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El prototipo de cancer producido por el medio
ambiente es el cancer profesional. Representa un al-
to porcentaje del total de casos de cancer y es pro-
ducido por carcindgenos quimicos o© fisicos con los
que contacta el trabajador. Tales cénceres no se de-
sarrolian sin la intervencién de estos carcindégenos y
aparece por tanto un patrén epidemiolégico especial.
Su principal érgano de actuacién difiere segin las
propiedades intrinsecas del carcindgeno, y depende
también de la zona de contacto; la mayoria de los
canceres profesionales, sin embargo, afectan a la
piel, pulmones y vejiga.

La liberacion de residuos industriales en el aire,
agua y suelo, representa un alto riesgo ambiental de
produccién de cancer, ya que proporciona una gran
cantidad de carcinégenos que han contribuido al au-
mento de frecuencia del cancer de pulmdn y vejiga.
£n este sentido, debemos mencionar la existencia de
los canceres de vecindad, que afectan a las personas
gue viven en los alrededores de ciertas industrias.

Un programa Gtil de profilaxis y control preventi-
vo del cancer profesional incluye |a aplicacién de me-
didas sanitarias e higiénicas y procedimientos técni-
cos que permitan reducir o eliminar el contacto de
los trabajadores con la sustancia carcinégena, asi co-
mo detectar la posible existencia de carcindge-
nos,adn desconocidos. Para este fin son importantes
los andlisis periddicos de aire, polvo de suelo, etc. en
los lugares de trabajo. El procedimiento de elimina-
cién de residuos, debe asegurar que los materiales -
berados al medio ambiente no sean cancerigenos.

La unica forma de eliminar el riesgo cancerigeno
es evitando el uso y la produccién de los carcindge-
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nos, medida que se ha puesto en practica para una
serie de sustancias como la 2 naftilamina y 4 amino-
difenilo, entre otras.

Este trabajo trata de exponer cuales son los mé-
todos actualmente utilizados en ia deteccion de sus-
tancias guimicas con poder carcindgeno.

Los experimentos realizados hasta ahora permi-
ten distinguir: 1° Una cierta proporcién de canceres
humanos invariablemente atribuidos a sustancias
guimicas conogidas, 2° Un gran nGmero de sustan-
cias quimicas identificadas como posibles carcindge-
nos para el hombre, perc solo de modo experimental.

Los tipos de pruebas utilizadas podemos dividir-
los en:

— Experimentos a largo plazo.

— Experimentos a corto plazo.

Carcinoma escamoso en bronguio de un perro que ha fumado 6.210
cigarrilios.

Tomada de Hammond, E.C.: Effects of élgarerre smaoking ondogs. Cancer 21, 78,
1971

EXPERIMENTOS A LARGO PLAZO

Estudios epidemiologicos:

La mayoria de las sustancias quimicas compro-
badas como causantes de cancer en el hombre fue-
- ron encontradas en exposiciones ocupacionales o
médicas, a altas dosis y en grupos de poblacion rela-
tivamente pequeios y facilmente identificables. Son
los que- arrojan una mayor fiabilidad. Sin embargo,
estos métodos tienen graves limitaciones, como son
el hecho de que las exposiciones individuales a fac-

tores de riesgo no pueden ser debidamente controla-
das, la influencia de factores confusos, el gran ta-
mafo de las poblaciones estudiadas y su escasa
sensibilidad. Dado estas limitaciones, la identificacion
de sustancias quimicas posiblemente cancerigenas
se basa principalmente en el resultado de los tests
experimentales.

Pruebas sobre animales experimentales:

Basadas en observar los efectos de los posibles
carcindgenos sobre animales de experimentacidn,
utilizando un nimero limitado de animales y expo-
niéndolos a dosis altas para aumentar asi la sensibili-
dad de las pruebas.

La mayoria de las sustancias quimicas cancerige-
nas para €l hombre, lo son también para una o mas
de las especies de animales experimentados, y ade-
masg. la evidencia de carcinogénesis experimental ha
precedido en muchos casos a observaciones en hu-
manos.

En el afio 1971 se inicid un programa de investi-
gacion por la IARC (Agencia Internacional para la In-
vestigacién del Cancen), que abarcd el estudio de
442 sustancias. Consistié en la elaboracion de mono-
grafias sobre compuestos individuales o grupos de
compuestos, o procesos industriales, las cuales
estan en continua revisiéon y ampliacion.

De la correlacién entre datos humanos y pruebas
a largo plazo sobre animales podemos sacar las si-
guientes conclusiones:

1°) La mayoria de las sustancias guimicas para
las cuales existe suficiente evidencia de carci-
nogénesis en humanos, y aquellas para las
cuales existe evidencia probable, se demues-
tra que son cancerigencs en los animales de
experimentacién,

29 En algunos casos, la evidencia experimental
de carcinogenicidad precedié a observacio-
nes humanas.

3°) Los carcindégenos pueden afectar al mismo
organo en humanos y en animaies, pero ésto
no es en-absoluto yna regla.

4°) La evidencia de un efecto carcindgeno en el
animal es frecuentemente obtenida por una
via de exposicidn distinta a la que se da en el
hombre, Aunque parece logico que los anima-
tes deben ser expuestos a través de las mis-
mas vias por las que penetra el carcinégeno
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en los humanos, esto no es siempre posible.
La via subcutanea es la mas frecuentemente
usada en el animal, y es altamente fiable para
predecir que una sustancia va a ser carcind-
geno cuando se administre por otras vias.

Resultados obtenidos por tests a largo
plazo sobre animales, en ausencia de
datos humanos:

Segun el criterio de a IARC, las sustancias quimi-
cas para las que existe “evidencia suficiente” de car-
cindgenesis en animales de experimentacion deben
considerarse como carcinégenas para el hombre; y
aquellas para las que solo existe “evidencia limitada”
requieren mayor numero de investigaciones experi-
mentales para considerarlas como cancerigenos en
el hombre. Se considera que existe “evidencia sufi-
ciente”, cuando se obtienen uno o mas de |os siguien-
tes resultados:

— Tumores malignos en miltiples especies.

— Tumocres malignas en multiples experimentos.

— Tumores malignos en grado poco usual (en re-

lacion con la incidencia, lugar, tipo o precoci-
dad)

“Evidencia limitada” significa que se obtienen da-
tos relevantes pero limitados y que se refieren a una
sola especie o experimento, o los tumores que apa-
recen son dificiles de clasificar como malignos por
criterios histoldgicos.

Esta divisién es util para facilitar la labor de los
organismos oficiales encargados de la prevencion
primaria del cancer.

EXPERIMENTOS A CORTO PLAZO

Generalidades:

Las sustancias quimicas industriales basicas son
tan numerosas y las formulaciones tan variadas, que
resultaria imposible evaluar su riesgo potencial por
las vias de la experimentacion animal prolongada y
repetitiva, cuyas conclusiones son por tanto, diferi-
das. Por esta razén los experimentos a corto plazo,
relativamente menos costosos, gue permiten poner
en evidencia el poder mutageno y sospechar las pro-
piedades carcindgenas de una sustancia quimica,
son ampliamente utilizados.

En efecto, numerosos carcinégenos gquimicos

son conocidos por ser igualmente mutdgenos y vice-
versa. Ef estudio de! poder mutageno de un producto
es un indice del riesgo carcindgeno general y del pe-
ligro que representa a priori para el hombre.

Fiabilidad:

La utilizacion de una combinacién apropiada de
este tipo de pruebas facilitan una mayor fiabilidad
que la utilizacion de una sola de ellas. La fiabilidad de
las mismas es funcion directa de su sensibilidad (ca-
pacidad para identificar carcindgenos), su especifici-
dad (poder de discriminar entre carcindgenos y no
carcinbgenos) y su valor predictivo. Sin embargo, el
valor predictivo de una prueba es también una fun-
cién de la proporcién de carcindgenos que existe en
el grupo de sustancias analizadas.

Exponemos a continuacidn los resultados con 2
prueba de salmonella/microsoma:

Ejemplo 1 Ejemplo 2

Sensibilidad ... 30% 90%
Especificidad.. 87% 90%
Valor predictivo ... 92% 8'3%
Proporcion de carcindgenos... 62% 1%

Ejemplo 1 —300 sustancias quimicas de las cuales el
62% eran carcinbgenas.

Ejemplo 2 —1.000 sustancias quimicas de las cuales
solo el 11% eran carcinbgenas. La prue-
ba predijo que 108 eran carcindgenas,
mientras que solamente 9 lo fueron real-
mente.

Utilidad:

Son usados como técnica de screening para de-
tectar y aislar sustancias quimicas potencialmente
peligrosas, entre las miles a las que los hombres es-
tamos expuestos. Esta constituye su principal finali-
dad.

Ya que se obtiene informacion cuantitativa (cur-
vas dosis-respuesta) los tests son bastante valora-
bles como ensayo biclogico para identificar y purifi-
car componentes mutagénicos en mezclas comple-
jas. Este aspecto fué reflejado en un estudio realiza-
do sobre la actividad mutagénica de condensados de
humos de cigarrillos (el condensado de menos de
001 cigarrillo, puede ser detectado facimente). Re-
cientemente se ha encontrado considerable actividad
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Control de cultivos:

a) Requerimiento de histidina: las bacterias no
deben desarrollarse sobre medios desprovis-
tos de histidina.

b) Sensibilidad al cristal violeta o al desoxicolato.
Un disco de papel filtro estéril impregnado de
cristal violeta o, de desoxicolato de sodio es
colocado sobre un gel nutritivo y todo se recu-
bre con 0,1 ml. de cultivo en caldo nutritivo
mezclado con una pequefia cantidad de agua.
Después de 12 horas de incubacién a 37°C,
una zona clara de inhibicion alrededor del dis-
co indica la presencia de la mutacion rfa.

¢) Resistencia a la ampicilina (TA 98-TA 100)
presencia del factor R. Discos impregnados de
ampicilina sobre agar con la cepa correspon-
diente. Ninguna zona de inhibicién aparece si
esta presente el factor R.

d) Sensibilidad a la irradiacién ultravioleta: la de-
leccién uvrB es estable. El cultivo es sometido
a la accién de una lampara germicida. Des-
pués de 12-14 horas de incubacién a 37°C no
debe aparecer ninguna colonia en la zona irra-
diada.

&) Nimero de mutantes espontanecs. El numero
de colonias aparecidas en medios testigos sin
mutdgenos y sin 5-9, debe ser controlado y
aproximarse a los valores elegidos por Ames:
20 mutantes espontaneos para la TA 1535, 7
para la TA 1527, 25 para la TA 1538, 140 para
la TA 100 y 40 para la TA 98.

3°) Preparacion de los extractos hepa-
ticos de rata— S9 MIX.

La fraccidn microsomal hepatica se prepara si-
guiendo la técnica preconizada por Ames: el higado
de ratas macho es conservado esteril y cdngelado
nada mas extraerlo. Después es troceado y tritado y
se le afade CIK. El homogeneizado es centrifugado y
los dos tercios del sobrenadante (fraccién S9) son
conservados estériimente a -80°C para las pruebas
posteriores. Es necesario la adicién de NADP a la
fraccién S9, elemento indispensable para la eficacia
de la mezcla. También se afiade glucosa 6 fosfato y
tampon fosfato que estabiliza la mezcla.

La cantidad de S9 necesaria para una mutagéne-
sis Optima varia segun el tipo de inductor. Una canti-

dad demasiado grande de S9 puede disminuir 1a sen-
sibilidad.

Induccidén enzimética:

— c¢on fenobarbital sédico administrado a los ani-

males durante una semana antes del sacrificio.

— con 3 metilcolantreno.

— fenobarbital y metilcolantreno.

- aroclor: 5 dias antes del sacrifico.

Las soluciones mutédgenas no solubles en agua
son preparadas estériimente en DMSO, que a una
dosis inferior a 0,5 ml. por frasco, no interfiere la mu-
tagénesis. También pueden utilizarse acetona, dioxa-
no, etanol, a dosis inferiores a 100 microlitros.

El medio de cultivo estad formado por la superpo-
sicién de dos medios nutritivos:

— un agar de fondo thard agar), compuesto por

agar Difco, medio de Vogel-Bonner y glucosa.

— un agar de superficie (soft agar), compuesto

por: agar Difco, NaCl y solucion de histiding;
trazas de histidina son necesarias para la divi-
sion celular, sin la cual no se produce la muta-
cién.

La presencia de histidina permite un desarrollo
bacteriano caracterizado por.un velo homogéneo for-
mado por minasculas colonias auxotrofas para la his-
tidina, en cuya superficie apareceran gruesas colo-
niag facilmente contables, prototrofas para la histidi-
na. Un poder téxico eventual del producto a testar se
traduce por un aclaramiento del velo.

4°) Método del Plating test.

Sobre el agar de fondo se pone la mezcla si-
guiente:

— agar liguido (soft agar)

— cultivo de la cepa elegida

— solucién a testar

— eventualmente S9.

Una vez solidificado el agar, las placas se colo-
can en la estufa a 37°C. Al cabo de 48 horas las colo-
nias prototrofas para la histidina aparecen sobre el
velo bacteriano y se cuentan.

En el estudio de sustancias desconocidas, las
sustancias mutagenas conocidas, sirven de testigos;
las cepas de S.T. expuestas a las mismas deben lo-
grar un nimero de revertantes determinado en los
experimentos anteriores. Si el producto resulta ser
mutageno, es importante obtener curvas dosis res-
puesta, con cantidades crecientes de mutageno.
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S9 + P + MCA t
- 50 150w 50ul 150ul ,
mutantes espontaneos '
- (
vehfculo
NmetilN' nitroNnitro '
guanidina 2ug
TA 1535 2 amine antra ceno 20pg i :
10pg f
(
Producto 100ug
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2AA 20ug
TA 1538 10pg
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Se considera que una sustancia da una respues-
ta negativa (no es mutadgeno) cuando con dosis de
1000 microgramos (o la dosis maxima no tdxica), el
nimero de mutantes inducidos es inferior al doble
del nimero de mutantes espontaneos.

5°) Método del Spot test.

Discos de papel filtro impregnados de la solucion
a testar se colocan enlas placas, los revertantes apa-
recen como anillos de colonias alrededor de cada
disco.

Este test cualitativo, es muy préactico (permite me-
dir las dosis mutagena, las cantidades optimas de S9,
y comparar los resultados con distintos tipos de in-
duccién, diferentes érganos y animales); es menos
sensible que el test clésico (plating test) y no detecta
méas que las sustancias difusibles en el agar.

6°) Resultados.

Los resuitados obtenidos probando distintos car-
cindgenos conocidos por el método del plating test
indican:

— que los mejores inductores son en la mayoria
de los casos fenobarbital asociado a metilco-
lantreno. En este caso, la mejor tasa de muta-
cion se obtiene con 50 microlitros de $9 por
placa (mayor cantidad de aflatoxina B1).

— curvas dosis-respuesta son lineales para el 2
aminofluorano, pero en otros casos como el
del metilmetano sulfonato, a partir de una cier-
ta dosis se observa una disminucion del nime-
ro de mutantes.

7°) Protocolo general.

La presente tabla propone una ficha de recogida
de datos. El método del plating test sera realizade en
ausencia de S9(), en presencia de S9 proveniente
de ratas no tratadas () o tratadas con fenobarbital y
metilcolantreno (P+MCA. El nimero de mutantes es
evaluado:

— en ausencia de todo tratamiento

— en presencia del solvente del producto a tes-

tar

— en presencia de- un testigo que da resultados

positivos con la cepa considerada.

— en presencia del producto desconocido, a las

dosis siguientes: 10, 100, 500, 1000 microgra-
mos.

CONCLUSION:

La apreciacién del poder carcindgeno potencial
de una sustancia quimica, requiere una serie de tests
que, tomados aisladamente, tienen un coeficiente de
fiabilidad no estabilizado. Las combinaciones de tests
tienden a optimizar el sistema de deteccién de tales
propiedades. El resultado de estas investigaciones
es siempre una apreciacion predictiva capaz de pro-
vocar alarma, pero no de sustituir la cbservacion epi-
demiolégica.
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