifluralina [1582-09-8] (1991)

4,4;6-Trimetilangelicina [90370-29-9] mas radiacién
ultravioleta

2,4,5-Trimetilanilina [137-17-7]

2,4,6-Trimetilanilina [88-05-1]

4,5;8-Trimetilpsoraleno [3902-71-4]

2,4,6-Trinitrotolueno [118-96-7] (1996)

Tris(aziridinil)-p-benzoquinona (triazicuona) [68-76-8]

2,4,6-Tris(1-aziridinil)-s-triazina [51-18-3]

Tris(2-cloroetil)fosfato [115-96-8] (1990)

1,2,3-Tris(clorometoxi)propano [38571-73-2]

Trisulfuro de antimonio [1345-04-6] (1989)

Verde Fast FCF [2353-45-9]

Verde Guinea B [4680-78-8]

Verde Light SF [5141-20-8]

N=Vinil-2-pirrolidona [88-12-0]

Virus de la hepatitis D (1993)

Virus linfotrépico de células T en humanos, tipo II (1996)

Wollastonita [13983-17-0]

Xileno [1330-20-7] (1989)

2,4-Xilidina [95-68-1]

2,5-Xilidina [95-78-3]

Yoduro de metilo [74-88-4]

Zectran [315-18-4]

Zeolitas [1318-02-1] distintas de la erionita
(clinoptilolita, filipsita, mordenita, zeolita japonesa
no fibrosa, zeolitas sintéticas) (1997)

Zineb [12122-67-7]

Ziram [137-30-4] (1991)

Mezclas

Aceites minerales, muy refinados

Betel mascado, sin tabaco

Betunes [8052-42-4], refinados con vapor, residuo del
cracking y refinados con aire

Combustible para aviones a reaccion (1989)

Combustibles para Diesel, destilados (ligeros) (1989)

Disolventes de petroleo (1989)

Fuel-oils, destilados (ligeros) (1989)

Mate (1990)

Petroleo crudo [8002-05-9] (1989)

Te (1991)

Terpenos policlorados (StrobaneR) [8001-50-1]

Tintas de imprenta (1996)

Exposiciones

Articulos de cuero (fabricacion de)
Cuero (curtido y elaboracion del)
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Industria de la madera y aserraderos (incluida la corta)
Papel y pasta de papel (manufactura de)

Pinturas (exposicion profesional en manufactura de) (1989)
Tintes para el pelo (uso personal) (1993)

Vidrio plano y especial (manufactura de) (1993)

Grupo 4: Probablemente no carcinégenos para
los humaneos (1)
Caprolactama [105-60-2]

EVALUACION DEL RIESGO DE
CARCINOGENICIDAD: OTROS
ENFOQUES

Cees A. van der Heijden

Si bien los principios y métodos de la evaluaciéon del riesgo que
comportan las sustancias quimicas no carcinégenas son similares
en diferentes partes del mundo, llama la atenciéon que en el caso
de las sustancias carcinégenas la evaluacion del riesgo se enfoque
de muy diversas maneras. No s6lo hay notables diferencias entre
unos paises y otros, sino incluso diversos organismos reguladores,
comités y cientificos especializados de un mismo pais aplican o
proponen enfoques distintos. En el caso de las sustancias no carci-
nogenas, la evaluacion del riesgo es bastante sistematica y estd
relativamente consolidada debido en parte a que es una actividad
mas antigua y a que se conoce mejor la naturaleza de los efectos
toxicos en comparacion con los de los carcinégenos, y hay por
ello un alto grado de consenso y de confianza, tanto de los cienti-
ficos como del publico general, en los métodos que se utilizan y
en sus resultados.

En el ambito de las sustancias no carcinégenas se introdujeron
factores de seguridad para compensar las incertidumbres que
presentaban los datos toxicologicos (obtenidos en su mayor parte
en experimentos con animales) y su aplicabilidad a poblaciones
humanas grandes y heterogéneas. De esa manera, los limites
recomendados o exigidos a las exposiciones humanas solian
fijarse en una fraccion (enfoque basado en un factor de segu-
ridad o incertidumbre) de los niveles de exposicion en animales
que podian documentarse claramente como nivel sin efecto
adverso observable (NOAEL) o como nivel minimo de efecto
adverso observable (LOAEL). Se partia entonces de que las
propiedades peligrosas de las sustancias quimicas no se manifes-
tarian mientras la exposicion humana no excediera de los limites
recomendados. Esta practica, de una forma algo mas perfeccio-
nada, sigue aplicandose hoy en la evaluacion de los riesgos toxi-
colégicos de muchos tipos de sustancias.

A finales del decenio de 1960 y principios del de 1970 los
organos reguladores, empezando por los de los Estados Unidos,
se enfrentaron a un problema de creciente gravedad que hizo
pensar a muchos cientificos que el enfoque basado en un factor
de seguridad era inadecuado o incluso peligroso. Se trataba de
las sustancias quimicas que en determinadas condiciones se
habia comprobado que incrementaban el riesgo de cancer en los
humanos o en animales de experimentaciéon. A efectos opera-
tivos, esas sustancias se denominaron carcindgenos. La defini-
cion del término “carcindégeno” sigue siendo objeto de debates y
controversias, y hay numerosas opiniones distintas sobre cuales
son las técnicas idoneas para identificar y clasificar los carcino-
genos y el proceso de la induccion del cancer por sustancias
quimicas.

El debate se inici6 en realidad mucho antes, cuando en el
decenio de 1940 unos cientificos descubrieron que carcinégenos
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quimicos causaban el dafio mediante un mecanismo biolégico
que era de un tipo totalmente distinto de los que producian otras
formas de toxicidad. Esos cientificos, utilizando principios deri-
vados de la biologia de los tipos de cancer inducidos por la
radiacion, propusieron lo que se conoce como la hipotesis de
“agentes sin umbral”, que se consideré aplicable tanto a la
radiacion como a las sustancias quimicas carcinégenas. Se partia
de la idea de que toda exposicién a un carcindégeno que llega a
su diana bioldgica critica, especialmente el material genético, e
interactua con ella puede incrementar la probabilidad (el riesgo)
de que se desarrolle el cancer.

Al mismo tiempo que se desarrollaba el debate cientifico
sobre la cuestion del umbral iba creciendo en la opinién publica
la preocupacion por la influencia nociva de los carcindgenos
quimicos y por la urgente necesidad de proteger a la poblacién
de una serie de enfermedades reunidas bajo el nombre colectivo
de cancer. El publico general y los politicos empezaron a consi-
derar el cancer, con su caracter insidioso y su largo periodo de
latencia, mas los datos que indicaban que su incidencia en la
poblacion general estaba aumentando, como un problema preo-
cupante que justificaba la maxima proteccién. Los responsables
de la regulaciéon se enfrentaban al hecho de que en determi-
nadas situaciones gran nimero de personas, a veces casi la
poblacién entera, estaban o podian estar expuestas a niveles
relativamente bajos de sustancias quimicas (en productos de
consumo y farmacos, en el lugar de trabajo y en el aire, el agua,
los alimentos y los suelos) que se habian identificado como carci-
négenos en los humanos o en animales de experimentacién en
condiciones de exposicion relativamente intensa.

Los responsables de la regulacion se enfrentaban asi a dos
preguntas fundamentales que, en la mayoria de los casos, no
podian responderse plenamente con los métodos cientificos
disponibles:

1. ¢Qué riesgo hay para la salud humana en el intervalo de
exposiciones a sustancias quimicas que esta por debajo del
intervalo, relativamente intenso y estrecho, en el que el riesgo
de cancer puede medirse directamente?

2. ¢Qué se puede decir de los riesgos para la salud humana
cuando s6lo se han determinado los riesgos de desarrollo del
cancer en animales de experimentacién?

Las instancias reguladoras reconocieron la necesidad de partir
de unos determinados supuestos que unas veces tenian una base
cientifica pero que muchas otras no se apoyaban en datos expe-
rimentales. Para dar coherencia a las distintas actividades se
adoptaron definiciones y series de supuestos especificos que
fueran aplicables genéricamente a todos los carcinogenos.

La carcinogénesis como proceso multifasico

Datos de diversos tipos apoyan la conclusion de que la carcinogé-
nesis quimica es un proceso multifasico impulsado por el dafio
genético y por alteraciones epigenéticas, y esta teoria esta hoy
ampliamente aceptada en las comunidades cientificas de todo el
mundo (Barrett 1993). Aunque el proceso de la carcinogénesis
quimica suele separarse en tres fases —iniciacion, promocién y
progresion—, desconocemos el nimero de alteraciones genéticas
que intervienen en ¢l

La iniciaciéon comprende la inducciéon de una célula irreversi-
blemente alterada vy, en los carcinégenos genotoxicos, equivale
siempre a un hecho mutacional. Ya en 1914 Theodor Boveri
formulé la hipétesis de que la mutagénesis era un mecanismo de
la carcinogénesis, y después se ha comprobado que estaba en lo
cierto en muchos de sus supuestos y predicciones. Como la mas
minima cantidad de un carcindégeno que modifica el ADN
puede provocar efectos mutagenos irreversibles y autorrepli-
cantes, se estima que no existe un umbral. La promocion es el
proceso en virtud del cual la célula iniciada se expande (clonal-
mente) mediante una serie de divisiones y produce lesiones
(pre)neoplasicas. La cuestion de si durante esta fase de promo-
cién las células iniciadas sufren otras alteraciones genéticas es
objeto de intensa controversia.

Por ultimo, en la fase de progresién esas células consiguen
“Inmortalizarse”, y los tumores ya plenamente malignos pueden
desarrollarse influyendo en la angiogénesis, evitando la reaccién
de los sistemas de control del huésped. Esta fase se caracteriza
por un crecimiento invasivo y por la extensién del tumor, la
mayoria de las veces en forma de metastasis. Durante la progre-
sion se producen nuevas alteraciones genéticas debidas a la ines-
tabilidad de las células en proliferacion y de la seleccion.

Por consiguiente, hay tres mecanismos generales por los que
una sustancia puede influir en el proceso multifasico de la carci-
nogenicidad. Una sustancia quimica puede inducir una determi-
nada alteraciéon genética, promover o facilitar la expansion
clonal de una célula iniciada o estimular la progresién hacia la
malignidad mediante cambios somaticos y/o genéticos.

Proceso de evaluacion del riesgo

El riesgo puede definirse como la frecuencia predicha o efectiva de
apariciéon de un efecto adverso en los humanos o el medio
ambiente debido a una determinada exposicién a un peligro. La
evaluacion del riesgo es un método de organizar sistematica-
mente la informacion cientifica, incluidas sus incertidumbres, con
miras a describir y calificar los riesgos para la salud que presentan
sustancias, procesos, acciones o hechos peligrosos. Para ello es
necesario evaluar la informacion pertinente y seleccionar los
modelos que se van a emplear al extraer conclusiones de esa

Tabla 33.17 e Comparacién de diversos procedimientos de extrapolacién a dosis bajas.

EPA de EE.UU. (actual)

Procedimiento multifdsico
lineal con el modelo de
dosis bajas mds

Dinamarca CEE

MLE a partir de modelos
T-hit y 2-hit mds decisin
del mejor resultado

Carcindgenos
genotdxicos

No se especifica
procedimiento

Reino Unido Paises Bajos Noruega

Sin modelo, expe-
riencia y juicio
cientificos a partir

Modelo lineal con DT, No se especifica
(método Peto) o procedimiento
“Método Holandés

apropiado de todos los datos Simple” si no hay
disponibles DTs,
Carcinégenos Igual que arriba Modelo bioldgico de NOAEL y factores NOEL y factores de ~ NOEL y factores de
no genotdxicos Thorslund o modelo multi- ~ de sequridad sequridad para sequridad para

fasico o de Mantel-Bryan,
basado en el origen del
tumor y la relacion dosis-
respuesta

establecer la establecer la IDA
ingesta diaria

admisible (IDA)
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informacién. Es asimismo necesario reconocer explicitamente las
incertidumbres y aceptar plenamente la posibilidad de que haya
otras interpretaciones de los datos disponibles que sean cientifica-
mente plausibles. La terminologia que se utiliza hoy en materia
de evaluacion del riesgo la propuso en 1984 la Academia
Nacional de Ciencias de los Estados Unidos. Lo que antes era la
evaluacion cualitativa del riesgo se empez6 a denominar caracte-
rizacién/identificacion de los peligros, y la evaluacion cuantita-
tiva se dividi6 en varios componentes: relacion dosis-respuesta,
evaluacion de la exposicion y caracterizacion del riesgo.

En la seccion siguiente se analizaran brevemente estos compo-
nentes desde el punto de vista de los conocimientos actuales del
proceso de la carcinogénesis (quimica). Se observara con
claridad que la principal incertidumbre que persiste en la
evaluacion del riesgo de carcinogenicidad es la que plantea la
relacion dosis-respuesta a niveles de dosis bajos, que son los
caracteristicos de la exposicién ambiental.

Identificacion de los peligros

En este proceso se identifican los compuestos potencialmente
carcinégenos para los humanos —en otras palabras, se identi-
fican sus propiedades genotdxicas intrinsecas. La clasificacion de
los compuestos carcinogenos se efecttia combinando informacién
procedente de distintas fuentes y relativa a distintas propiedades.
En general se suele utilizar la informacion siguiente:

e Datos epidemioldgicos (por ejemplo, sobre el cloruro de vinilo,
el arsénico o el amianto).

Datos sobre carcinogenicidad en animales.

Actividad genotoxica/formacion de aductos de ADN.
Mecanismos de accion.

Actividad farmacocinética.

Relaciones estructura-actividad.

La clasificaciéon de las sustancias quimicas en grupos con
arreglo a una evaluaciéon de la calidad de la evidencia de carci-
nogénesis en animales o en el hombre, cuando se dispone de
datos epidemiolégicos, es un proceso clave de la identificacién
de los peligros. Los sistemas mas conocidos para clasificar las
sustancias quimicas carcinogenas en categorias son los de la
TARC (1987), la UE (1991) y la EPA (1986). En la Tabla 33.17 se
resumen los criterios de clasificacion que emplean estos orga-
nismos (por ejemplo, métodos de extrapolacion a dosis bajas).

Una cuestion importante a la hora de clasificar los carciné-
genos que tiene a veces consecuencias de gran alcance para su
regulacion es la distincion entre mecanismos de accién genoto-
xicos y no genotoxicos. En los Estados Unidos, la EPA parte por
defecto de que, respecto de todas las sustancias que muestran
actividad carcinégena en experimentos con animales, no existe
umbral (o al menos no puede demostrarse la existencia de un
umbral), de manera que en cualquier exposiciéon hay algo de
riesgo. Se suele decir asi que los compuestos genotoxicos (los que
danan el ADN) son compuestos “sin umbral”. La UE y muchos
de sus miembros, como el Reino Unido, los Paises Bajos y Dina-
marca, establecen una distincién entre unos carcinégenos que
son genotoxicos y otros de los que se piensa que producen
tumores por mecanismos no genotoxicos. En el caso de los geno-
toxicos se utilizan procedimientos de estimaciéon cuantitativa de
la relacion dosis-respuesta que parten de que no existe un
umbral, aunque los procedimientos son a veces distintos de los
que utiliza la EPA. En el caso de las sustancias no genotoxicas se
estima que si existe un umbral, y se parte de ese supuesto en los
procedimientos que se utilizan para evaluar la relacién dosis-res-
puesta. En este dltimo caso, la evaluacion del riesgo suele
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basarse en el empleo de un factor de seguridad, similar al que se
aplica a las sustancias no carcinbgenas.

Es importante tener en cuenta que estos sistemas distintos se
desarrollaron para evaluar el riesgo en contextos y circunstan-
cias diferentes. El sistema de la IARC no se cred con fines de
regulacion, aunque se ha utilizado como base para formular
directrices en ese ambito. La EPA pretendié que su sistema
sirviera para determinar el momento en que se debia adoptar la
decision de realizar evaluaciones cuantitativas del riesgo, mien-
tras que el sistema de la UE se utiliza actualmente para incluir
un simbolo de peligro (clasificacion) y unas determinadas adver-
tencias sobre el riesgo en la etiqueta de la sustancia. Se analiza
con mas amplitud esta cuestién en un estudio reciente (Moole-
naar 1994) sobre los procedimientos que utilizan ocho orga-
nismos gubernamentales y dos organizaciones independientes
que se citan con frecuencia, la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC) y la Conferencia Ameri-
cana de Higienistas Industriales del Gobierno (ACGIH).

En general, los sistemas de clasificacién no tienen en cuenta la
amplia evidencia negativa de la que se suele disponer. Asimismo,
en los dltimos afios se ha empezado a entender mucho mejor el
mecanismo de accién de los carcinégenos. Se han ido acumu-
lando datos que indican que algunos mecanismos de la carcino-
genicidad son especificos de especies y no actian en el hombre.
Veamos algunos ejemplos de este importante fenémeno. En
primer lugar, se ha demostrado recientemente, en estudios sobre
la carcinogenicidad de las particulas diésel, que las ratas
responden con tumores de pulmoén a una fuerte carga de parti-
culas en ese drgano. Sin embargo, no se observa cancer de
pulmén en mineros del carbén cuyos pulmones presentan
cargas de particulas muy fuertes. En segundo lugar, se ha afir-
mado que los tumores renales en la rata macho no son significa-
tivos para el hombre, pues el elemento clave de esa respuesta
“tumorgénica” es la acumulacién en el rifion de o-2 microglobu-
lina, proteina que no existe en los humanos (Borghoff, Short y
Swenberg 1990). También hay que mencionar a este respecto los
trastornos de la funcién tiroidea en los roedores y la prolifera-
cion de peroxisomas o mitogénesis en el higado del raton.

Estos avances permiten interpretar con mas precision los
resultados de un bioensayo de carcinogenicidad. Se estan fomen-
tando los estudios encaminados a conocer mejor los mecanismos
de accién de la carcinogenicidad, pues es posible que gracias a
ellos se pueda modificar el sistema de clasificacién afiadiéndole
la categoria de sustancias no carcinégenas para los humanos.

Evaluacion de la exposicion

Suele pensarse que la evaluacién de la exposiciéon es el compo-
nente de la evaluacion del riesgo que tiene menos incertidumbre
mtrinseca debido a que en algunos casos se pueden vigilar las
exposiciones y a que se dispone de modelos relativamente bien
validados. Pero ello es verdad so6lo en parte, pues muchas de las
evaluaciones de la exposicién no se realizan aprovechando plena-
mente los distintos tipos de informacion disponibles. Por esa
razén, sigue habiendo muchas posibilidades de mejorar las esti-
maciones de distribucién de la exposicion. Ello es asi tanto en las
evaluaciones de la exposicion externa como en las de la exposi-
cion interna. Especialmente en el caso de los carcinogenos, el
empleo de dosis en tejidos diana en vez de niveles de exposicién
externa para elaborar modelos sobre las relaciones dosis-res-
puesta permitiria realizar predicciones del riesgo mas precisas, a
pesar de que es necesario partir de muchos valores por defecto.
Los modelos farmacocinéticos de base fisiologica para determinar
la cantidad de metabolitos reactivos que llegan al tejido diana
tienen potencialmente una gran utilidad para estimar esas dosis
tisulares.
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Caracterizacion del riesgo

Enfoques actuales

El nivel de dosis o de exposicién que provoca un efecto en un
estudio con animales y la dosis probable que provoca un efecto
similar en los humanos son un elemento clave de la caracteriza-
cion del riesgo. Hay que evaluar la relacion dosis-respuesta desde
las dosis altas hasta las bajas y efectuar extrapolaciones entre
especies. La extrapolacion plantea un problema logico, que es
que los datos se extrapolan muchos 6rdenes de magnitud por
debajo de los niveles de exposicion experimentales, mediante
modelos empiricos que no reflejan los mecanismos subyacentes
de carcinogenicidad. Ello es contrario a un principio basico de la
adaptacién de modelos empiricos, que es no extrapolar fuera del
intervalo de los datos observables. Por consiguiente, esa extrapo-
lacién empirica produce grandes incertidumbres, tanto desde el
punto de vista estadistico como desde el biologico. No hay en la
actualidad ningin procedimiento matematico que esté aceptado
como el mas idéneo para efectuar extrapolaciones a dosis bajas
en materia de carcinogénesis. Los modelos matematicos que se
han utilizado para describir la relacién entre la dosis externa
administrada, el tiempo y la incidencia del tumor se basan en
supuestos de distribucién de la tolerancia o en supuestos mecani-
cistas, y a veces en ambas cosas a la vez. En la Tabla 33.18 figura
un resumen de los modelos que se citan con mas [recuencia
(Kramer y cols. 1995).

Esos modelos de dosis-respuesta suelen aplicarse a datos sobre
incidencia de tumores que corresponden a un nimero sélo limi-
tado de dosis experimentales. Ello se debe al disefio normalizado
del bioensayo que se utiliza. En vez de determinar la curva de
dosis-respuesta completa, los estudios de carcinogenicidad
suelen limitarse a tres (o dos) dosis relativamente altas, tomando
como dosis mas alta la dosis méaxima tolerada (DMT). Esas dosis
altas se utilizan para compensar el bajo nivel intrinseco de sensi-
bilidad estadistica de los bioensayos (del 10 al 15 % con respecto
a la base), debido a que, por razones practicas y de otro tipo, se
utiliza un nimero de animales relativamente reducido. Como no
se dispone de datos para la region de dosis bajas (es decir, no
pueden determinarse experimentalmente), es necesario extra-
polar fuera del intervalo de observaciéon. Respecto de casi todos
los conjuntos de datos, la mayoria de los modelos antes enume-
rados se adapta igualmente bien al intervalo de dosis observado,
debido al limitado niimero de dosis y animales. No obstante, en
la region de dosis bajas esos modelos ofrecen divergencias de
varios ordenes de magnitud, con lo que introducen grandes
incertidumbres en el riesgo estimado para esos niveles de exposi-
cion bajos.

Como la forma real de la curva de dosis-respuesta en el inter-
valo de dosis bajas no puede generarse experimentalmente, para
poder distinguir a este respecto entre los diversos modelos es
esencial conocer los elementos mecanicistas del proceso de carci-
nogenicidad.

En numerosas revistas se discuten y se estudian con detalle los
diversos aspectos de los diferentes modelos matematicos de
extrapolacion Kramer y cols. (1995) y Park y Hawkins (1993).

Otros enfoques
Recientemente se han propuesto otros enfoques que se alejan de
la practica actual de elaboracién de modelos matematicos.

Modelos de base biologica

Los modelos de base biologica, como los de Moolgavkar-Ven-
zon-Knudson (MVK), son hoy muy prometedores, pero por el
momento no estan lo suficientemente avanzados para utilizarlos
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Tabla 33.18 e Modelos mds citados de caracterizacién
del riesgo de carcinogenicidad.

Modelos de distribucion ~ Modelos mecanicistas

de la tolerancia

Modelos hit Modelos bioldgicos
Logit One-hit Moolgavkar (MVK)!
Probit Multihit Cohen y Ellwein
Mantel-Bryan Weibull (Pike)!
Weibull Multifdsico (Armitage-Doll)!

Gamma Multihit Multifdsico lineal

1 Modelos basados en el tiempo hasta el tumor.

de manera habitual y exigen mucha mas informacion especifica
de la que proporcionan actualmente los bioensayos. Estudios
amplios (4.000 ratas) como los realizados sobre las N-nitrosoal-
quilaminas indican el tamafio del estudio que se precisa para la
recogida de tales datos, aunque pese a ello sigue sin ser posible
extrapolar a dosis bajas. Mientras no se desarrollen mas estos
modelos solo pueden utilizarse para estimaciones caso por caso.

Enfoque basado en el factor de evaluacion

El empleo de modelos matematicos para realizar extrapolaciones
por debajo del intervalo de dosis experimental equivale en la
practica al sistema que se basa en la utilizacién de un factor de
seguridad, con un factor de incertidumbre amplio y mal definido.
La alternativa mas sencilla seria aplicar el factor de evaluacion al
“nivel sin efecto” aparente o al “nivel minimo ensayado”. El nivel
que se utiliza para ese factor de evaluacion debe determinarse
caso por caso teniendo en cuenta la naturaleza de la sustancia
quimica y la poblacién expuesta.

Dosis fija (BMD)

Este enfoque se basa en un modelo matematico adaptado a los
datos experimentales incluidos en el intervalo observable para
estimar o interpolar una dosis correspondiente a un nivel de
efecto definido, como un incremento del 1, el 5 0 el 10 % en la
incidencia de tumores (DE;, DE;, DE,j). Como un incremento
del 10 % es mas o menos el cambio minimo que puede determi-
narse estadisticamente en un bioensayo normalizado, la DE10 es
apropiada para datos sobre el cancer. Utilizando una dosis fija
(BMD, “benchmark dose”) situada dentro del intervalo obser-
vable del experimento se evitan los problemas que plantea la
extrapolacion de dosis. Las estimaciones de la BMD o de su
limite de confianza inferior reflejan las dosis a las que se modifica
la incidencia de tumores, pero son bastante insensibles al modelo
matematico que se utilice. Este tipo de dosis puede utilizarse en la
evaluacion del riesgo como una medida de la potencia del tumor
y, combinada con factores de valoracion apropiados, para esta-
blecer niveles aceptables de la exposiciéon humana.

Umbral de regulacion

Krewski y cols. (1990) han estudiado el concepto de un “umbral
de regulacién” en el caso de los carcindgenos quimicos. A partir
de informacién contenida en la base de datos sobre la potencia
de los carcinogenos (CPDB) respecto de 585 experimentos, la
dosis correspondiente a un riesgo de 10-6 presentaba una distri-
bucién logaritmica mas o menos normal en torno a una mediana
de 70 a 90 ng/kg/d. Las exposiciones a niveles de dosis supe-
riores a ese intervalo se considerarian inaceptables. La dosis se
estim6 mediante extrapolacion lineal a partir de la D'T'5; (la dosis
que induce toxicidad en el 50 % de los animales del ensayo) y
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estaba dentro de un factor de cinco a diez de la cifra obtenida
con el modelo multifasico lineal. Por desgracia, los valores de
DT5, estaran relacionados con la DM, lo que una vez mas
arroja dudas sobre la validez de la medicion. No obstante, la
DT, estara muchas veces dentro del intervalo de los datos expe-
rimentales o muy cerca de él.

Este enfoque basado en el empleo de un umbral de regulacion
exigird, antes de plantearse su utilizacién, que se examinen
mucho mas a fondo cuestiones biologicas, analiticas y matema-
ticas, y que se disponga de una base de datos mucho mas
amplia. Nuevas investigaciones sobre las potencias de diversos
carcinogenos pueden arrojar mas luz sobre este ambito.

Objetivos y futuro de la evaluacién del riesgo de
carcinégenos

Si echamos la vista atras a las expectativas originales de la regula-
cion de los carcindgenos (ambientales), que eran conseguir una
importante reducciéon del cancer, podriamos decir que los resul-
tados son al dia de hoy decepcionantes. Con el paso de los afios
se fue comprobando que el nimero de casos de cancer que se
consideraban debidos a carcinégenos que podian ser objeto de
regulacion era desconcertantemente reducido. En relacién con
las grandes expectativas que impulsaron las actividades de regula-
ciéon en el decenio de 1970, no se ha conseguido el objetivo
previsto de reducir de manera importante la tasa de mortalidad
por cancer en cuanto a los efectos estimados de los carcinégenos
ambientales, ni siquiera utilizando procedimientos de evaluacion
cuantitativa sumamente conservadores. La caracteristica prin-
cipal de los procedimientos de la EPA es que las extrapolaciones a
dosis bajas se efectian de la misma manera para todas las sustan-
cias quimicas, con independencia del mecanismo de formacién
de tumores que se observe en los estudios experimentales. Hay

que sefalar, no obstante, que este enfoque contrasta radicalmente
con los adoptados por otros organismos gubernamentales. Como
ya se ha indicado, la UE vy varios gobiernos europeos
—Alemania, Dinamarca, Irancia, Italia, Paises Bajos, Reino
Unido, Suecia, Suiza— distinguen entre carcinégenos genoto-
Xicos y no genotoxicos, y enfocan la estimacion del riesgo de una
manera distinta en una y otra categoria. En general, los carcino-
genos no genotoxicos se tratan como toxicos con umbral. No se
determinan niveles de efecto, y se utilizan factores de incerti-
dumbre para establecer un amplio margen de seguridad. Deter-
minar si una sustancia quimica debe considerarse o no
genotoxica es una cuestion propia de los debates cientificos y
exige el juicio atinado de los expertos.

La cuestion fundamental es la siguiente: ¢qué es lo que causa
el cancer en los humanos, y qué papel desempefian a ese
respecto los carcindégenos ambientales? Los aspectos hereditarios
del cancer en los humanos son mucho mas importantes de lo
que antes se preveia. La clave para conseguir avances significa-
tivos en la evaluaciéon del riesgo de carcinogenicidad es conocer
mejor las causas y mecanismos del cancer. Los estudios sobre el
cancer estan entrando en unos terrenos de extraordinario
interés. La investigacién molecular puede modificar radical-
mente la forma en que entendemos la influencia de los carcino-
genos ambientales y los enfoques del control y la prevencion del
cancer, tanto en el medio ambiente general como en el lugar de
trabajo. La evaluacion del riesgo de carcinogenicidad ha de
basarse en una comprension de los mecanismos de accién
que no estamos mas que empezando a adquirir. Uno de los
aspectos importantes es el del mecanismo del cancer heredable y
la interaccion de los carcinégenos con ese proceso. Esos conoci-
mientos tendran que incorporarse a la metodologia sistematica y
coherente que ya existe para la evaluacion del riesgo de
carcinogenicidad.
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