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Resumen

La crocidolita es un tipo de asbesto constituido por silicatos que
contienen hierro y sodio, el cual forma parte del asbesto comercial
utilizado en la elaboración de numerosos productos industriales y
domésticos. La exposición laboral y ambiental al asbesto se ha
correlacionado con diversos efectos nocivos a la salud,
principalmente relacionados con el aparato respiratorio, donde
puede desarrollar fibrosis (asbestosis) y varios tipos de cánceres,
como el carcinoma broncogénico y el mesotelioma. Como el
potencial genotóxico de los agentes químicos es un indicador
preclínico del desarrollo del cáncer, se realizó esta investigación
en cultivos de linfocitos humanos con los siguientes objetivos: a)
determinar la capacidad de la crocidolita para producir aberraciones
cromosómicas estructurales, b) evaluar su capacidad para inducir
intercambios de cromátidas hermanas (ICHs) y c) evaluar su efecto
citotóxico y sobre la velocidad de división celular. Se estudió el efecto
de 5 concentraciones del compuesto (5, 10, 20, 40 y 80µg/mL) sobre
los linfocitos de sangre periférica de un donador femenino que se
cultivaron durante 72 h. Los resultados revelaron que la crocidolita
incrementó significativamente el número de ICHs con las tres primeras
concentraciones, observándose una respuesta concentración-
dependiente y una elevación máxima de 46.8 % con 20 µg/mL. Las 2
concentraciones mas altas (40 y 80 µg/mL) tuvieron un marcado
efecto citotóxico por lo que impidieron la división celular. Sin embargo
este efecto se presentó desde la primera concentración probada, con la
que se produjo una inhibición del índice mitótico correspondiente a
70.8%. Con respecto a la velocidad de división celular, se observó
una inhibición del índice de replicación sólo con la concentración
más alta (20 µg/mL), como consecuencia de una acumulación de
células en primera división. En relación a la frecuencia de aberraciones
cromosómicas los  resultados  indicaron un  potente efecto del com-
puesto, originado principalmente por un incremento de las rupturas
cromatídicas. La presencia de células fragmentadas desde la primera
concentración probada indica la potencia genotóxica y citotóxica
del compuesto. En conclusión, el presente estudio demostró que la
crocidolita es clastogénica, citotóxica e inductora de ICHs en
cultivos de linfocitos humanos tratados in vitro.

Palabras clave: Crocidolita, linfocitos, intercambios de
cromátidas hermanas, aberraciones cromosómicas.

Abstract

Crocidolite is a type of  asbestos formed by silicates with iron
and sodium, and is a component of the commercial asbestos
used for numerous industrial and domestic purposes. Laboral
and enviromental exposure to asbestos have been correlated
with deleterious health effects, mainly affecting the respiratory
apparatus, where fibrosis (asbestosis) may be developed, as well
as various types of cancers, such as bronchogenic carcinoma
and mesotelioma. It is known that the genotoxic potential of
chemicals acts as a preclinical indicator concerning the
development of cancer; therefore, this investigation was made
in human lymphocyte cultures with the following purposes: a)
to determine the capacity of crocidolite as an inducer of
chromosomal aberrations, b) to evaluate its capacity to induce
sister chromatid exchanges (SCEs), and c) to evaluate its
cytotoxicity and its effect on the cellular kinetics. Five
concentrations of the compound were evaluated in 72 h-lymphocyte
cultures obtained from a female human donor (5, 10, 20, 40 and
80 µg/mL). The results showed a concentration-dependent SCE
increase produced by crocidolite with the three low concentrations
tested, being 46.8% the maximum increase obtained with 20 µg/mL.
The two highest concentrations (40 and 80 µg/mL) were cytotoxic
and avoided the cellular division; however, this inhibitory effect
was observed even with the lowest concentration tested, which
produced a 70.8% reduction of the mitotic index. Concerning
the rate of cellular division, it was shown an accumulation of first
cellular division with the high concentration (20 µg/mL) inducing
an inhibitory effect on the replicative index. With respect to the
frequency of chromosomal aberrations we showed a potent effect
of the chemical which was mainly due to an increase in the
number of chromatidic breaks. The presence of fragmented cells
was observed from the first concentration used in the assay
indicating the genotoxic and citotoxic potency of the
compound. In conclusion, the present study demonstrated that
crocidolite is clastogenic, cytotoxic and an SCE inducer in culture
human lymphocytes treated in vitro.

Key words: Crocidolite, lymphocytes, sister chromatic exchanges,
chromosomal aberrations.

Introducción
Asbesto es el nombre comercial atribuido a diferentes fibras minerales
incombustibles que contienen silicatos en su estructura química.
La composición química de estas fibras inorgánicas y por
consiguiente su clasificación, se establece de acuerdo a la presencia
de residuos metálicos específicos, como silicatos magnésicos

sencillos (crisotilo), silicatos complejos con hierro y magnesio
(antofilita y amosita) y silicatos que contienen hierro y sodio
hidratados (crocidolita)1, 2.

Debido a su alta capacidad para hilarse, el asbesto ha tenido
gran demanda en la elaboración de productos industriales y

domésticos (fabricación de tinacos, láminas incombustibles
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utilizadas para la construcción, revestimiento de barcos y aislantes

para la industria eléctrica)3. Este producto tiene una indudable

utilidad en diversas actividades de la sociedad, sin embargo, la

exposición laboral y ambiental al asbesto ha mostrado efectos

nocivos en la salud humana, principalmente en el aparato

respiratorio, donde se puede desarrollar fibrosis (asbestosis), y varios

tipos de cánceres como carcinoma broncogénico y mesotelioma4-7.

La crocidolita es un mineral de color azul que está formado por

fibras suaves, delgadas (de 0.2 a 0.6µ de ancho), con una elevada

resistencia a los ácidos y una alta capacidad de tensión, por lo que en

México, se utiliza principalmente fusionada al cemento para la

elaboración de tinacos, láminas y aislantes térmicos en los edificios8, 9.

Los modelos experimentales que evalúan alteraciones genéticas,

constituyen valiosos instrumentos que permiten establecer el

potencial genotóxico de los agentes en estudio y que proporcionan

información necesaria para proponer medidas de prevención en la

salud de los individuos expuestos, particularmente mediante la

reducción de los niveles de exposición al agente involucrado. En

el caso  de la  crocidolita, los estudios han mostrado resultados

positivos al medir aberraciones cromosómicas, intercambios de

cromátidas hermanas (ICHs) y micronúcleos en células de hámster

chino, células mesoteliales, células epiteliales bronquiales y

linfocitos humanos10-13; sin embargo, también se han reportado

resultados negativos, por ejemplo en células epiteliales bronquiales,

fibroblastos y linfoblastos humanos10, 13-16.

Uno de los modelos que permite el análisis de alteraciones

producidas en los cromosomas se basa en la posibilidad de teñir

diferencialmente al cromosoma, es decir, que una cromátida se

observe oscura y la otra pálida. Esta técnica permite clasificar a las

mitosis en aquellas de primera división (con cromosomas oscuros

en ambas cromátidas), de segunda división (con una cromátida

oscura y una clara) y de tercera división (con cromátidas claras y

oscuras en diversa proporción)17. Este tipo de tinción permite evaluar

con precisión la cantidad de aberraciones cromosómicas en las

células de primera división, los ICHs en las de segunda división, y

estudiar la progresión celular, al cuantificar el número de células

en cada una de las tres diferentes divisiones. El ICH es una lesión

cromosómica que puede producirse por la acción de agentes

químicos y se refiere a la producción de intercambios de segmentos

homólogos, de tamaño variable, entre las cromátidas hermanas de

cualquier cromosoma. Su utilidad como indicador de daño

genotóxico ha sido ampliamente estudiado18.

El presente trabajo se desarrolló al considerar que la crocidolita

es una parte fundamental del asbesto comercial y que es un agente

causal del cáncer; además, que los antecedentes sobre su

genotoxicidad muestran datos heterogéneos y que existen pocos

estudios realizados in vitro. El trabajo se efectuó en cultivos de

linfocitos humanos con los objetivos: a) determinar la capacidad

del  compuesto  para producir aberraciones  cromosómicas

estructurales,  b) evaluar  su capacidad para inducir ICHs, c) analizar

su efecto citotóxico y d) analizar su efecto sobre la proliferación

celular.

Material y Métodos

Material biológico

Se utilizó la sangre periférica de un donador femenino de 27 años,

clínicamente sano, el cual no había estado expuesto a radiaciones

o cualquier otro mutágeno en un período de 2 meses previos al

estudio.

Material químico

Los reactivos utilizados en el estudio se compraron en diferentes

compañías: la colchicina, el colorante Höechst 33258 y la 5-bromo-

2-desoxiuridina (BrdU) se obtuvieron en Sigma Chemicals (St Louis,

Mo, USA.), el colorante de Giemsa se obtuvo en Merck (México,

D.F), el medio de cultivo McCoy 5A y la fitohemaglutinina se

compraron en In vitro (México, D. F.) y las sales para preparar el

amortiguador de fosfatos se obtuvieron en J.T. Baker (México D.F.).y

fueron el fosfato de sodio dibásico y el fosfato de potasio

monobásico.

La crocidolita fue una donación de la M. en C. Ma. Dolores

Gutiérrez, de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, el compuesto

se diluyó en solución salina (3.6mg/mL) y la mezcla se sonificó

durante un minuto en 5 ocasiones, utilizando un aparato Broun-

Sonic 1510 Mulsungen AG. Posteriormente la mezcla se esterilizó

en autoclave (15lb/15min) y se hicieron las di luciones

apropiadas para obtener las concentraciones finales de 5, 10,

20, 40 y 80µg/mL.

Ensayo genotóxico

Se prepararon 12 frascos estériles (por duplicado), cada uno con

8.5mL de medio McCoy 5A, 0.4mL de  fitohemaglutinina  y  0.5mL

de sangre  periférica. Una vez  preparados con  estas sustancias se

les adicionó las concentraciones seleccionadas de crocidolita. Los

frascos se incubaron a 37°C durante 24 horas y entonces se agregó

la BrdU (20 µM), manteniendo dicho agente por 48 horas más. Una

hora antes de finalizar este período se agregó colchicina (0.02µg/mL)

a cada frasco. La suspensión celular se colocó en solución de KCL

(0.075 M) a 37°C por 30 minutos para propiciar la separación de

los cromosomas y posteriormente se fijó 3 veces en una solución de

metanol-ácido acético (3:1). Se hicieron 4 laminillas por tubo y se

tiñeron durante 30 minutos con Hoechst 33258; posteriormente

se lavaron con agua destilada, se cubrieron con una solución buffer
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de citrato-fosfato y se expusieron a luz negra durante 60 minutos,

al término de este período las células se lavaron en agua destilada,

se secaron y se sumergieron en una solución salina-citratos durante

20 minutos a 60°C, nuevamente se lavaron, se secaron y finalmente

se tiñeron con una solución de Giemsa al 4% durante 10 min. El

procedimiento se llevó a cabo de acuerdo a las indicaciones descritas

previamente 19.

Las laminillas se evaluaron microscópicamente para determinar

los siguientes parámetros por cada concentración: a) la frecuencia

de aberraciones cromosómicas en 100 células metafásicas de primera

división, b) la frecuencia de ICHs en 30 metafases de segunda

división, c) la capacidad de división celular (índice mitótico) en

3000 células, y d) la cinética de replicación celular en 100 células

metafásicas, la cual se establece al identificar la frecuencia de

células en primera, segunda y tercera división celular (M1, M2, y

M3), datos con los que se obtiene el índice de replicación (IR) de

acuerdo a la ecuación: IR = M1 + 2M2 + 3M3/100.

Finalmente, se llevó a cabo el análisis estadístico de los

resultados obtenidos. Para evaluar la frecuencia de aberraciones

cromosómicas y de ICHs se utilizó la prueba τ τ τ τ τ de Student, mientras

que los correspondientes al IR se analizaron con la prueba de Chi2.

Resultados

La tabla 1 muestra los resultados obtenidos respecto a la frecuencia

de ICHs, cinética de proliferación celular e índice mitótico. Se

observó un incremento de ICHs, estadísticamente significativo,

con las tres concentraciones que tuvieron suficientes células en

segunda división para efectuar el análisis. Con las concentraciones

mas altas (40 y 80 µg/mL) la inhibición de la división celular

impidió la evaluación citogenética. El mayor daño se presentó con

20 µg/mL y alcanzó casi el doble del nivel obtenido con el control,

resultado que coincidió con la diferencia entre el número neto mas

alto de ICHs observado en el testigo y el correspondiente a la

concentración de 20 µg/mL (9 y 21 respectivamente). Además, el

efecto fue dosis-dependiente, con un coeficiente de correlación

de 0.9614 obtenido con la ecuación Y = 0.328x + 8.099 (Fig 1).

La crocidolita redujo el índice mitótico desde la primera

concentración probada, la magnitud del efecto con las dos

concentraciones mas altas sólo permitió la detección de escasas

células en división, lo que explica la insuficiencia de mitosis para

observación de ICHs. Por lo que se refiere al índice de replicación,

sólo la concentración de 20 µg/mL inhibió este parámetro, como

consecuencia de una acumulación de células en primera división.

La frecuencia de aberraciones cromosómicas se presenta en la

tabla 2. Los resultados generales indicaron un potente efecto del

compuesto, originado principalmente por un incremento de las

rupturas cromatídicas, seguido por las lesiones isocromatídicas. La

presencia de células fragmentadas indica la potencia del daño y es

de hacerse notar que este fenómeno se presentó desde la primera

concentración. Las brechas e isobrechas se refieren a adelgaza-

mientos de la cromátida y usualmente se clasifican en forma

independiente a las otras aberraciones por la posibilidad  de  introducir

un  factor  subjetivo  en  el  análisis;  con  la  crocidolita  se observó

un resultado congruente, con un mayor incremento de las isobrechas

y un comportamiento que fue dependiente de la concentración.

Si consideramos la frecuencia de alteraciones de tipo

cromatídico/isocromatídico y los triradiales, el aumento porcentual

que se obtuvo con 5, 10  y 20 µg/mL con relación al valor del

control fue de 97.0, 97.5 y 98.6 %. Además la respuesta fue

Tabla 1. Efecto de la crocidolita en cultivos de linfocitos humanos.

Frecuencia de intercambios de cromátidas hermanas (ICHs), índice

mitótico (IM) e índice de replicación (IR).

Concentración   ICHs   ICHs IM IR

     (µµµµµg/mL) Intervalo X ± D.E %

0 2 - 9 7.5 ± 0.4   2.4 2.07

5 5 - 14 a9.8 ± 0.5   b1.3 2.08

10 6 - 17 a12.5 ± 0.6   b0.9 2.11

20 9 - 21 a14.1 ± 0.6    b0.7 b1.86

40    b0.4

80    b0.2

Diferencia estadísticamente significativa con respecto al control:
a con la prueba t de Student, b con la prueba Chi2 (p < 0.05)

No. ICHs

0
2
4
6
8
10
12
14
16

0 5 10 15 20 25

µg/mL

Figura 1.  Inducción de intercambio de cromátidas hermanas (ICHs)
producido por la crocidolita en cultivos de linfocitos humanos.
Análisis de regresión lineal.
Y = 0.328X + 8.099, con un coeficiente de correlación r = 0.9614
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concentración-dependiente con un coeficiente de correlación igual

a 0.9596 (Y = 0.4697x + 14.4519).

Discusión

En principio es conveniente mencionar que en México, al igual que

en otros países, persiste una elevada incidencia de fibrosis y de

mesotelioma maligno20 y que en relación a estas afecciones, la mayoría

de los estudios señalan a la crocidolita como uno de los principales

agentes causales21, 22. Por otro lado, las evidencias han mostrado que

personas afectadas por estas enfermedades, o expuestas al asbesto

durante varios años, presentan un significativo incremento de ICHs

en comparación con la población control11, 23, 24. Estos datos indican

que el análisis de este parámetro es un valioso instrumento para

establecer el potencial genotóxico de la crocidolita. La importancia

de esta lesión también queda de manifiesto, al considerar que

algunos investigadores han sugerido que el incremento de ICHs

puede estar relacionado con el grado de mutación y de

transformación neoplásica25, 26. Lo anterior permite ubicar la

relevancia que para la salud pueden tener los datos del presente

trabajo, que demuestran el potencial genotóxico y citotóxico de la

crocidolita. Sin embargo, es necesario que para la correcta

interpretación de los resultados se considere la diferencia entre un

sistema in vitro  y uno in vivo, en el que participan los procesos de

absorción, metabolismo, desintoxicación y eliminación, que podrían

modificar en alguna medida los efectos aquí descritos.

Algunos estudios previos coinciden con nuestros resultados; por

ejemplo, Price-Jones y colaboradores observaron que 30 µg/mL de

crocidolita produjo una duplicación en el número de ICHs en

cultivos de fibroblastos ováricos de hámster chino27, y con respecto

a la citotoxicidad, Livingston y colaboradores28, en un modelo

similar al anterior, observaron que el compuesto permitió el

crecimiento y división celular sólo con 10 µg/mL pero lo inhibió

con 100 µg/mL.

Tabla 2. Frecuencia de aberraciones cromosómicas estructurales producidas por crocidolita en cultivo de linfocitos humanos.

Concentración brechas isobrechas   rupturas     rupturas triradiales    células  células   *Total

(µµµµµg/mL) cromatídicas  isocromatídicas fragmentadas afectadas  % ± D.E

 0 4 3 0 1 0 0 6 1 ± 0.01

 5 7 8 23 11 0 0 37 a34 ± 0.34

10 11 9 19 18 4 3 43 a37 ± 0.37

20 13 18 39 26 9 6 68 a86 ± 0.65

* Total de rupturas cromatídicas e isocromatídicas
aDiferencia estadísticamente significativa con respecto al control (t de Student, p < 0.05)

También el uso de modelos in vivo han dado resultados positivos;

por ejemplo, la administración de crocidolita durante una semana

en el agua de beber produjo un incremento en el número de

micronúcleos y de ICHs en rata29. La capacidad de la crocidolita

para producir aberraciones cromosómicas se ha observado in vitro

utilizando líneas celulares diferentes a las del presente estudio,

aunque las lesiones preponderantes son similares (rupturas

cromatídicas), lo que parece confirmar la actividad clastogénica del

compuesto. En particular se han detectado aberraciones en la región

heterocromática centromérica de los cromosomas 1 y 912, 30-32.

El mecanismo por el cual se produce el daño genotóxico aun

no está elucidado. Estudios con microscopía electrónica indican

un contacto directo entre la crocidolita y la célula33, lo que ha

sugerido que el daño podría originarse en alteraciones del ciclo

celular que conducen a un retraso de la fase G2, lo que propicia

cambios genéticos y anomalías en el proceso de mitosis34, 35. Sin

embargo, también se ha observado que la crocidolita induce la

formación de radicales libres de oxígeno36, 37, 38. Las evidencias al

respecto provienen de análisis en cultivos celulares y en modelos

animales y sugieren que estas moléculas, altamente reactivas, activan

el factor de transcripción “Kappa-nuclear B” que regula la expresión de

varios genes que codifican para la inmunoregulación de proteínas y de

procesos inflamatorios, además, dicho factor de transcripción también

participa en la activación del factor de necrosis tumoral 39, 40.

Los resultados del presente trabajo están en la misma línea que

parte de alteraciones moleculares propiciadas por cambios

genéticos, los cuales se reflejan en diversos efectos cromosómicos,

cuya última expresión podría ser el desarrollo de una neoplasia. La

información obtenida  señala  la  importancia  de  continuar  con

la  investigación  acerca  de  la  genotoxicidad producida por los

diferentes tipos de asbesto, particularmente en el de tipo comercial

que es al que usualmente están expuestos los organismos.
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