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EFICIENCIA DE REPARACION DE LESIONES EN EL ADN Y SU ASOCIACION
CON EL POLIMORFISMO DEL GEN DE REPARACION XRCC1 EN UNA
POBLACION EXPUESTA A SOLVENTES ORGANICOS Y PINTURAS EN EL
DEPARTAMENTO DEL CAUCA

Trujillo H. Maria Belén !, Hoyos G. Luz Stella?, Carvajal V. Silvio M. ?

Estudiante!, Docente?. Universidad del Cauca, Facultad de Ciencias Naturales,
Exactas y de la Educacion. Departamento de Biologia. Grupo de Investigacion en
Toxicologia Genética y Citogenética. Popayan. Colombia. belentru@unicauca.edu.co,
Ishoyos@unicauca.edu.co.

Segun la TARC* (1989) existe “evidencia suficiente” en humanos y animales de
carcinogenicidad por la exposicion ocupacional en pintores. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto en la eficiencia de reparacion de lesiones en el ADN inducidas por la
Mitomicina C (MMc) (prueba de sensibilidad a mutagenos), en una poblacion
ocupacionalmente expuesta a solventes organicos y pinturas y su modulacion por el
polimorfismo del gen de reparacion XRCC1 (codones 194 y 399). Se encuestd y selecciono
una muestra de 50 pintores, expuestos por un tiempo > 5 afios y no fumadores los cuales
fueron emparejados por edad con un grupo referente de 50 individuos, quienes firmaron un
consentimiento informado. Se tomd una muestra de sangre para realizar los cultivos de
linfocitos, los cuales fueron tratados a las 67h con MMc (0.25mM) y cosechadas a las 72h
previo tratamiento con colcemid. De las preparaciones citogenética coloreadas con giemsa
y codificadas se registré el numero de alteraciones cromosémicas (AC) en 50 metafases,
para cada individuo (expuestos y referentes) y se resto el nimero de AC basales
correspondientes para cada individuo (sin tratamiento con MMc), esta diferencia se
considera el numero de AC inducidas con MMc. Para caracterizar el polimorfismo del gen
XRCC1 codon 194 (Arg/Trp) y 399 (Arg/GIn), se extrajo ADN y se realiz6 PCR-
multiplex/RFLPs con la enzima Mspl; los datos se procesaron y analizaron con el programa
SPSS version 14, con pruebas no paramétricas. Se observo una diferencia significativa
estadisticamente (P=0.003) para las AC inducidas entre el grupo expuesto (1,66+0,298) y el
grupo referente (0,54+0,229), lo que sugiere que la exposicion a solventes organicos y
pinturas influye en la eficiencia de reparacion de lesiones inducidas en el ADN, ademas se
encontr0 una interaccion estadisticamente significativa entre la exposicion y el
polimorfismo del gen de reparacion XRCC1 coddon 194 y 399 (P=0.009 y P= 0,016) desde
el punto de vista de las AC inducidas, lo que indica que posiblemente los individuos con el
polimorfismo del gen de reparacion XRCCL1 codon 194 y 399, especificamente el genotipo
Argl94Trp y GIn399GIn son maés susceptibles a la exposicion. Estos hallazgos alertan y
motivan al disefio e implementacion de planes de prevencion y promocion en poblaciones
expuestas a solventes organicos y pinturas.

*(International Agency for Research on Cancer)
Palabras claves: exposicion ocupacional, susceptibilidad genética, sensibilidad a
mutagenos, eficiencia de reparacion, polimorfismo del gen XRCC1, PCR multiplex/RFLPs.
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INTRODUCCION

Los solventes organicos y las pinturas son mezclas complejas que contienen entre 96 y 205
compuestos quimicos como toluenos, xilenos, alcoholes, acetona, benceno, entre los mas
conocidos. Entre estos, algunos como el benceno y el tolueno se han asociado con el
desarrollo de cancer (Piscoya, 2000). La industrializacion ha incrementado la exposicion
individual a una variedad de quimicos, principalmente, ante una exposicion ocupacional. La
IARC (1989) afirm6é que existe “evidencia suficiente” en humanos y animales de
carcinogenicidad por la exposicion ocupacional en pintores. Sin embargo, en Colombia vy,
especialmente, en el Cauca, los individuos ocupacionalmente expuestos no tienen un
concepto y una aplicacion del adecuado manejo de estas sustancias, por lo cual los
solventes organicos y las pinturas tienen mayor probabilidad de ingresar a sus organismos.
Los productos activos generados a través del metabolismo de los solventes son capaces de
interactuar en el organismo con el ADN y de producir lesiones primarias que, en muchos
casos, no son reparadas o son mal reparadas y pueden fijarse, produciendo mutaciones en el
ADN.

La reparacion correcta y eficiente determina la proteccion para la integridad del ADN y de
la célula. La eficiente reparacion o la no reparacion son influenciadas por la susceptibilidad
genética (factores genéticos innatos) y la susceptibilidad adquirida (factores ambientales),
asociados con un mayor riesgo de desarrollar problemas de salud, como el cancer. La
deficiente reparacion del ADN esta involucrada en el proceso de la carcinogénesis (Erdei,
et al., 2006).

La prueba de sensibilidad a mutagenos desarrollada por Hsu (1983) es un ensayo que
permite medir la capacidad de reparacion del ADN de manera indirecta, con el uso de un
agente inductor de lesiones primarias en el ADN. Los diferentes tipos de dafio son
reparados por diferentes vias de reparacion (Reparacion por Escisién de Bases -BER—,
Reparacion por Escision de Nucledtidos -NER—, etc.). Para este estudio se uso la
mitomicina C como agente inductor de lesiones, el cual causa alquilacién en el ADN y
cross links en secuencias CpG. Asi, la principal via de reparacion evaluada fue BER, ya que
ésta repara lesiones causadas por estrés oxidativo, por agentes alquilantes, y sitios
apurinicos (AP) (Caldecott, 2003).

La proteina multidominio XRCCL1 interviene en BER como una proteina de acople de otras
proteinas que interactdan directamente con el ADN para efectuar el proceso de reparacion.
Ahora bien, en el gen XRCC1 se han identificado polimorfismos que alteran algunas
regiones del gen que modifican los dominios de unién proteina-proteina o que estan
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cercanos a ellos (Shen, et al., 1998). En consecuencia, al alterar estos dominios de union,
posiblemente también se alterara la capacidad de reparacion.

Para este estudio se tom6 una poblacion de 50 individuos expuestos a solventes organicos y
pinturas y un grupo de referencia de 50 individuos no expuestos, todos ellos sanos, no
fumadores, los cuales fueron emparejados por edad. A estos individuos se les tomo una
muestra de sangre para realizar la prueba de sensibilidad a mutagenos, evaluada mediante el
registro de alteraciones cromosdmicas. Se extrajo ADN para la genotipificacion del gen
XRCC1 codon 194 y 399 por PCR-Multiplex-RFLPs. Se evalud la eficiencia de reparacion
de lesiones en el ADN en linfocitos de sangre periférica en un grupo de individuos de
referencia y de individuos ocupacionalmente expuestas a solventes organicos y pinturas,
también se evalu6 la modulacion por el polimorfismo del gen de reparacién XRCC1 (codon
194 y 399), con el fin de identificar susceptibilidad en los individuos expuestos a solventes
organicos y pinturas, y de motivar el disefio y la implementacién de medidas de prevencién
y promocién de la salud en individuos y poblaciones en riesgo de desarrollar enfermedades,
como el cancer, por la exposicion a agentes genotdxicos.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las pinturas son mezclas complejas que tienen entre 96 y 205 compuestos quimicos como
toluenos, xilenos, alcoholes, acetona, benceno y estireno, entre los mas conocidos; de los
cuales algunos se han asociado con el desarrollo de cancer, tal como ocurre con el benceno
y el tolueno, asociados con la leucemia (Piscoya, 2000) y con la posible carcinogenicidad
del estireno (IARC, 1994). Los trabajadores pueden estar expuestos a una variedad de
compuestos (carcinogénicos mutagénicos) que dafian el ADN como resultado de su
ocupacion y de su ambiente de trabajo (Faust, et al., 2004).

Aunqgue el aumento de los solventes organicos y las pinturas en el mercado es considerable,
su adecuado manejo no ha trascendido. Culturalmente no existe un concepto y una
aplicacion de la bioseguridad ni del autocuidado. Por una parte, la informacion de los
individuos ocupacionalmente expuestos acerca de los efectos genotoxicos de los solventes
organicos y las pinturas es casi inexistente, debido al bajo nivel de escolaridad de estos
trabajadores. Por otra parte, el problema también se puede atribuir al descuido de las
personas que manejan estas sustancias. Los individuos ocupacionalmente expuestos no
emplean medidas de proteccion bésicas, tales como guantes, mascaras, ropa de trabajo de
algodon o ambientes ventilados para el desarrollo de su trabajo. Aun asi, un pequefio
porcentaje de individuos es conciente de los posibles dafios que causan estas sustancias,
pero la falta de medidas de proteccion se escuda en los altos costos de los implementos
destinados para este proposito, de tal suerte que sacrifican la proteccién por el ahorro.

Es usual encontrar que las personas que trabajan con pinturas manifiestan molestias en su
salud en el momento del manejo y la manipulacion de los compuestos quimicos (pinturas y
solventes), entre ellas: irritaciones de piel y mucosas, dolores de cabeza y mareos
(Rodriguez et al., 2001; Comision nacional del medio ambiente—region metropolitana de
Santiago de Chile, 1999). Estas molestias se pueden clasificar como problemas a corto
plazo; sin embargo, en los individuos que presentan una mayor exposicion, los quimicos
tienen mas probabilidades de interactuar con las macromoléculas como el ADN y entre
otras generar lesiones primarias (aductos), que al no ser reparadas o al ser mal reparadas
pueden expresarse en la célula como mutaciones, evento inicial en el proceso de la
carcinogenesis. Este tipo de enfermedades que no presentan sintomatologias tempranas
para el individuo, no son tratadas; ademas no hay planes de educacién que informen a la
poblacidn sobre la importancia de la prevencion.

El cuerpo humano es capaz de absorber, procesar y desechar compuestos quimicos,
tratando de mantener en dptimas condiciones la integridad de su sistema; no obstante, los
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limites que presenta el sistema se ven reflejados cuando los quimicos que ingresan no
tienen una ruta de procesamiento y eliminacion posterior, o bien cuando la exposicién a los
quimicos se vuelve constante y excede las dosis manejables por el cuerpo, como en el caso
de los pintores de automoviles, quienes se encuentran en una constante exposicion a
compuestos quimicos muy volatiles. Segun la IARC (International Agency for Reserch on
Cancer) (1989), “La ocupacion de los pintores es un oficio carcinogénico para el hombre”,
confirmando el riesgo de esta ocupacién. En conclusion, al ser los solventes organicos
mezclas complejas, muchos de los compuestos que los conforman tienen accion
promutagénica, mutagénica y hasta carcinogénica, como es el caso del benceno, un
hidrocarburo aromatico de reconocida accion carcinogénica (Rodriguez, et al., 2003), el
estireno (Laffon, et al., 2002) y el tolueno (Plappert, et al., 1994) entre otros.

Ahora bien, el Proyecto del Genoma Humano y principalmente el Proyecto del Genoma
Ambiental, han hecho énfasis en la implementacion del uso de biomarcadores que permitan
hacer una prediccion aproximada del potencial riesgo de desarrollar problemas de salud y
de susceptibilidad en los individuos expuestos a mutadgenos ambientales, dado que se ha
confirmado la interaccion gen-ambiente que determina una susceptibilidad variable entre
individuos expuestos. Priiss-Ustiin y Corvalan (2006) del Instituto Mundial de la Salud
afirman que “el 24% de la carga de morbilidad mundial y el 23% de todos los
fallecimientos pueden atribuirse a factores ambientales”.

La diferente respuesta biolégica a agentes genotoxicos por la exposicion
ambiental/ocupacional puede ser evaluada con los biomarcadores de susceptibilidad. Sin
embargo, los estudios que utilizan este tipo de biomarcadores son muy pocos a nivel
mundial, mas aun para el caso de la evaluacion de poblaciones ocupacionalmente
expuestas. En el departamento del Cauca, los estudios para evaluar la exposicion
ocupacional utilizando biomarcadores de susceptibilidad, no se han implementado, aunque
algunos estudios usando otro tipo de biomarcadores (Biomarcadores de efecto) han
permitido, en este mismo departamento, identificar poblaciones en riesgo y, principalmente,
alertar a estas poblaciones sobre dicho riesgo; logrando formular medidas de prevencién.

La prueba de sensibilidad a mutagenos (Biomarcador de susceptibilidad) se usa como un
indicador de la eficiencia de reparacién (Hsu, et al., 1981 Au, et al., 2001) y, con la ayuda
de las técnicas como el PCR y RFLPs para la identificacion de susceptibilidad innata, se ha
hecho posible genotipificar genes que intervienen en el metabolismo (activacion,
detoxificacion) y la reparacion del ADN, que determinan un estado de proteccion o de
riesgo individual ante la exposicion a compuestos ambientales. De esta forma, es posible
identificar individuos en mayor y menor riesgo.
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El objetivo de este estudio es evaluar el efecto en la eficiencia de reparacion de lesiones en
el ADN inducidos por la Mitomicina C (in vitro) en una poblacion ocupacionalmente
expuesta a solventes orgéanicos y pinturas y su modulacion por el polimorfismo del gen de
reparacion XRCC1. Las preguntas que se pretendieron responder fueron: ;La exposicion
ocupacional a los solventes organicos y las pinturas altera la eficiencia de reparacion del
ADN?, (El tiempo de exposicidén a solventes organicos y pinturas esta asociado con la
eficiencia de reparacion de dafios en el ADN inducidos por el mutdgeno mitomicina C?,
¢La edad de los individuos objeto de estudio esta asociada con la eficiencia de reparacion
de dafios en el ADN inducidos por el mutdgeno mitomicina C? y ¢El polimorfismo del gen
XRCC1 (194 y 399) esta asociado con la eficiencia de reparacion de lesiones en el ADN,
evidenciada en el aumento de las alteraciones cromosomicas de linfocitos tratados con
mitomicina C?
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2. HIPOTESIS

Si la exposicién ocupacional cronica a solventes organicos y pinturas, influye sobre la
eficiencia en la reparacion de lesiones inducidas por mitomicina C (sensibilidad a
mutagenos), se espera un incremento significativo en la frecuencia de alteraciones
cromosomicas, en el grupo de los expuestos respecto al grupo de individuos de referencia.

Si el genotipo (gen XRCC1 coddn 194 y 399), modula la sensibilidad a mutégenos, se
espera que, la presencia de determinados alelos este asociada al nimero de alteraciones
cromosoémicas inducidas con mitomicina C.

Si entre el factor ambiental (exposicion a solventes organicos) y el factor genético
(polimorfismos del gen XRCC1 coddén 194 y 399) existe dependencia, se espera, que las
personas expuestas a solventes organicos y pinturas que presenten alelos asociados a la
deficiencia en la reparacién, presenten un incremento significativo de alteraciones
cromosOmicas inducidas por el mutdgeno conocido mitomicina C, con respecto a las
personas que presentan alelos asociados a la eficiencia en la reparacion y pertenezcan al
grupo de individuos de referencia.
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3. JUSTIFICACION

La exposicién a solventes organicos, es un problema de salud publica. La IARC, en 1989,
clasifico “La ocupacion de los pintores como una ocupacion carcinogénica para el hombre”
Ademas, es ampliamente aceptado que la exposicion a quimicos ambientales esta asociada
con un elevado riesgo de cancer (Doll y Peto, 1981). No todas las personas son igualmente
susceptibles ante la exposicion de agentes genotdxicos, solo algunas desarrollan problemas
de salud por la exposicién ocupacional, luego es importante realizar estudios en los cuales
se incluyan biomarcadores de susceptibilidad para identificar individuos y/o grupos mas o
menos susceptibles. La prueba de sensibilidad a mutagenos basado en el registro de
alteraciones cromosomicas permite evaluar la eficiencia de reparacion de lesiones en el
ADN e identificar individuos mas susceptibles y en mayor riesgo de desarrollar problemas
de salud determinados por la exposicién a agentes genotdxicos y la sensibilidad a
mutégenos. Au et al., (2001), hace énfasis en “el uso de biomarcadores que puedan detectar
deficiencias en la reparacion del ADN vy sensibilidad a mutagenos en poblaciones humanas
como un indicador de susceptibilidad a la enfermedad”

La susceptibilidad esta determinada por factores genéticos y ambientales. Segun Loeb et
al., (1997), y Lengauer et al., (1997), las células de personas expuestas a mutagenos
ambientales (como algunos solventes organicos), expresan una inestabilidad geneética o
“fenotipo mutador”, lo que conlleva a la acumulacion de mutaciones oncogénicas (Wilson
et al., 1999), lo cual, confirma la influencia del ambiente sobre la susceptibilidad adquirida.
La susceptibilidad genética se ve influenciada por la capacidad que tenga el organismo para
biotransformar compuestos exogenos; cada individuo posee ciertas diferencias que pueden
determinan proteccion o vulnerabilidad, principalmente en sistemas en los que se pone en
juego la integridad del genoma. Segin Norppa (2004), cualquier polimorfismo que tenga su
efecto en el metabolismo de xenobi6ticos o respuesta celular ante el dafio en el ADN
(reparacion), puede alterar la susceptibilidad individual a los agentes Xxenobidticos
(genotdxicos y carcindgenos). Ademas, se afirma por varios autores, que los genes de
reparacion de lesiones en el ADN tienen un rol critico en la proteccion del genoma (Bohr,
1995, Chu y Mayne, 1996, Mohrenweiser y Jones, 1998). Los polimorfismos del gen
XRCC1 pueden conferir susceptibilidad, ya que este gen interviene como el mediador de la
interaccion entre proteinas que participan en el proceso de la reparacion por escision de
base, una de las principales rutas de reparacion de algunos de los dafios producidos por los
compuestos de los solventes orgénicos y pinturas. Segun Lunn et al. (1999), la reparacion
del ADN puede modular la susceptibilidad al cancer. Por lo cual se hace de vital
importancia poder predecir tempranamente los posibles riesgos por la exposicion
ambiental/ocupacional en los individuos més susceptibles.

22



La prueba de sensibilidad a mutagenos es indicador indirecto de la capacidad individual de
reparacion del ADN (Cloos, et al., 1999), la prueba permite predecir tempranamente los
posibles riesgos de desarrollar problemas de salud por la exposicion ocupacional a agentes
genotoxicos (Biomarcador de susceptibilidad). Una de las mayores ventajas de la prueba de
sensibilidad a mutagenos radica en que es una de las pocas pruebas in Vitro, que tiene la
posibilidad de evaluar la capacidad de reparacion, evento asociado al proceso de la
carcinogénesis (Hsu, et al., 1989, Spitz, et al., 1995), y con sindromes genéticos
(relacionados o no con la reparacion) (Otsuka, et al., 1985; Parshad, et al., 1996). Al
evaluar la reparacion la prueba de sensibilidad a mutagenos se perfila como una
herramienta muy util y de alta sensibilidad.

En este estudio se empled la prueba de alteraciones cromosoémicas (AC) como biomarcador
para la prueba de sensibilidad a mutagenos. El biomarcador de AC es el primero que ha
mostrado asociacion con riesgo de cancer. Resultados de algunos estudios han mostrado
que “la asociacion entre la frecuencia de AC y la subsiguiente incidencia de mortalidad e
incidencia de cancer no fue modificada por el sexo, la edad, el pais, la exposicion a
carcinogenos ocupacionales y los habitos de fumar” (Hagmar, et al., 2004), la justificacion
de la no asociacion encontrada para con los anteriores factores se atribuyd a la
susceptibilidad genética/adquirida que puede tener un efecto modulador.

Este estudio es coherente con los objetivos del Proyecto Genoma Humano (2007), el cual
es “entender la contribucion de la genética en la salud humana”. También es coherente con
el objetivo del Proyecto Genoma Ambiental (2007) el cual es “entender como los
individuos difieren en susceptibilidad (Genética y Adquirida), a los agentes ambientales y
como esta susceptibilidad influye a través del tiempo”. Ademaés es de anotar que para la
evaluacion de poblaciones en riesgo en el departamento del Cauca no se habian empleado
biomarcadores de susceptibilidad, y en el departamento del Cauca y en Colombia la
exposicion a solventes organicos y pinturas es todavia un problema de salud publica.

Ahora bien, Matsuo, et al., (2004), afirma que se requiere de la realizacion de estudios de
asociacion entre la exposicion ambiental/ocupacional, efectos genotdxicos, susceptibilidad
y el polimorfismo genético, los cuales permiten identificar la interaccion gen-ambiente
determinante de la variabilidad en la respuesta bioldgica a la exposicion ocupacional. Por lo
anterior, el interés sobre este estudio, el cual evaluo el efecto en la eficiencia de reparacion
de lesiones en el ADN inducidos por la Mitomicina C (in vitro) en una poblacion
ocupacionalmente expuesta a solventes organicos y pinturas y su modulacion por el
polimorfismo del gen de reparacion XRCCL1 con el fin de identificar susceptibilidad en los
individuos expuestos a solventes organicos y pinturas, y motivar al disefio e
implementacién de medidas de prevencién y promocion de la salud de individuos y
poblaciones en riesgo de desarrollar problemas de salud, como el cancer, por la exposicion
a agentes genotoxicos.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Evaluar el efecto en la eficiencia de reparacion de lesiones en el ADN inducidos por la
Mitomicina C (in vitro) en una poblacion ocupacionalmente expuesta a solventes organicos
y pinturas y su modulacion por el polimorfismo del gen de reparacién XRCCL.

4.2 ESPECIFICOS

Estandarizar la amplificacién y la genotipificacién de los polimorfismos del gen de
reparacion XRCC1 codon 194 y 399 por PCR multiplex/RFLPs.

Comeparar la eficiencia de reparacion de lesiones en el ADN inducidos por la mitomicina C
en linfocitos de sangre periférica en el grupo expuesto ocupacionalmente a solventes
organicos Yy pinturas con relacion al grupo de individuos de referencia mediante la prueba
de sensibilidad a mutagenos.

Caracterizar el polimorfismo genético del gen de reparacion XRCCL1 en los codones 194 y
399 en la poblacion objeto de estudio por PCR/RFLPs.

Asociar la eficiencia de reparacion de lesiones inducidas en el ADN por mitomicina C en
linfocitos de sangre periférica y los polimorfismos del gen XRCC1 (coddn 194 y 399), en la
poblacién objeto de estudio.
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5. ANTECEDENTES

La primera asociaciéon del trabajo como agente causal de enfermedad fue descrita por
Percival Pott en 1775; él encontrd6 que un considerable niumero de limpiadores de
chimeneas presentaban cancer de escroto. Este hallazgo motivo hacia una nueva vision del
desarrollo de la enfermedad (relacionandola con factores ambientales y ocupacionales), asi
como, la vision de “la prevencion temprana”. El estudio de la asociacion entre la ocupacion
y el desarrollo de problemas de salud continué con el aumento en los estudios de
biomonitoreo en poblaciones expuestas a quimicos (mutagénicos/carcinogénicos).

Para el biomonitoreo de poblaciones se han usado diferentes biomarcadores (Norppa,
2004). Entre los biomarcadores mas frecuentemente empleados estan las alteraciones
cromosomicas (AC), considerado como “la prueba de oro” para la documentacion de
efectos bioldgicos en poblaciones expuestas (Au, et al., 1996), ademas esta prueba ha sido
validada para predecir el potencial riesgo de desarrollar cancer (Hagmar et al., 1994, 1998;
Bonnasi et al., 1995). También es ampliamente usada la prueba de intercambio de
cromatides hermanas (ICHSs), la prueba de micronucleos (Mn) (Bonassi, et al., 2005), y el
ensayo cometa (Laffon, et al., 2004). Cabe resaltar que, muy pocos estudios han incluido
biomarcadores de susceptibilidad (Au, et al., 1995; 2001; Tedeschi, et al., 1996).

Ahora bien, los trabajadores pueden estar expuestos a una variedad de compuestos
(carcinogénicos mutagénicos) que dafian el ADN o biomoléculas importantes como
resultado de su ocupacion y de su ambiente de trabajo (Faust, et al., 2004). Au et al. (2001)
hipotetizaron que “una prolongada exposicion puede causar acumulacion de células
anormales”. Un buen numero de estudios, han evaluado a trabajadores ocupacionalmente
expuestos a diferentes tipos de sustancias como benceno (Hallberg, et al., 1996; Zhang et
al., 1999, Kasuba et al., 2000), etileno (Bogaard et al., 1999), oxido de propileno (Czne et
al., 2002) entre otros. La accion de toxicos ambientales tales como los solventes organicos,
se puede apreciar como una causa notoria del aumento en el riesgo de desarrollar cancer.
Los solventes organicos producen especies reactivas de oxigeno que se han asociado como
un factor de riesgo para el desarrollo de cancer (Stern, et al., 2001). La IARC (International
Agency for Reserch on Cancer), en 1989, clasificé al trabajo con pinturas como una causa
ocupacional directamente relacionada con la aparicion de cancer. Al igual que la IARC,
Brown et al., (2002), basados en registros locales (censo) de 1960 y 1970 y registros de
cancer de 1971 a 1989 de Swedish, reportaron una alta correlacion entre personas expuestas
ocupacionalmente a pinturas y a solventes organicos con el desarrollo posterior de cancer.
Ademas, se ha demostrado la absorcion y posterior metabolismo de solventes organicos en
una poblacidn italiana de pintores de automoviles, en esta poblacion la concentracién de los
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componentes como el tolueno, el n-butilacetato y el xileno en el aire y los niveles de
metabolitos en orina presentaron una relacién significativa (Vitali, et al., 2006).

La prueba de sensibilidad a mutdgenos o challenge fue desarrollada para evaluar la
eficiencia de reparaciéon (Hsu y Au et al.,1981; Parshad et al., 1985). Hsu et al. (1989),
expuso linfocitos in vitro a un tratamiento con bleomicina (Quimico radiomimético,
mutagénico), el cual uso para inducir dafios en el ADN. A una poblacion de 230 pacientes
con céancer y 335 controles, les realizdé la prueba de alteraciones cromosémicas sin
bleomicina (alteraciones de células sin tratamiento), y con bleomicina (respuesta de
reparacion), encontrando que un ndmero significativo de pacientes con cancer eran
sensibles a mutagenos, presentando una deficiencia en la capacidad de reparacion.
Posteriores estudio también mostraron un incremento significativo de personas con cancer
gue presentaban sensibilidad a mutadgenos con respecto al grupo de individuos de referencia
en cancer de cuello y cabeza (Hsu et al., 1989, Spitz, et al., 1989), y cancer de pulmén
(Spitz et al., 1995).

Para el caso de la prueba de challenge los linfocitos fueron expuestos in vitro a agentes
fisicos como rayos X, gama y UV durante la fase Go 0 G1 del ciclo celular, registrando
alteraciones cromosémicas (Au et al., 2001). Presumiendo que este ensayo (challenge)
detecta la deficiencia en la reparacion de quiebres en el ADN. Shafit, et al., (1988) usando
rayos X demostraron que los linfocitos de pacientes con sindrome de Dawn son sensibles a
la induccion de dafios cromosémicos. El-Zein et al., (1995) usando células basales del
sindrome de nevusy de epidermodisplacia verruciforme (EV) encontro que presentaban una
respuesta normal en la reparacion del ADN, aunque, las células de EV mostraron una
reparacion anormal ante la exposicion a rayos UV.

También se realizaron pruebas combinadas con diferentes tipos de mutagenos para la
realizacion de la prueba de sensibilidad a mutagenos; encontrando que los linfocitos de
pacientes con cancer expuestos a rayos UV y a bleomicina expresaban una deficiencia
significativa en la reparacion del ADN con relacion a pacientes control (Wei, et al., 2005).
En dos estudios similares se asocié la sensibilidad a mutadgenos con un incremento en la
mortalidad por cancer, especialmente con leucemia, cancer de pulmoén y de rifion (Lopez-
Abente et al., 1999, 2001). Las investigaciones en pacientes con cancer que expresan
sensibilidad a mutagenos son el principio para el estudio de la exposicion ambiental a
mutagenos y la susceptibilidad individual (Au, 2003). Numerosas investigaciones han
mostrado que el ensayo de sensibilidad a mutagenos es un marcador de susceptibilidad a
cancer lo que ha incrementado la utilizacion de esta prueba sobre todo en experimentos
para determinar la susceptibilidad de individuos y poblaciones expuestas.

En poblaciones expuestas la prueba de sensibilidad a mutagenos se ha empleado para
evaluar diferentes agentes. Se encontro que las células de individuos expuestos a bajas
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concentraciones de estireno, ante una radiacion ionizante, presentaban un significativo
incremento de AC comparados con el grupo de individuos de referencia (Oberheitmann et
al., 1999). De igual manera en poblaciones expuestas a uranio se determiné sensibilidad y
potenciales riesgos de salud (Au et al., 1995). En poblaciones expuestas a radiacion
especificamente en nifios que estuvieron en el accidente de Chernobyl se encontr6 que la
respuesta de sus células ante una radiacion ionizante in Vitro presentaban un cierto tipo de
adaptacion, de tal forma la respuesta de reparacion tuvo un incremento con respecto a los
controles (Padovani, et al., 1995), sin embargo, se reportd sensibilidad a mutagenos de
estas células con la aplicacion de bleomicina (Tedeschi, et al., 1996). La principal
relevancia de la prueba de sensibilidad a mutagenos radica en que la frecuencia de
alteraciones cromosémicas inducidas, es una medida indirecta de la eficiencia de los
mecanismos de reparacion y un predictor del riesgo de cancer asociado a factores
ambientales (Laczmanska, et al., 2007).

El estudio del gen XRCC1 inicio con la capacidad que se le atribuyd para restaurar la
reparacion del ADN, estudiado en células mutadas EM-9 y EM-11 (células sin el gen
XRCC1) de ovario de hamster chino las cuales presentaban hipersensibilidad a agentes
alquilantes, al insertar nuevamente el gen XRCC1 en las células observaron la restauracion
de la reparacion (Caldecott et al, 1992; Thompson et al., 1990; Zdzienicka, et al., 1992).
Estudios in vivo demuestran que la ausencia del gen XRCCL1 es capaz de provocar letalidad
embrionaria en ratones (Rayjean et al., 2005). Se han identificado tres polimorfismos en el
gen XRCCL1 (codon 194, 399 y 280) (Shen et al. 1998), los cuales posiblemente alteren la
capacidad de reparacién. Arg399GIn mostro relacion con la actividad de reparacién (Duell,
et al., 2000). También se ha encontrado asociacion entre el polimorfismo del gen XRCC1
399GlIn y la frecuencia de intercambio de croméatides hermanas en fumadores (Lunn, et al.,
1999; Duell, et al., 2000), el riesgo de cancer y células de carcinoma renal (Hitara, et al.,
2006). Asociacion entre el gen XRCCL1 y la susceptibilidad al cancer gastrico (Seong-
Gene, et al 2002). También se ha encontrado asociacion para el codon 194Trp y 399GIn y
un incremento en el riesgo de padecer de carcinoma colon-rectal en una poblacién egipcia
(Abdel- Rahman et al., 2000a).

En una poblacién china se encontré una clara evidencia de que los polimorfismos del gen
XRCC1 Trpl94Trp y XPD estd asociado en el desarrollo de cancer de pulmon,
determinando mayor susceptibilidad (Chen et al., 2002); ademas otros estudios han
asociado al alelo 194Trp con la presencia de cancer de pulmon (Ratnasinghe et al., 2001,
David-Beabes and London, 2001). También el polimorfismo del XRCC1 codédn 194 y 399
fue asociado con el incremento en el riesgo de cancer oral comparado con el genotipo
silvestre (Ramachandran, et al., 2006). Pero no solo se ha estudiado la asociacion de los
polimorfismos del gen XRCC1 con el riesgo de cancer, sino también con la quimioterapia.
En un estudio de asociacion entre el codon 399 y la quimioterapia; mostrd que pacientes
con cancer colon-rectal avanzado con 399GIn presentaban un incremento en el riesgo de
fracasar a la quimioterapia con 5FU/oxaliplatin comparados con los pacientes 399Arg
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(Stoehlmacher, et al., 2001). También se ha atribuido parte de la resistencia al
Camptothecin por la expresion del gen XRCCL1 (Park et al., 2002).

El cambio de Arg194Trp ha sido asociado a una baja sensibilidad in Vitro a la bleomicina
(Wang, et al., 2003), y Arg399GIn ha mostrado asociacion con altos niveles de aflotoxin
B1- aductos de ADN y una alta sensibilidad a la bleomicina (Lunn, et al., 1999; Matullo, et
al., 2001), En un estudio dirigido por Au (2001) se encontrd una leve asociacién entre el
polimorfismo del gen XRCC1 194Trp y una significativa asociacion entre el polimorfismo
399GIn del gen XRCCL1 y el incremento de alteraciones cromosomicas en la prueba de
sensibilidad a mutagenos. Aunque en otro estudio no encontré asociacion (Palli et al.,
2001). Sin embargo, se ha sugerido que la sensibilidad a mutagenos es parcialmente
explicada por polimorfismos genéticos que afectan la reparacion del ADN (Tuimala, et al.,
2002), y en resientes estudios con gemelos se ha encontrado que la sensibilidad a
mutéagenos es altamente heredable, por lo que se ha planteado la hipétesis que postula que
si los polimorfismos genéticos en genes de reparacion tienen una significancia funcional,
entonces puede haber una correlacién entre genotipo y sensibilidad a mutagenos (Lin, et
al., 2007).

Tabla 1. Resumen de las mas relevantes referencias bibliogréaficas.

Autor/ano Poblacion Pruebas Conclusion

Alteraciones Cromosomicas y Exposicion

1999, Kasuba et

cromosomicas

Percival ~ Pott, | Limpiadores de Examenes médicos | Asociacion del
1775 chimeneas de rutina trabajo como agente
presentaban cancer causal de
de escroto. enfermedad.
Zhang et al., | Expuestos a Benceno | Alteraciones Alta incidencia de

ACs con relacién al

al., 2000 (AC) grupo referente
Bogaard et al., | Expuestos a Etileno | Alteraciones
1999 cromosomicas

Czne et al., 2002

Expuestos a Oxido

Alteraciones

y metilhipdrico.

de propileno cromosdmicas
Roma et al., | Expuestosa AC, Mn, cometa, Nsignificativo en la
(2006) compuestos niveles de acido excrecion de &cido
aromaticos muconico hipurico | mucoénico para el

grupo expuesto
ademas M AC,
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Mn y la longitud de
cola en cometa para
el grupo expuesto

Hagmar et al.,

1994, 1998;
Bonnasi et al.,
1995

Metanalisis

AC es considerada
como una prueba que
permite predecir el
potencial riesgo de
desarrollar cancer.

Eficiencia de Reparacion/ Prueba de Sensibilidad a Mutagenos

Caldecott et al,
1992;
Thompson et al.,
1990;
Zdzienicka, et
al., 1992

células mutadas
EM-9y EM-11 de
ovario de hamster
chino

El estudio del gen
XRCC1 inicio con la
capacidad que se le
atribuyo para
restaurar la
reparacion del ADN

Thompson, et
al., 1990;
Siciliano, et al.
1986

especies reactivas
de oxigeno
radiaciones
ionizantes y
agentes alquilantes

gen XRCC1
interviene en la
reparacién por
excision de base
(BER)

Rayjean et al.,
2005

Ratones

in vivo ratones

Demostro que la
ausencia del gen
XRCC1 es capaz de
provocar letalidad
embrionaria

Chen et al.,
2002

Individuos con
cancer de pulmon

PCR-RFLPs

Los polimorfismos
del gen XRCC1
Trpl94Trp y XPD
podrian intervenir en
el desarrollo de
cancer de pulmon,
otorgando mayor
susceptibilidad

(Wang,
2003)

et al.,

Prueba de
sensibilidad a
mutagenos /PCR-
RFLPs

El cambio de
Arg399GIn asociado
a una alta sensibilidad
a la bleomicina
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Lunn, et al,

Fumadores

Intercambio de

asociacion entre el

1999; Duell, et cromatides polimorfismo del gen
al., 2000) hermanas XRCC1 399GIny la
alta frecuencia de
ICHSs
Gen XRCC1
Hsu y Au et | Pacientes con cancer | Prueba de Numero significativo
al.,1981 y sensibilidad a de pacientes con
Parshad et al., mutagenos cancer eran sensibles
1985 (bleomicina) a mutagenos,
presentando una
deficiencia en la
capacidad de
reparacion.
Hsu et al., 1989, | Pacientes con cancer | Prueba de Deficiencia en la
Spitz, et al., | decuelloy cabeza sensibilidad a capacidad de
1989,1993 mutagenos reparacion
(bleomicina)
Auetal., 1987 Linfocitos in vitro de | Prueba de Detectaron la
individuos sanos sensibilidad a deficienciaen la
mutagenos (rayos reparacion de
X, gamay UV) quiebres en el ADN.
Shafit, et al., | Linfocitos de Prueba de Sensibles a
1988 pacientes con sensibilidad a mutagenos

sindrome de Dawn

mutagenos rayos X

Oberhitmann et | Expuestos a bajas Prueba de incremento de AC
al., 1999 concentraciones de sensibilidad a comparados con el
estireno mutagenos grupo referente
Au et al., 1995 Expuestos a uranio Prueba de Asociacion entre la
sensibilidad a sensibilidad a
mutégenos mutéagenos y el

incremento en la
mortalidad por cancer
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6. MARCO TEORICO

6.1. SOLVENTES ORGANICOS Y PINTURAS

Durante el siglo XX con la introduccion del petréleo y sus derivados se ha incrementado el
uso de quimicos en muchos productos comerciales, de uso comun como diluyentes,
gasolina, engrasantes, pinturas, barnices, limpiadores, productos para el aseo del hogar
entre otros. Este tipo de productos involucran una mezcla de solventes organicos
principalmente de caracter de destilados de petroleo, benceno, acetona, tricloroetilieno,
tetracloroetileno, tolueno, acetato de etilo, cloruro de metileno, etc. (Rodriguez, et al.,
2001). La gama de productos a los que la poblacion en general esta expuesta requiere de un
manejo adecuado, ya que pueden llegara a ser toxicos, principalmente para las personas que
ven involucradas estas sustancias con su trabajo y més aun desconociendo la composicién
de las mismas ni sus alcances en el organismo.

Los solventes organicos son hidrocarburos volatiles de bajo punto de ebullicion derivados
del petréleo y de gas. Estos hidrocarburos son clasificados segun su uso como: a) solventes
activos, los cuales desempefian la funcion de disolver sustancias no hidrosolubles; b) como
cosolventes y solventes latentes que sirven para realzar la capacidad de las resinas y c¢)
como catalizadores de secado y como diluyentes los cuales se aprovechan para bajar los
costos de los productos tales como las pinturas (Nifio y Camargo, 1999). Ahora bien, las
pinturas estan constituidas por dos partes principales: la parte pigmentaria que consta de
materiales solidos de origen natural o sintético, estos pueden ser activos (que dan color y
cubrimiento) o inactivos (que sirven como relleno), y el vehiculo (parte liquida). El
vehiculo es la parte que contiene las principales mezclas de compuestos quimicos
organicos; el vehiculo esta formado por una sustancia formadora de pelicula que puede ser
un aceite, una resina, un polimero, etc., la cual sirve para formar una capa uniforme y sélida
al secar, también contiene disolventes que son sustancias muy volatiles que modifican la
viscosidad formando agregados moleculares de baja viscosidad con los aceites y las resinas;
otro de los componentes son los adelgazadores que son lubricantes moleculares, y
finalmente los agentes modificadores o aditivos, dentro de estos hay una gran variedad de
sustancias que confieren diferentes propiedades a las pinturas aumentando de manera
considerable las sustancias volatiles que conforman una pintura (Nifio y Camargo, 1999).
Dentro de toda esta gama de compuestos constituyentes de la pinturas se debe agregar una
carga adicional de solventes organicos que intervienen en todo el proceso de preparacion
para su uso.
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6.2. DANO GENETICO INDUCIDO POR QUIMICOS (SOLVENTES
ORGANICOS)

Es de anotar que las propiedades quimicas Unicas de los solventes organicos son capaces de
facilitar tanto el ingreso al cuerpo como la interaccion de los solventes o sus metabolitos
con macromoléculas, presentando efectos nocivos para la salud en algunas personas, entre
ellos efectos provocados por la acumulacion y/o por la activacion metabolica de las
sustancias en el organismo (Pefia et al., 2001). Asi estas sustancias activas pueden
interactuar con el ADN y en el peor de los casos provocar desordenes genéticos que lleven
a la produccion de cancer.

El dafo inducido por agentes quimicos costa de varios pasos, primero el compuesto
xenobiotico ingresa al organismo, se absorbe, se distribuye, y es capaz de ingresar a las
células; ahi, el agente quimico puede ser activo directamente, o bien puede ser activado por
el metabolismo (Pefia et al., 2001), es decir, que el quimico es de accion indirecta. Los
compuestos intermedios del quimico activados por la via del citocromo P450 resultan muy
electrofilicos, en su extremo terminal, tales compuestos son muy propensos a interactuar
con los centros nuecleofilicos presentes en moléculas como el ADN especificamente en
“puntos calientes” como el nitrogeno 7 y el oxigeno 6 de la guanina. La lesion primaria
generada por estos compuestos puede ser detectada, y si es muy agresiva puede generar
apoptosis, pero si no lo es puede ser sometida a los sistemas de reparacion, dentro de los
cuales se puede dar una reparacion eficiente o no (Ver Figura 1).

Figura 1. Esquema del ingreso y metabolismo de una sustancia exégena. Si la sustancia exdgena no
es eliminada o detoxificada induce dafios en el ADN, donde la Gltima linea de proteccion es la
reparacion.
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Tomado de: MILLER et al. Genetic variability in susceptibility and response to toxicants. 2001
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6.3 PRUEBA DE SENSIBILIDAD A MUTAGENOS PARA EVALUAR
EFICIENCIA DE REPARACION

La prueba de sensibilidad a mutadgenos permite identificar problemas de reparaciéon del
ADN (Hsu et al., 1981; Au et al., 1994; Parshad et al., 1985). Partieron de la premisa de
que pacientes con cancer, e individuos propensos al cancer tenian un tipo de defecto en la
reparacion del ADN lo que los hacia expresar una sensibilidad a quimicos clastogénicos.
Para la identificacion de este defecto propusieron emplear métodos citogenéticos,
inicialmente con el empleo de la prueba de alteraciones cromosémicas, pretendieron hacer
una comparacion entre las alteraciones cromosdmicas de células sin tratamiento y las
alteraciones cromosomicas inducidas en un cultivo de linfocitos. Indujeron lesiones en el
ADN vy proteinas (en los cultivos), con la aplicacion de agentes quimicos (bleomicina) o
agentes fisicos (rayos UV, gamma, etc.) de conocido efecto mutagénico. Las lesiones
producidas entrarian en un proceso de reparacion en el transcurso del ciclo celular, de ser
reparadas los individuos serian no sensibles y expresarian un numero similar de
alteraciones cromosémicas de celulas sin tratamiento, de lo contrario las lesiones
generarian alteraciones cromosémicas y los individuos serian sensibles, es decir,
expresarian defectos en los sistemas de reparacion y las alteraciones cromosomicas
inducidas sobrepasarian las alteraciones cromosomicas de células sin tratamiento. La
identificacion de individuos mas o menos sensibles se realiz6 en base al mayor o menor
namero de rupturas cromosémicas encontradas por célula. Es de aclarar que el concepto
base de la prueba de sensibilidad a mutagenos es tan versatil que no solo se puede utilizar la
prueba de alteraciones cromosomicas en linfocitos de sangre periférica, sino también con la
prueba de microndcleos, intercambio de cromatides hermanas, cometa, entre otras (Laffon,
et al., 2004).

El principio biologico de la prueba de sensibilidad a mutagenos consiste en evaluar la
eficiencia de reparacion de lesiones en el ADN de una poblacién de individuos expuestos a
solventes organicos y pinturas Vs. una poblacion de individuos de referencia (no
expuestos) en cultivos celulares de sangre periférica; para ello se induce lesiones en el
ADN por medio de un mutageno (mitomicina C) in vitro, y posteriormente se registra el
namero de alteraciones cromosomicas (AC biomarcador) resultado de lesiones no
reparadas. Durante el registro de AC se registraran también las AC producto de lesiones
causadas por diferentes factores (estrés oxidativo, alimentacién, estilo de vida, etc),
entonces, para asegurar que las AC tomadas en cuenta sean solo las AC producto de la
induccidn de lesiones por mitomicina C (eficiencia de reparacion) se hace una evaluacion
paralela del nimero de AC de cultivos celulares sin tratamiento con MMC, asi se podra
evaluar la eficiencia de reparacion de lesiones discriminando la carga de AC que no fueron
producidas por la MMC. Se espera que los individuos que reparan menos eficientemente las
lesiones inducidas por el mutdgeno presenten un mayor numero de AC, y que los
individuos que reparan mas eficientemente las lesiones inducidas por el mutageno
presenten un menor nimero de AC.
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Es claro que la prueba de sensibilidad a mutagenos evalla la respuesta celular al dafio en el
ADN cuando hay exposicion ambiental/ocupacional y la susceptibilidad individual, y que
sus resultados pueden ser utilizados para predecir el riesgo de desarrollar problemas de
salud como el cancer (Hsu, et al. 1989; Au, 2003). La prueba de sensibilidad a mutagenos
se ha usado principalmente en la evaluacion de 2 tipos de poblaciones, la primera en
pacientes con cancer para identificar si ellos presentaban o no sensibilidad a mutagenos, en
donde se encontr6 que dentro de los pacientes con cancer habian mas individuos mas
sensibles a mutagenos. En 75 pacientes con cancer aerodigestivo (no tratados), y 62
controles sanos, a quienes se les realizo la prueba de sensibilidad a mutagenos con, el 45%
de los pacientes y el 13% de los controles fueron sensibles (Spitz, et al., 1989), esta
relacion también se hizo evidente en pacientes con cancer de pulmon (Spitz et al., 1995;
Zheng et al., 2003), con cancer de cuello y cabeza (Cloos et al., 1999) y otros (Wei., et
al.,2005). La evaluacién de pacientes con cancer representa la base de la evaluacion del
segundo tipo de poblaciones; las poblaciones expuestas a mutagenos ambientales. Dentro
de estas poblaciones se han evaluado diferentes tipos de agentes, entre los cuales se pueden
distinguir el butadieno, mezclas de pesticidas, benceno, uranio, entre otros (Hallberg, et al.,
1997; Au, et al., 1995; Au, et al., 1999; Hallberg, et al., 1996),

Para este estudio se us6 un quimico radiomimético conocido como mitomicina C, el cual es
un agente alquilante reconocido y empleado en la quimioterapia. La mitomicina C
pertenece a la familia de las aziridina, producto natural proveniente de Streptomyces
lavendulae, un actinomiceto. Usualmente es usada por via intravenosa para el tratamiento
de cancer gastrointestinal, cancer de coldn, y también es aplicado a nivel topico para el
cancer de cornea y superficialmente en tumores de vejiga (Mao, et al., 1999)

6.4 POLIMORFISMO GENETICO

El polimorfismo genético (frecuencia es mayor del 1% en la poblacion) se define, como
una de las formas que puede tener un gen, como resultado de una variacion como la
substitucion de nucledtidos, deleccion, insercion o duplicacion de una secuencia. Muchos
polimorfismos pueden ocurrir en intrones o en regiones que no intervienen en el buen
funcionamiento del genoma, sin embargo, algunos de ellos pueden ocurrir en exones y en
regiones donde su alteracion provoca cambios en la actividad proteinica (Wormhoudt, et
al., 1999), estos cambios de actividad, pueden ser favorables o desfavorables.

Un ejemplo claro de deleccién es el caso del gen de la Glutation S-transferasa (GST), que
al no estar presente no hay una actividad enziméatica. También se pueden dar polimorfismos
de un solo nucedtido (SNPs) que si bien en este no se delecta la totalidad del gen, el
polimorfismo puede presentarse en regiones que determinan cambios en dominios de
interaccion proteica, alterando la funcionalidad de la proteina. EI problema de los
polimorfismos es que muchos de ellos se presentan en secuencias que determinan procesos
de regulacion celular, como la reparacion (Sanz, 2002).

34



6.5 REPARACION DEL ADN

La reparacién del ADN es un mecanismo esencial en la vida celular, ya que confiere a la
células proteccidn ante dafios genotdxicos, consecuentemente la reduccion en la capacidad
de reparacion provoca una alta sensibilidad individual desencadenando eventos que
conlleven a la generacion de problemas de salud. Por estos motivos se ha hecho énfasis en
el uso de biomarcadores que puedan detectar deficiencias en la reparacién del ADN y la
sensibilidad a mutagenos en poblaciones humanas como un indicador de susceptibilidad a
la enfermedad (Au et al., 2001).

Como forma de defensa ante el inminente ataque de compuestos enddgenos y exdgenos, las
células poseen diferentes sistemas de reparacion para las diferentes lesiones en el ADN.
Dentro del sistema de reparacion se verifica que el ADN se encuentre en buen estado y se
previene la pérdida o posible trascripcion erronea de las cadenas de AND defectuosas, para
esto existen varios sistemas de reparacion, el uso de ellos depende del tipo de dafio entre
ellos se encuentran la reparacion por escision de base (BER) la cual repara lesiones
causadas por especies reactivas de oxigeno, agentes alquilantes, ademas de sitios AP; la
reparacion por excision de nucleodtido (NER), repara aductos grandes como los producidos
por induccion de fotolesiones con luz UV, reparacion de bases mal apareadas (MMR),
como su nombre lo dice repara bases mal apareadas causadas por desaminacion de bases,
oxidacion, metilacion y errores en la replicacion y finalmente la reparacion
recombinacional, repara quiebres de cadena doble (Miller et al., 2001; Christmann, et al.,
2003). La deficiencia en la reparacién proporcionara un estado de posible mutacion, ya que
la reparacion es la Ultima etapa que tiene la célula para mantener la integridad del genoma
ante el ataque de un compuesto exdgeno.

La reparacion por escision de base (BER) puede repara lesiones causadas bien sean por
agentes de origen enddgeno o exdgeno. Durante el proceso de BER en primera instancia
hay un reconocimiento de la base dafiada, una remocion de la base y un corte del sitio AP
con la enzimas glicosilasas, a continuacién se inserta el nucleétido dafiado y se decide por
el camino de parche largo o parche corto, el nucledtido dafiado es sintetizado y es
incorporado nuevamente en el genoma por medio del complejo de la ligasa I o 11, en este
caso la ligasa interactia con la proteina XRCC1, polimerasa beta y la PARP-1, hasta
obtener nuevamente la cadena integra (Christmann, et al., 2003).

6.6. GEN DE REPARACION XRCC1 Y POLIMORFISMOS GENETICOS

6.6.1. Gen XRCCL1. El gen XRCC1 se encuentra en la posicion 19q 13.2-13.3 (Thompson
et al 1989; Mohrenweiser, et al., 1989). El estudio del gen XRCC1 inicio con la capacidad
que se le atribuy6 para restaurar la reparacion del ADN, estudiado en células mutadas EM-
9 y EM-11 de ovario de hamter chino las cuales presentaban hipersensibilidad a agentes
alquilantes (Caldecott et al., 1992; Thompson et al, 1990; Zdzienicka, et al., 1992).
Estudios In vivo demuestran que la ausencia del gen XRCCL1 es capaz de provocar letalidad
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embrionaria en ratones (Rayjean et al., 2005), remarcando la necesidad de este gen en el
organismo para su correcto funcionamiento. EI gen XRCCL1 es una secuencia que codifica
para una proteina multidominio que interactia con poly(ADP-ribosa) polimerasa
1(PARP1), la ADN polimerasa B, ADN ligasa Ill (Caldecott et al., 1994, 1996, 2003),
polinucledtido kinasa (PNK) (Whitehouse, et al., 2001), y AP endonucleasa 1 (APEL)
(Vidal, et al., 2001), todas estas enzimas que actlan en la reparacion por exicion de bases
(BER) (Ver Figura 2). El dominio BRCT I del gen XRCC1 es un determinante critico para
la supervivencia celular, ante la exposicion a especies reactivas de oxigeno, radiaciones
ionizantes y agentes alquilantes (Caldecott, 2003; Thompson et al. 1990; Siciliano, et al. 1986).

Figura 2. Proteina XRCCL1 y su interaccidn con enzimas que participan en el proceso de Reparacion
por Escision de Bases (BER). NTD: Dominio N-Terminal; NLS: Sefial de localizacion nucleolar;
BRCT: Carboxilo terminal BRCA. Las lineas punteadas muestran los dominios donde ocurren las
interacciones.

Tomado de: Caldecott, 2003.

6.6.2. Polimorfismo del gen XRCC1. Shen et al., (1998) identifico tres polimorfismos en
el gen XRCCI1, en el exon 6 codon 194 posicion 26304 C—T (cambio de Arginina por
triptofano), en el exén 10 codon 399 posicion 28152 G—A (cambio Arginina por
glutamina) y en codon 280 posicion 27466 G—A (cambio de Arginina por histidina). La
importancia del analisis de los polimorfismos del gen XRCC1 para el codon 194(C—T) y
399(G—A) radica en que la variacion de estos alelos modifican los dominios de union
proteina-proteina, consecuentemente la afinidad de acople con moléculas que intervienen
en la reparacion por excision de bases (BER) alterando la capacidad de reparacion. El
polimorfismo del codon 194 y 280 se localiza al lado de dos secuencias mediadoras de las
interacciones proteina-proteina con la Poly (ADP ribosa) polimerasa (PARP) y la
polimerasa beta (Thompson, et al., 2000) y el polimorfismo del codén 399 esta en el
dominio mediador de la interaccion entre XRCC1y PARP (Tuimala, et al., 2002).
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Los primers méas usados para la amplificacion del codén 194 y 399 del gen XRCC1 son:
194F5’- GCC CG TCC CAG GTA AGC -3’ , 194R 5°—~ AGC CCC AAG ACC CTT TCA
CT 3> y 399F 5~ TTG TGC TTT CTC TGT GTC CA — 3’, 399R 5°- TCC TCC AGC
CTT TTC TGA TA -3’que generan los fragmentos 491pb y 615pb (Lunn, et al., 1999;
Tuimala, et al., 2002), (Figura 3). Y para la identificacién de los polimorfismos por RFLPs
es usada la enzima Mspl (Figura 4).

Figura 3. Patrén de bandas del producto de amplificacién para PCR multiplex. Las bandas de 615pb
y 419pb corresponden al ex6n 10 (posicién 399) y al ex6n 6 (posicion 194), respectivamente.
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Figura 4. Diagrama del patron de bandas para la digestion de los productos de amplificado del gen XRCC1 codones 194 y 399; contiene las posibles combinaciones
de bandas.
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6.8. BIOMARCADORES, EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR Y MONITOREO
DE POBLACIONES.

La epidemiologia estudia la distribucion y determinantes de enfermedades en poblaciones
humanas. Esta ciencia ha evolucionado para determinar modelos que permitan un mejor
estudio de poblaciones, entre estos se ha hecho especial énfasis en los monitoreos
biolégicos. Hoyos (2000) Afirma que es prioritaria la realizacion de estudios de monitoreo
bioldgico en poblaciones expuestas empleando como herramienta la epidemiologia
molecular que permitan identificar los efectos de exposicion a mutadgenos y predecir los
potenciales riesgos de salud. Estos estudios se remiten esencialmente al uso de
biomarcadores.

Un biomarcador es un evento cuya presencia es indicadora de toxicidad en el organismo
usando en lo posible técnicas no invasivas (Collins, 1998). Existen 3 tipos de
biomarcadores ellos son: Los biomarcadores de exposicion (BEx) indican la exposicion a
un compuesto midiendo el compuesto o sus metabolitos en diferentes tipos de tejidos. Los
trabajos realizados con este biomarcador han sido principalmente en torno a los compuestos
quimicos genotoxicos, basados en que el potencial carcinogénico o mutagénico de
sustancias quimicas electrofilicas esta proporcionalmente relacionado con sus interacciones
covalentes con el ADN lo cual se determina con mediciones de aductos (Peri, 2001),
Biomarcadores de efecto (BE) los cuales miden sustancias endégenas o pardmetros que
indican cambios bioldgicos como respuesta a sustancias quimicas externas que logran
ingresar al organismo. Los biomarcadores de efecto varian desde medidas como por
ejemplo el peso del cuerpo hasta las respuestas moleculares que pueden ser desde dafios
en el material genético (ADN), inducciones enzimaticas, inmunosupresion entre otras, uno
de los mas reconocidos biomarcadores de efecto son las alteraciones cromosomicas.
Finalmente los biomarcadores de susceptibilidad (BS) que incluyen factores genéticos vy
cambios en los receptores los cuales alteran la susceptibilidad de un organismo ante la
exposicion de una sustancia quimica. Los biomarcadores de susceptibilidad muestran una
sensibilidad anormal elevada de los efectos de la exposicién ambiental en un organismo
(Groopman et al., 1995).

El andlisis genotipico (BS) combinado con otro tipo de biomarcador es una de las
estrategias mas usadas para los biomonitoreos. En algunos estudios se han combinado
genes del metabolismo (BS), ensayo cometa (BEX) y Alteraciones cromosomicas (BE)
(Kocabas, et al., 2000), también la asociacion entre genes de reparacion (BS), Intercambio
de cromatides hermanas (BE) y aductos de ADN (BEx) (Duell, et al., 2000), genes de
reparacion (BS) y alteraciones cromosomicas (BE) (Harms, et al., 2004) entre muchos
otros. Este tipo de combinaciones permiten un mejor analisis de la situacién real, y por
ende una mejor prediccion de posibles riesgos.
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7.1. TIPO DE ESTUDIO

Este estudio de biomonitoreo epidemiolégico molecular, tipo Cross-sectional (Blair et al.,
1999); empled una poblacion saludable ocupacionalmente expuesta a solventes organicos y
pinturas y una poblacion de referencia ocupacionalmente no expuesta a estas sustancias.

7. METODOLOGIA

7.2. SELECCION DE VARIABLES

Tabla 2. Variables relacionadas en el estudio

inducidas por
MMC

cromosomica

FACTORES Tip_o de Naturaleza Esca_la_ ge Niveles Estadistica de
variable medicién resumen
1. Individuos de
Exposicion Independiente | Cualitativa Nominal referencia
2. Expuesto
Tlempo_ ge Independiente | Cuantitativa | Razon Afios de trabajo To_das las
exposicion existentes
. I . - Todas las
Edad Independiente | Cuantitativa | Razo6n Afos existentes
Codones: *194 / 399
1. Arg/Arg / Arg/Arg
2. Arg/Arg /Arg/GlIn
3. Arg/Arg /GIn/GIn Conteo de
Genotipos del . I . 4. Arg/Trp / Arg/Arg porcentaje,
gen XRCC1 Independiente | Cualitativa Nominal 5. Arg/Trp / Arg/GIn frecuencia
6. Arg/Trp / GIn/GIn relativa
7. Trp/Trp / Arg/Arg
8. Trp/Trp / Arg/Gln
9. Trp/Trp / GIn/GIn
Frecuencia de 1. Alteracién
Alteraciones cromatidica Todas las
Cromosomicas | Dependiente Cuantitativa Razon 2. Alteracién existentes

*Nucleotido para alelo silvestre 194: Arg  399: Arg

Nucleétido para alelo Polimérfico 194: Trp  399: Gin
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7.3 POBLACION OBJETO DE ESTUDIO Y TAMANO DE MUESTRA

La poblacion objeto de estudio fue una poblacidén expuesta ocupacionalmente a solventes
organicos y pinturas. La poblacion total objeto de estudio incluyé 100 individuos, 50
expuestos a solventes organicos y pinturas y 50 individuos de referencia (no expuestos).
Los individuos de los grupos expuesto y de referencia fueron saludables, y se controlaron
los factores de confusion como, el habito de fumar, entre otras.

7.4. SELECCION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

En primera instancia se informé y motivd sobre el estudio a los individuos potenciales
objeto de estudio en palabras claras y veraces, una vez motivados y luego de aceptar
participar voluntariamente en el estudio, se les aplico una encuesta corta preliminar (Anexo
A), con objeto de obtener informacion personal para su preseleccién, teniendo presente los
criterios de inclusidn y exclusiéon. Una vez preseleccionadas las personas, se les hizo una
encuesta larga (Anexo B), para obtener una informacion mas completa con datos méas
precisos del estilo de vida, datos familiares y datos de exposicion, los cuales son
estrictamente confidenciales. Una vez encuestados, a los individuos se les dio un cddigo,
con el cual se trataron en adelante, para asegurar confidencialidad de los datos ademas de
evitar posibles sesgos.

7.4.1. Criterios de seleccion y exclusion Para la seleccion de individuos que participaron
en el estudio tanto para el grupo expuesto como para el grupo de individuos de referencia,
se tuvieron en cuenta los siguiente parametros de seleccion: el no consumo de cigarrillo, no
consumo de drogas psicoactivas, no haber tenido enfermedades virales recientes, ni
irradiaciones recientes, no haber estado expuestos por un periodo prolongado a compuestos
tales como plaguicidas, o metales pesados en trabajos anteriores y finalmente que todos los
individuos sean hombres.

7.4.2. Seleccion del grupo expuesto Se tomé una poblacion de personas que se dedican al
oficio de pintura de automdviles, que tuvieran un minimo de 5 afios de exposicién, y
principalmente que quisieran participar en el estudio, es decir que su participacion fue
voluntaria.

7.4.3. Seleccion del grupo de individuos de referencia (no expuestos) Para la seleccion
de las personas del grupo de individuos de referencia se tuvo en cuenta los mismos criterios
de inclusién y de exclusion del grupo expuesto; ademas, los individuos no estuvieron
anteriormente expuestos por largos periodos a solventes organicos y pinturas; los
individuos de este grupo fueron elegidos buscando un emparejamiento por edad con
respecto al grupo de individuos expuestos a los solventes organicos.
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7.4.4. Consentimiento informado Una vez seleccionados los individuos objeto de
estudio, después de haber sido informados de los objetivos, propdsito, metodologia, riesgos
y beneficios del estudio y la aplicacion de las correspondientes encuestas tanto a los
integrantes del grupo expuesto como del grupo de individuos de referencia se les entreg6 un
consentimiento informado (Anexo C) avalado por el Comité de Etica de la Universidad del
Cauca donde se les explicé todas las implicaciones acerca de la participacion en el proyecto
y los beneficios que obtendran los participantes. Una vez leido este, los participantes
firmaron y afirmaron su deseo voluntario de participar en el estudio.

7.4.5. Obtencidn y procesamiento de la informacion La informacion recolectada en las
encuestas se introdujo en tablas maestras para su posterior manejo, analisis y facil
ubicacion de los individuos para la toma de muestras de sangre, esta informacion se
proceso con el programa Excel.

7.5. TOMA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Una vez llenados los requisitos de las encuestas y firmado el consentimiento informado, se
procedio con la toma de las muestras de sangre, la cual fue realizada por una enfermera
titulada que garantizé el correcto desempefio del procedimiento. Las muestras de sangre se
tomaron con vacuntainers estériles, uno con el anticoagulante heparina, para la realizacion
del cultivo celular para la prueba de sensibilidad a mutagenos (3 mL), y el otro con el
anticoagulante EDTA para la extraccion de ADN (12 mL). Una vez extraida la sangre, se
llevé al laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca
para los correspondientes procedimientos que se llevaron a cabo segun el manual de
citogenética de Hoyos et al., (2002).

7.6. PRUEBA DE SENSIBILIDAD A MUTAGENOS PARA EVALUAR
EFICIENCIA EN LA REPARACION

7.6.1. Cultivos celulares y tratamientos con Mitomicina C. Los cultivos celulares se
realizaron en condiciones de esterilidad en la camara de flujo laminar, se comenzé con la
siembra de linfocitos para inducir la proliferacién celular, a cada individuo se le establecid
un cultivo con su respectivo duplicado. La siembra se realizé en tubos Falcon de 15 mL,
cada cultivo con un total de 5 mL los cuales contenian medio RPMI 1640 suplementado
con antibiotico Pen-Strep al 1% (para prevenir el desarrollo de microorganismos
contaminantes), I-glutamina al 1%, fitohemaglutinina al 2%, y sangre del paciente en una
concentracion del 10 %, los cultivos celulares fueron incubados a 37°C por un periodo de
72 horas. El tratamiento se realizd en la fase G2 luego de haber transcurrido 67 horas de
incubacion, los cultivos fueron tratados con Mitomicina C (Quimico mutagénico conocido)
en una concentracion final para cada cultivo de 0.25mM. Luego los cultivos nuevamente
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fueron incubados a 37° C por 5 horas mas. De igual manera se establecieron cultivos
paralelamente para evaluar alteraciones cromosémicas en los individuos expuestos y de
referencia sin haber sido tratados con MMC.

7.6.2. Cosecha celular. Dos horas y media antes de la cosecha (69,5 horas), se aplic a
cada cultivo 0,ImL de colcemid, para detener las células en metafase. Al terminar la
incubacion los cultivos celulares se sometieron a centrifugacion entre 800 a 1000 rpm. por
5 a 7 minutos (todas las centrifugaciones se realizaran en iguales condiciones), se removio
el sobrenadante y se agreg6 6 mL de la solucion hipotonica (0.075M KCI) se incub6 a 37°
C por 30 min. A continuacion se prefijé con 1mL de fijador Carnoy’s (etanol — Acido
Acético 3:1) y se centrifugd nuevamente. Se removid el sobrenadante y se fijé con 5 mL de
fijador Carnoy’s, una vez hecho esto se dejo la suspension celular por 20 min. en
refrigeracion; transcurrido este tiempo se centrifugd y se fijo 2 veces mas, sin refrigeracion.
Una vez terminada la fijacion se tomo el botdn celular y se agregd una pequefia cantidad de
fijador fresco (0,5mL aprox.).

7.6.3. Montaje de las preparaciones citogenéticas, tincion, observacion y registro. Se
tomaron portaobjetos (placas) limpios y se dejaron en &cido acético al 60% refrigerados,
sobre ellos se goted la suspensién celular con pipeta desde una altura aproximada de 1m.
para obtener los extendidos celulares, se obtuvieron un total de 4 placas por paciente, 2
placas por tubo de cultivo. Se dejaron secar las placas por una noche y se tifieron con
solucion de Giemsa al 6% por 5 a 7 min. Una vez tefiidas las placas se le hizo un doble
ciego el cual consiste en una codificacion secundaria (hecha por otra persona) que impidio
la observacion del codigo principal, de tal manera al observar las placas al microscopio no
se supo si la placa pertenecia a un individuo expuesto o a un individuo del grupo de
individuos de referencia. Durante la observacion de las placas en el microscopio se registrd
50 celulas en metafase por paciente (Tabla 2), registrando las alteraciones cromosémicas
(Rupturas como alteraciones de tipo cromatidico, de tipo cromosomico, dicéntricos,
rearreglos, etc.) encontradas en cada una de ellas (de haberlas).

Tabla 3. Resumen de disefio experimental para la prueba de sensibilidad a mutagenos.

Grupo N° de N° Total N° de Total N° de Total
individuos | cultivos | cultivos placas placas células células
por por por por metafasicas | metafasicas
individuo | grupo cultivo cultivo registradas | registradas
Referencia 50 2 100 2 200 50* 10.000
Expuesto 50 2 100 2 200 50* 10.000
Total 100 200 400 20.000

* Todas las células registradas contaron con 46 cromosomas
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7.7. GENOTIPIFICACION DEL GEN XRCC1 POR PCR-RFLPs

La genotipificacion del gen de reparacion XRCCL1 es objeto de estudio en el macroproyecto
“Asociacion de Alteraciones Cromosémicas, Polimorfismo Genéticos y Potenciales
Riesgos de Salud por la Exposicién Ocupacional a Solventes Organicos” financiado por
Colciencias ID 1898 2006 (Hoyos, et al., 2006). Los datos de genotipificacion obtenidos
en el estudio anteriormente mencionado fueron empleados para este estudio, cabe resaltar,
que el procedimiento de la estandarizacion y genotipificacion de los individuos fue
realizado por quien presenta este proyecto.

7.7.1. Aislamiento de linfocitos por el método de Ficoll-Histopaque. (Histopaque®-
1077 Sigma - Aldrich) En un tubo de 15mL se tomd 5mL de histopaque (gradiente de
densidad), se agreg6 sangre total en cantidad igual (5mL), procurando mantener dos fases,
una de histopaque y otra de sangre. Se centrifugé a 2600rpm por 30min, al cabo de este
tiempo se observaron 4 fases una de plasma, una de linfocitos, una de histopaque y otra de
eritrocitos, en orden descendente, de las cuales se retir6 la capa de linfocitos; estos
linfocitos se transfirieron a un tubo nuevo y se lavaron con de PBS (buffer fosfato salino),
se centrifug6 a 1200rpm por 12min, se descartd el sobrenadante y se repitid el lavado.

7.7.2. Extraccion de ADN por el Kit de Quiagen. (QlAamp® DNA Mini Kit) El
aislamiento de ADN se realizé por medio del kit de Quiagen con los linfocitos ya extraidos
se comenz6 por adicionar 20uL de proteasa y 200uL de buffer de lisis al pelet de linfocitos,
una vez hecho esto se incubd a 70° C por un periodo de una hora, una vez transcurrido este
tiempo se agreg6 200uL de etanol absoluto, y se transfirio la muestra a una columna que
consta de un filtro, y un tubo contenedor (incluida en el kit) se centrifugd a 10.000rpm por
3min; en este paso el ADN quedo contenido en el filtro de la columna. Se hicieron 2
lavados, uno agregando 500uL de buffer AW1 con una subsecuente centrifugacion a
10.000rpm por 2min, y otra con 500uL de buffer AW2 centrifugando a 14.000rpm por
3min, finalmente se agrego el buffer de elucion (AE) el cual hizo desprender el ADN del
filtro, a continuacién se centrifugd a 8.000rpm por 2min y se pasé el liquido del tubo
contenedor (con el ADN) a tubos estériles para su criopreservacion.

7.7.3. Condiciones de amplificacion (PCR). Para la genotipificacion de los exones 10
(posicion 399) y 6 (posicion 194) del gen XRCC1, se realizd6 PCR multiplex para la
amplificacion empleando los siguientes primers: 194F5’- GCC CG TCC CAG GTA AGC —
3’7, 194R 5~ AGC CCC AAG ACCCTT TCACT -3’ y399F 5>~ TTG TGC TTT CTC
TGT GTC CA — 37, 399R 5’- TCC TCC AGC CTT TTC TGA TA —3’que generaron l0s
fragmentos 491pb y 615pb (Lunn, et al., 1999; Tuimala, et al., 2002), las condiciones del
PCR se llevaron inicialmente a 5 minutos de desnaturalizacion a 94 °C seguido de 30 ciclos
de 30seg. a 94°C y 1min. a 62°C y 45seg. A 72°C. Se hizo una extension final de 72°C por
5 min. (Abdel-Rahman, et al., 2000a).
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7.7.4. Polimorfismos genéticos (RFLPs). Después de la electroforesis para el chequeo de
la amplificacion de los fragmentos de interés se procedio con la digestion, la cual se realizé
con la enzima Mspl (Promega), por un periodo de 10 horas a 37°C, los productos digeridos
se corrieron en electroforesis en gel de agarosa metaphor al 3% para identificar los patrones
de bandas de los diferentes polimorfismos. Se hicieron repeticiones al azar de identificacion
de los polimorfismos a un 10% de las personas seleccionadas para confirmar la fiabilidad
de los genotipos encontrados. Los datos obtenidos de los andlisis de los diferentes
polimorfismos se llevaron a tablas en las cuales se registraron los respectivos genotipos
para su analisis. De igual manera, se llevd un registro fotogréafico.

7.8. PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Inicialmente se obtuvo la diferencia entre la frecuencia de AC totales (con tratamiento
MMoc), y las AC de células sin tratamiento MMC?, (Ver figura 4), con el fin de determinar
el nimero de AC inducidas in vitro por la MMC. Este dato se someti6 a pruebas de
normalidad (Shapiro Wilk: p < 0,05), y de homogeneidad de varianza (Levene: p< 0,05),
usando el programa estadistico SPSS version 14, y al no cumplir los datos con tales
requerimientos, fueron analizados mediante pruebas no parametricas del siguiente modo:

Figura 5. Origen del valor numérico de las Alteraciones cromosémicas inducidas.

AC totales (con Tto.) - AC sin Tto. = AC inducidas
por MMC
(obtenidas de la prueba de (obtenidas de las (Datos)
sensibilidad a mutagenos células sin Tto.
con MMC) con MMC?)

Las caracteristicas demograficas fueron evaluadas con las pruebas de X2y exacto de Fisher.
Para la relacion entre grupo expuesto y de individuos de referencia con relacion a las AC
inducidas se realizo la prueba de Mann-Whitney con un nivel de significancia de 0,05.
Para evaluar la asociacion de la edad con la frecuencia de AC inducidas se realizd una
prueba de correlacion Rho de Spearman, al igual que para el tiempo de exposicién. La
prueba de Mann-Whitney fue empleada para la relacion entre el Gen XRCC1 cod6n 194 en
cuanto a las AC inducidas y la prueba de Kruskall- Wallis para la relacion entre el codon
399 y las AC inducidas, y también para evaluar la relacion entre la exposicion y el gen
XRCC1 coddn 194 y 399 en cuanto a las AC inducidas.

! Macroproyecto “Asociacion de Alteraciones Cromosémicas, Polimorfismo Genéticos y Potenciales Riesgos
de Salud por la Exposicién Ocupacional a Solventes Organicos” financiado por Colciencias 1D 1898 2006
(Hoyos et al., 2006)
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8. RESULTADOS

8.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

La tabla 3 muestra las caracteristicas de la poblacién, incluidas las genéticas, encontradas
para los individuos. No se encontré diferencia estadistica significativa entre los grupos
(P > 0,05), para dichas caracteristicas. Las frecuencias poblacionales estan representada por
el numero de individuos que poseen el genotipo especificado. En cuanto a la
genotipificacion del gen XRCCL1 se encontrd para el exdn 194 la frecuencia mas alta para el
genotipo silvestre Arg/Arg tanto para los individuos de referencia como para expuestos
(88% y 82% respectivamente), el genotipo homocigo6tico mutante Trp/Trp no fue detectado
en los grupos, y el genotipo heterocig6tico Arg/Trp tuvo una frecuencia baja (Individuos de
referencia 12% y expuestos 18%). La frecuencia del alelo Trp se obtuvo a partir los
individuos heterocigéticos, tomando la mitad de la frecuencia obtenida para este genotipo,
de estd manera se encontrd una frecuencia del alelo Trp para la poblacion total de 7,5%.
Para el caso del ex6n 399 se encontrd una similaridad de frecuencias para el genotipo
homocigético silvestre (Arg/Arg) (Individuos de referencia: 46%; Expuestos: 44%) vy
heterocigético (Arg/GlIn) (Individuos de referencia: 44%; Expuestos: 44%), representadas
indistintamente del grupo al que pertenecieran; el genotipo homocig6tico mutante se
encontro en menor frecuencia (Individuos de referencia: 10%, Expuestos: 12%). En cuanto
a la frecuencia alélica del alelo GlIn se sumé el nimero de individuos homaécigoticos para el
alelo GIn y la mitad de la frecuencia de los individuos heterocigoticos, de esta forma la
frecuencia para el alelo Gln para la poblacién total fue de 33%.

8.2. EFICIENCIA DE REPARACION DE LESIONES INDUCIDAS In Vitro CON
MMC EN EL ADN ENTRE GRUPOS

En la tabla 4 se muestra el promedio de ACs inducidas in vitro por MMC encontradas para
el grupo de referencia (0,54+0,229), y el grupo expuesto (1.66+0,298). Se obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa para el promedio de las alteraciones de tipo
cromatidico (A.ct) (P = 0,01) y para las AC totales (P = 0.003) entre los grupos, sin
embargo, (Ver figura 6), para el promedio de alteraciones de tipo cromosomicos (A.cm) no
se encontré diferencia significativa (P = 0,097).
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Tabla 4. Caracteristicas demograficas de la poblacion.

Individuos de

. . Expuestos Total
V | Referencia P
ariable N (%) n (%) n (%)
Sujetos 50 50 100
C(l)\lnosumo de Medicamentos 46 (92,0) 47 (94,0) 93(93,0) 0 500"
Si 4 (8,0) 3(6,0) 7(7,0) ’
Prl(\)lkélemas de salud familiar 44 (88,0) 45 (90,0) 89(89,0) 0 500"
Si 6 (12,0) 5 (10,0) 11 (11,0) ’
Edad (afios)
Media + Error Estandar 36,08 £1.345 35,46 1,326 0,878°
Tiempo de exposicion
(afios) 0 50
Media + Error Estandar 0,00 +0,00 14,94+ 2,5
Genotipo XRCC1
194
Arg/Arg 44(88,0) 41(82,0) 85(85,0)
Arg/Trp 6(12,0) 9(18,0) 15(15,0) 0,288?
Frecuencia Trp (6,0) (9,0) (7,5)
399
Arg/Arg 23(46,0) 22(44,0) 45(45,0)
Arg/Gln 22(44,0) 22(44,0) 44(44,0)  0,900°
GIn/GlIn 5(10,0) 6(12,0) 11(11,0)
Frecuencia GlIn (32,0) (34,0) (33,0)

a Estadistico Exacto de Fisher, ° x2 de Pearson bilateral, ¢ Levene

Tabla 5. Relacion entre el grupo de individuos de referencia y expuestos con respecto al promedio
de alteraciones cromosémicas inducidas in vitro con MMC.

= . . = . . Alteracion
X Alteraciones de tipo X Alteraciones de tipo teraciones

Grupo cromatidico* + EE cromosémico* + EE Ctll)c;gg:clmEi?s
Referencia (n= 50) 0,380,219 0,16+0,826 0,54+0,229
Expuestos (n=50) 1,28+0,274 0,38+0,121 1,66+0,298
P 0,01% 0,097 0.003¢

EE: Error estandar,® Prueba U de Mann-Whitney *Alteraciones promedio de n individuos. 50 células
analizadas por individuo.
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Figura 6. Relacién entre el grupo de individuos de referencia y expuestos con respecto al promedio
de alteraciones cromosdmicas inducidas In vitro con MMC de tipo cromatidico, cromosémico y
totales.

(=N
=] I
w o W
8= 8 E
== 15= =8
Em Ew
= E = =
7= hE
2 = & 5 bes
E~ £ 5
i -BRI £e
[ = 2
] o=
By W
@ a
= L -
g ot 4 = 5 0L
2 8 s .// 2 .
82 53
25 2=
k= TR}
- = = =
= = i
£ ppd LT o
T T T T
Referentes Expuestos Referentes Expuestos
Indlividue s /,rE Ixlivilues /‘rE
de referencia xpuestos de referencia xpuestos

04=

Alteraciones cromosdmicas
inducidas totales

0.0 =

Referentes Expuestos

Ilivikluos

de referencia /,r Expuestos

8.3. INFLUENCIA DE LA EDAD Y EL TIEMPO DE EXPOSICION SOBRE LA
FRECUENCIA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS INDUCIDAS In vitro
CON MMC.

No se hall6 asociacién significativa estadisticamente entre la frecuencia total de AC
inducidas con la edad (Rho = - 0.171; P = 0.09), ni con el tiempo de exposicion
(Rho = 0,162; P =0,261). La distribucién fue aleatoria, por lo tanto la edad y el tiempo de
exposicion no fueron un factor de confusion para los resultados. (Figura 7).
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Figura 7. Andlisis de interaccién entre la edad y el tiempo de exposicion en cuanto a las alteraciones
cromosOmicas inducidas In vitro con MMC a. Edad Vs. alteraciones cromosomicas inducidas, b. Tiempo de
exposicién Vs. alteraciones cromosémicas inducidas.

Edad Vs. Alteraciones Cromosomicas inducidas Tiempo de exposicion Vs. Alteraciones Cromosémicas
inducidas.

10 10

oooooo

Alteraciones Cromosomicas inducidas
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*
*
*
Alteraciones cromosomicas inducidas
*
*
*

Edad (Afios) o Expuestos -4
= Referentes Tiempo de Exposicion

8.4. MODULACION DEL GEN XRCC1 (CODON 194 Y 399) SOBRE LA
FRECUENCIA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS INDUCIDAS In vitro
CON MMC.

En la tabla 5 se indican los promedios de alteraciones cromosémicas inducidas encontradas
para cada genotipo del gen XRCCL1 (codones 194 y 399). No se encontré una influencia de
los polimorfismos de los codones 194 y 399 sobre las ACs inducidas de toda la poblacion
(194: P =0,810; 399: P = 0,631).

8.5. RELACION ENTRE LA EXPOSICION, EL GENOTIPO DEL GEN XRCC1
(CODON 194 Y 399), Y LAS ALTERACIONES CROMOSOMICAS INDUCIDAS In
vitro CON MMC.

Mediante analisis de varianza factorial, se encontr0 asociacion estadisticamente
significativa entre la exposicion y el polimorfismo del gen de reparacion XRCC1 coddn
194 en cuanto a las AC inducidas ( P = 0,009), de la misma manera se encontrd asociacion
estadisticamente significativa entre la exposicion y el polimorfismo del gen de reparacion
XRCC1 coddn 399 en cuanto a las AC inducidas (P = 0,016), (ver tabla 6 y figura 8).
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Tabla 6. Alteraciones cromosdmicas inducidas In vitro con MMC (Individuos de referencia y
Expuestos) asociadas a los genotipos del gen XRCC1 coddn 194 y 399.

cromatidico* + EE

X Alteraciones de tipo X Alteraciones de tipo

cromosémico* + EE

Alteraciones

CromosOmicas

totales + EE
Codén 194
Arg/Arg (n= 85) 0,753+0,175 0,270+0,83 1,023+0,197
Arg/Trp (n= 15) 1,267+0,693 0,266+0,153 1,533+0,675
Trp/Trp (n=0) - - -
= 0,9372 0,400? 0,8107
Coddn 399
Arg/Arg (n= 43) 0,820+0,228 0,380+0,132 1,200+0,267
Arg/GlIn (n= 46) 0,840+0,330 0,180+0,088 1,020+0,342
GIn/GIn (n=11) 0,820+0,352 0,180+0,182 1,00+0,357
= 0,833° 0,781° 0,631°

EE: Error estandar, ® Prueba U de Mann-Whitney ® Prueba de Kruskal-Wallis *Alteraciones promedio de n
individuos. 50 células analizadas por individuo

Tabla 7. Alteraciones cromosémicas inducidas In vitro con MMC (AC), asociadas a la exposicion
(Individuos de referencia/expuestos) y al genotipo del gen XRCC1 codon 194 y 399.

Genotipo Individuos de Expuesto p
XRCC1 Referencia

Codon 194

Arg/Arg 0,640 + 0,254 1,444 + 0,294 0,009:
Arg/Trp -0,170 + 0,307 2,670 + 0,943

Codon 399

Arg/Arg 0,430 +0,326 2,000 + 0,360 0,0162
Arg/GlIn 0,770+ 0,389 1,270 + 0,567

GIn/GIn 0,000 + 0,316 1,830 + 0,307

®Prueba de Kruskal-Wallis
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Figura 8. Alteraciones cromosémicas inducidas In vitro con MMC (AC), asociadas a la exposicion
(Individuos de referencias/Expuestos) y al genotipo del gen XRCC1 codon 194 y 399.
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8.6. REGISTRO FOTOGRAFICO DE LOS RESULTADOS

Figura 9. Metafases de linfocitos de sangre periférica con 46 cromosomas a. Metafase normal b. 1
Alteracion de tipo cromatidico (Act) c. 3 Alteracion de tipo cromatidicos. d. 1 Alteracion de tipo
cromatidico y 1 Alteracion de tipo cromosémico (Acm).

Act
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Act Acm

Act

Act

Figura 10. Patron de bandas para la digestion del producto de amplificado del PCR multiplex para
el gen XRCC1 coddn 194 y 399. Carril 1: producto de amplificado (Amp.), las bandas corresponden
a 615pb para el codon 399 y 491pb para el codon 194; Carril 2: las bandas corresponden al genotipo
silvestre194 /silvestre 399; Carril 3: las bandas corresponden al genotipo silvestre194
/heterocigotico 399; Carril 4: las bandas corresponden al genotipo silvestrel94 /homocigético
mutante 399; Carril 5: las bandas corresponden al genotipo homocigético mutante 194 /silvestre
399; Carril6: las bandas corresponden al genotipo heterocigético 194/silvestre 399; Carril7: las
bandas corresponden al genotipo silvestre194/silvestre 399. Gel de agarosa al 3%.

194/399 Amp Sil/Sil  Sil/Het Sil/Hom Hom/Sil Het/Sil Sil/Sil
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9. DISCUSION

Al evaluar las caracteristicas demograficas de los grupos analizados (Individuos de
referencia/expuestos) incluida la distribucion de los genotipos del gen XRCC1 (codones
194 y 399) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) (Tabla 3),
lo cual, permitié hacer analisis y comparaciones mas certeras entre los grupos, ademas la
homogeneidad para los grupos verifico el acertado emparejamiento por edad entre los
individuos (50 individuos de referencia /50 expuestos). EI nimero de individuos manejados
(50 individuos de referencia /50 expuestos) que conformaron la muestra en este estudio
estuvo acorde con estandares internacionales para la prueba de sensibilidad a mutagenos
(SM) (Gu., et al., 1999; Erdei, et al., 2006; Lee, et al., 1996). Ahora bien, teniendo en
cuenta que factores como las irradiaciones con rayos x, el consumo de drogas y el consumo
de cigarrillo reconocido por su influencia sobre la capacidad de reparacién representado en
una alta frecuencia de Alteraciones Cromosomicas (AC) inducidas (Cebulska-Wasilewska,
et al., 2007; Affatato, et al., 2004), pueden actuar como factores de confusion para la
prueba de sensibilidad a mutagenos, estos factores fueron excluidos para evitar falsos
positivos o falsos negativos.

Para la PCR y los RFLPs del gen XRCC1 se llevo a cabo una estandarizacion del PCR
multiplex para los codones 194 y 399. Una vez genotipados todos los individuos se hicieron
repeticiones de muestras en duda y de muestras al azar para verificar los genotipos. Este
procedimiento se realizo segun los parametros descritos por Lunn et al., (1999), Tuimala et
al., (2002) y Abdel-Rahman, et al., (2000a). La distribucion de los genotipos del gen
XRCC1 codon 194 y 399 al igual que las otras caracteristicas demograficas no fue
significativa estadisticamente para la diferencia entre grupos (Argl94Trp P = 0,288 vy
Arg399GIn P = 0,900).

En la poblacion total (Individuos de referencia /Expuestos) se encontrd que el genotipo del
gen XRCC1 presento una frecuencia alélica de 0,075 para el alelo 194Trp y 0,33 para el
alelo 399GIn. Las frecuencias de los alelos polimérficos varian segun la poblacion. La
frecuencia encontrada para el alelo 194Trp es comparable con la encontrada por Lunn et al.
(1999) en poblaciones negras (0.05 194Trp) y blancas (0.06 194Trp), y para el alelo
399GIn comparable con la poblacion blanca (0.37 399GIn) y Taiwanesa (0.26 399GIn).
Aungue Shen et al., (1998), por medio de secuenciamiento del gen XRCC1 de 12
individuos obtuvo unas frecuencias alélicas de 0,25 (194Trp), 0,25 (399GIn) para las cuales
en este caso no hay mucha relacion. Sin duda la relacion méas notable se encuentra con un
estudio brasilero de 300 individuos en donde se presentd una frecuencia de 0,07 para el
alelo 194Trp y de 0,33 para el alelo 399GIn (Duarte, et al., 2005), es decir, que estos
valores son coherentes con los datos obtenidos en este estudio. De igual manera las
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frecuencias halladas se encuentran entre los rangos establecidos por Goode, et al., (2002)
para el codén 194Trp de 0,06-0,35 y para el codén 399GIn 0,14-0,39. Las frecuencias
encontradas en este estudio para la poblacién caucana presentan similaridad con las de la
poblacién blanca y en mayor medida con la poblacion brasilera.

La frecuencia de alteraciones cromosomicas (AC), estructurales en la célula fue la prueba
de soporte para el desarrollo de la prueba de sensibilidad a mutadgenos. Se usé el
biomarcador de AC porque es un biomarcador validado y el primero que ha mostrado
asociacion con el riesgo de desarrollar cancer (Hagmar et al., 1994, 1998, 2004; Bonassi, et
al., 1995). Ademas, porque el macroproyecto que estd desarrollando Hoyos, et al. (2006),
usa el biomarcador de AC para evaluar su asociacion con la exposicién a solventes
organicos y pinturas en la poblacion caucana, de tal forma la poblacion usada en este
estudio es una subpoblacién de la poblacién evaluada en dicho macroproyecto. Por
consiguiente, se tomaron los datos de las AC registradas en el macroproyecto, como los
datos correspondientes a las AC sin tratamiento con mitomicina C (MMC), referenciados
en este documento. Cabe resaltar que los resultados preliminares del macroproyecto de
Hoyos, et al. (2006), han mostrado asociacién entre la exposicion y la frecuencia de AC,
posiblemente atribuido a la propiedad genotoxica de algunos de los componentes de los
solventes organicos tales como hidrocarburos policiclicos, benceno, tolueno, xileno,
estireno, entre otros, los cuales pueden interactuar y alterar el ADN e inducir lesiones
primarias o segundarias de cadena sencilla o doble (Cebulska-Wasilewska, et al., 2007). El
benceno desde 1982 ha sido clasificado como un carcindégeno humano por la Agency for
Research on Cancer (IARC) y The American Conference of Governmental Industrial
Hygienists (ACGIH), (2005), y ha sido asociado con leucemia, trombocitopenia,
granulocitopenia, entre otras enfermedades (Smith, et al., 1998; WHO, 1993; Klaassen,
1996; Snyder, 2000), ademas Zhang, et al. (2002) mostro la genotoxicidad de la exposicion
al benceno asociada a un incremento en AC. El tolueno y el xileno usados en pinturas y
tiners, no han mostrado evidencia de genotoxicidad en humanos o animales (WHO, 1997,
1986), sin embargo, Roma-Torres et al., (2006), no consideraron que los dafios gentdxicos
de solventes organicos se deban solo al benceno. Los metabolitos del estireno como
estireno-7,8-oxido, puede alquilar las bases del ADN primordialmente en la posicion N’ de
la guanina (Vodicka and Hemminki, 1988), también puede causar estres oxidativo, y alterar
el balance entre oxidantes y antioxidantes en células de la sangre (Marczynski et al., 1997),
ademés la IARC ha clasificado al estireno y al estireno-7,8-oxido como probables
carcindgenos en humanos (IARC, 1994). Las investigaciones que relacionan efectos
genotoxicos asociados a los solventes organicos son muchas como se describio
anteriormente pero no se han empleado biomarcadores de funcién o susceptibilidad, como
la prueba de sensibilidad a mutagenos en la poblacién expuesta a solventes organicos y
pinturas, tal como se realizé en este estudio.

Para comenzar con los resultados obtenidos para la prueba de sensibilidad a mutagenos,
cabe resaltar que el mutageno (MMC), usado en la prueba de sensibilidad a mutagenos
(SM), al igual que algunos de los componentes de los solventes organicos y pinturas
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(benceno, estireno), producen el mismo tipo de dafio en el ADN, es decir, alquilacion del
ADN, crosslinks en secuencias CpG vy rupturas de cadena sencilla (Mao, et al., 1999;
Laffon, et al., 2002; Sigma-Aldrich, 2007); lo que indica que las alteraciones cromosémicas
inducidas in vitro con MMC que se encontraron, fueron causadas por el mismo tipo de dafio
producido por los solventes organicos y pinturas. Al producirse dafios en el ADN
provenientes de la mitomicina C (como la alquilacion del ADN y rupturas de cadena), la
prueba de sensibilidad a mutagenos, puede evaluar en forma indirecta a la eficiencia de
reparacion por escision de bases (BER) (Gu, et al., 1999; Lunn, et al., 1999), (en la que
interviene el gen XRCC1), teniendo en cuenta que BER repara dafios tales como
alquilaciones, bases oxidadas, sitios AP, radicales libres y rupturas de cadena sencilla
(Caldecott, 2003, Dienov, et al., 2003).

En la asociacién entre la prueba de sensibilidad a mutagenos y los grupos evaluados
(Individuos de referencia/expuestos), se encontraron diferencias significativas para el
nimero de AC inducidas de tipo cromatidico (P = 0,01) y AC inducidas totales,
(P = 0,003). Es decir, que los individuos expuestos a solventes organicos y pinturas
obtuvieron una mayor frecuencia de AC de tipo cromatidico (1.28+0,274) y AC totales
(1,66+0,298), con relacion al grupo referente (0,38+0,219); (0,54+0,229). Estos resultados
mostraron que los individuos expuestos a solventes organicos y pinturas por causa de su
exposicién son deficientes en la reparacion de lesiones inducidas in vitro por MMC. Esto
indica que las células de los individuos expuestos son mas susceptibles al dafio en presencia
de mutagenos quimicos (a los que estan expuestos todo el tiempo). De tal manera la
exposicion afecta sus sistemas de reparacion ocasionando una deficiencia en la reparacion
(mal funcionamiento) y por su constante exposicion a largo plazo pueden afectar su salud y
su calidad de vida.

Poblaciones expuestas a mutagenos ambientales evaluadas con la prueba de sensibilidad a
mutagenos han mostrado asociaciones entre la exposicion y la eficiencia de reparacion, tal
como la relacion encontrada en individuos expuestos a butadieno, en donde se encontré una
correlacion entre la prueba de challenge (sensibilidad a mutagenos), y el metabolito 1,2-
dihidroxy-4-(N-acetil cysteinyl) butano en orina (Hallberg, et al., 1997). En una poblacion
expuesta a mezclas de pesticidas se encontré un significativo incremento en la frecuencia
de alteraciones cromosomicas inducidas (Au, et al., 1999). Para la poblacion expuesta a
uranio se encontrd un incremento en alteraciones cromosomicas inducidas por rayos gama,
ademas de un incremento en las AC sin induccion de lesiones, indicando riesgo de
desarrollar enfermedad (Au, et al., 1995); también en constructores de botes expuestos a
bajas concentraciones de estireno se encontré una alta frecuencia de AC inducidas con
rayos gama. En todos los estudios anteriores se ha revelado una relacion entre una mayor
frecuencia de AC inducidas en los individuos expuestos. Es claro que la prueba de
sensibilidad a mutdgenos evalla una respuesta celular ante la exposicidn
ambiental/ocupacional y la susceptibilidad adquirida, y que sus resultados pueden ser
utilizados para predecir el riesgo de desarrollar problemas de salud como el cancer (Hsu, et
al. 1989; Au, 2003), por lo tanto, segun los resultados obtenidos es posible decir que, la
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poblacion de individuos expuestos a solventes organicos y pinturas tienen alto riesgo de
desarrollar problemas de salud como el cancer por su deficiente mecanismo para repara
lesiones en el ADN.

Para la relacién entre la edad y el nimero de AC inducidas en toda la poblacion (Individuos
de referencia y Expuestos), no se present6 asociacion estadisticamente significativa (A.ct P
=0,259 A.cm P =0,273 AC P = 0,09). Es posible que los datos relacionados con la edad de
los individuos estén presentes y sean observables dentro del nimero de AC de células sin
tratamiento, dada la degeneracion natural del organismo a medida que pasa el tiempo, sin
embargo, los datos de la prueba de SM evaltan la eficiencia de reparacion de lesiones
inducidas con MMC y para este caso la no asociacion con la edad indica que la poblacion
presenta una reparacion de lesiones similar independientemente de la edad. Ademas, los
datos se limitan a expresar la sensibilidad a mutagenos de una respuesta citotoxica (ante la
mitomicina c), que puede indicar un incremento en el riesgo de desarrollar problemas de
salud (Au, 2003). Estos resultados son comparables con los obtenidos por Gu, et al.,
(1999), quien no encontr6 significancia estadistica para la relacion entre la sensibilidad a
mutagenos y la edad (P = 0,233) en una poblacion de 56 individuos sanos. Aunque en
estudios realizados por Zheng, et al. (2003), se encontr6 una frecuencia de AC
significativamente mayor en individuos con mas de 65 afios con respecto a individuos con
menos de 65 afios; pero en este caso el limite superior de edad fue de 55 afios.

El tiempo de exposicion al igual que la edad no presentd significancia estadistica para la
relacion con las AC inducidas (A.ct P = 0,215 A.cm P = 0,898, AC P = 0,261). Ahora
bien, la hipotesis presentada por Au, et al (2001), sugiere que “cada exposicion prolongada
puede causar una acumulacion de células anormales, las cuales transportan diferentes tipos
de lesiones”, que pueden afectar cualquier mecanismo del sistema de reparacion del ADN,
teniendo en cuenta su extension y complejidad. De lo anterior se puede inferir que las
células provenientes de los individuos expuestos a solventes organicos y pinturas pueden
venir con una carga anormal de lesiones, que se expresaran en el nimero de AC de células
sin tratamiento, por lo tanto las alteraciones acumulativas son despreciables para la prueba
de sensibilidad a mutagenos, puesto que esta prueba evaluo la eficiencia de reparacion de
las células al ponerse en contacto con la MMC.

Para el total de la poblacion (Individuos de referencia y Expuestos), la modulacion del gen
XRCC1 codones 194 y 399 no presentd una significancia estadistica (P>0.05), con relacion
al nimero de AC inducidas encontradas, es decir, que para este estudio la influencia del gen
XRCC1 no fue evidente sobre la eficiencia de reparacion de lesiones en el ADN. Es
probable que la muestra (suficiente para la prueba de sensibilidad a mutagenos), no haya
sido suficiente para identificar un efecto modulador de los polimorfismos del gen XRCC1
en la poblacion total. Aunque se ha reportado en la literatura que los polimorfismos del gen
XRCCL1 tienen una potencial repercusion funcional (Caldecott, 1996, 2003).
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El polimorfismo del codon 194 esta localizado al lado de dos secuencias mediadoras de las
interacciones proteina-proteina con la Poly (ADP ribosa) polimerasa (PARP) y la
polimerasa beta, y el coddn 399 se encuentra en el dominio de unién BRCT1 que interviene
en la interaccion entre XRCC1 y PARP (Thompson et al., 2000), por lo tanto los
polimorfismos de estos genes pueden afectar la interaccion proteina-proteina y asi también
la capacidad de reparacion. ElI cambio de aminoacidico Arg194Trp no parece afectar a la
eficiencia de reparacion (prueba de sensibilidad a mutagenos) (Abdel-Rahman and El-Zein
2000b; Hu et al., 2001; Lunn; et al., 1999), aunque se han descrito asociaciones de un
reducido riesgo de algunos tipos de cancer con el alelo 194Trp (Sturgis, et al., 1999; Stern,
et al., 2001; Goode, et al., 2002). Para el codon 399 la mayoria de estudios indican que el
cambio de aminoacido Arg399GIn si estd asociado con la reduccién en la eficiencia de
reparacion del ADN, ya que se ha descrito su asociacion con cancer de cuello y cabeza
(Sturgis, et al., 1999), cancer colonrectal (Abdel-Rahman, et al., 2000a), cirrosis hepatica
alcoholica (Rossit et al., 2002), entre otros. También se ha descrito la relacion entre el alelo
399GIn con el incremento de ICHs inducidos por una nitrosamina del tabaco (Abdel-
Rahman and EIl-Zein, 2000b), y una baja reparacién asociada con el alelo 399Arg/GIn o
399GIn/GIn en trabajadores expuestos a Benceno.

Al evaluar la asociacion entre la exposicion (Referente o expuesto), el genotipo del gen
XRCC1 coddn 194 y las AC inducidas in vitro con la MMC, (Tabla 6), se encontré una
diferencia estadisticamente significativa (P = 0,009), es decir, se encontré que (Figura 6),
los individuos de referencia que presentaron el alelo 194Trp tenian un menor nimero de
AC inducidas, y por lo tanto reparaban mejor que los individuos que tenian el genotipo
silvestre 194Arg; ahora bien al observar a los individuos expuestos con el alelo 194Trp se
encontré un aumento en el nimero de AC inducidas (reparaban mal) con respecto a los
individuos expuestos con alelo silvestre 194Arg, estos resultados evidencian una
interaccion gen-ambiente para los individuos con genotipo 194Trp y expuestos a solventes
organicos.

El resultado encontrado en los Individuos de referencia, que atribuye una menor eficiencia
de reparacion para los individuos con el genotipo Argl94Arg, es comparable con un
estudio realizado por Wang, et al. (2003), ellos encontraron que el genotipo silvestre
194Arg/Arg expresaba unos altos valores de ACs inducidas, para la prueba de sensibilidad
a mutagenos en 524 individuos sanos, esto indica que individuos con 194Arg/Arg y sin
exposicion son menos eficientes al reparar dafios en el ADN. Ahora bien, la interaccion
gen-ambiente encontrada en este estudio para los individuos expuestos con genotipo
Arg194Trp difiere de lo descrito por Breton, et al., (2006), en un estudio caso-control,
donde se evalu6 al gen XRCC1 codon 194 para una poblacion expuesta a arsénico que
presentaba lesiones de piel, el estudio encontr6 que individuos que presentaban el
polimorfismo Trp194Trp presentaban menos lesiones de piel con respecto a los individuos
Argl194Arg. Cabe anotar que estudios que relacionen la prueba de sensibilidad a mutdgenos
con exposicion ambiental/ocupacional y el genotipo del gen XRCC1, en realidad no se
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encontraron luego de consultar en las bases de datos mas reconocidas, PUBMED, ISI web
of knowledge , science direct, google scholar, google.

Al evaluar la asociaciéon entre la exposicion (Individuos de referencia o expuesto), el
genotipo del gen XRCC1 coddén 399 y las AC inducidas, (Tabla 6), se encontr6 una
asociacion estadisticamente significativa (0,016) (Figura 6). Los individuos de referencia
que presentaron la variante GIn399GIn tenian un menor nimero de AC inducidas, y por lo
tanto reparaban mejor que los individuos que tenian el genotipo silvestre Arg399Arg o
heterocigotico Arg399GIn; ahora bien, para los individuos expuestos se observd que todos
los individuos independientemente del genotipo presentaron un incremento en el nimero de
AC inducidas con MMC, sin embargo, los individuos expuestos con alelo GIn399GIn
presentaron un cambio mas marcado (reparacion deficiente) con relacion a los individuos
referentes con el mismo genotipo (reparacion eficiente), estos resultados evidencian una
interaccion gen-ambiente para los individuos con genotipo 399GIn y expuestos a solventes
organicos, denotando mayor susceptibilidad ante la exposicion de los individuos con la
variante alelica GIn. Respuestas similares de interaccion gen-ambiente han sido reportadas
anteriormente, en ellas, el genotipo y el riesgo de cancer fueron afectados por el habito de
fumar, encontrando que los individuos con genotipos Arg399GIn y GIn399GIn presentaban
un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmon (Misra, et al., 2003), de igual forma en
otros estudios se ha reportado que la variante alélica 399GIn est4 asociada con cancer de
cabeza y cuello, ademas que esta asociacion fue méas pronunciada en personas fumadoras
(Sturgis, et al., 1999). Se ha hallado asociacion para el alelo 399GIn y el incremento de
riesgo de carcinoma de células escamosas de pulmon, siendo mas pronunciado en
fumadores (Park, et al., 2002). Sin embargo, especificamente con la prueba de sensibilidad
a mutagenos, exposicion ambiental/ocupacional y el genotipo del gen XRCC1, no se
encontraron estudios luego de hacer una fina busqueda en las bases de datos anteriormente
mencionadas.

Ahora bien, el polimorfismo del codon 194 (C—T) se localiza al lado de dos secuencias
mediadoras de las interacciones proteina-proteina con la Poly (ADP ribosa) polimerasa
(PARP) y la polimerasa beta (Thompson et al., 2000), y el polimorfismo del codon 399
(G—A) se encuentra en el dominio de union proteina-proteina de la Poly (ADP ribosa)
polimerasa (PARP), (Tuimala, et al., 2002). Puede que el incremento del dafio que se
presentd en los individuos expuestos con las variantes 194Trp y 399GIn sea el reflejo de
algun tipo de interaccion con la proteina XRCC1 o con el mRNA de los componentes de
los solventes organicos y pinturas, que esté relacionada con la secuencia del aminoacido (el
cambio de los aminoacidos). Aqui se puede observar la confirmacion de la hipotesis de
Loeb et al., (1997) y Lengauer et al., (1997) quienes afirmaron que “Las células de
individuos expuestos a mutagenos ambientales probablemente expresarian una inestabilidad
genética o fenotipo mutador”.
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De los resultados obtenidos en este estudio es posible postular que el fenotipo del gen
XRCC1 coddn 194 y 399 posiblemente interfieran en la eficiencia de reparacion de lesiones
en el ADN, actuando de manera distinta cuando existe una accién ambiental (exposicion a
solventes organicos y pinturas). De ser asi, posiblemente se vea alterada la interaccion
proteina-proteina de la cadena de reparacion por escision de bases (Lunn, et al., 1999) y por
ende la eficiencia de reparacion. Ademas, se puede evidenciar el potencial riesgo de
desarrollar cancer de los individuos expuestos a solventes orgénicos y pinturas y la
correlacion entre el genotipo y la prueba de sensibilidad a mutadgenos de acuerdo con la
hipotesis planteada por Lin, et al., (2007) que postula que “Si el polimorfismo genético en
genes de reparacion tienen una significancia funcional entonces puede haber una
correlacion entre el genotipo y la sensibilidad a mutagenos sirviendo esta ultima como un
intermediario fenotipico para predecir el riesgo de cancer”.

Este estudio muestra una clara interaccion Gen — Ambiente, donde estos dos factores estan
influenciando el proceso de reparacion modificando la respuesta bioldgica a la exposicion
ocupacional a agentes genotoxicos/mutagénicos de individuos expuestos a solventes
organicos y pinturas. Los resultados indicaron que el factor determinante para este estudio
fue la exposicidn, teniendo en cuenta que ni la edad, ni el tiempo de exposicion, ni el
polimorfismo del gen XRCCL1 tuvieron asociacion con la expresion de la sensibilidad a
mutagenos. Esto sugiere que los individuos expuestos a solventes organicos y pinturas son
mas susceptibles, y por ende tinen mayor riesgo de desarrollar problemas graves de salud
tales como el cancer.
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10. CONCLUSIONES

La asociacion encontrada entre la exposicion y el incremento en el nimero de AC inducidas
in vitro con la MMC, indica mayor susceptibilidad de los individuos expuestos a solventes
organicos y pinturas para desarrollar problemas de salud.

La ausencia de asociacion entre las AC inducidas y la edad y las AC inducidas y el tiempo
de exposicion no necesariamente indica una ausencia de relacion, posiblemente con un
tamafio de muestra mayor o con otro tipo de evaluaciones esa asociacion se haga evidente.

Con respecto a la modulaciéon del gen XRCCL1 sobre la eficiencia de reparacion, cabe
resaltar que si bien, no se encontrd en primera instancia una asociacion evidente tanto para
el Arg194Trp como para el Arg399GiIn en el total de la poblacion (Individuos de referencia
y expuestos), la asociacion encontrada cuando interviene el factor exposicion indica una
modulacion proveniente del gen en respuesta a la exposicion, una relacion Gen-Ambiente.

En relacidn con la caracterizacién de los polimorfismos del gen XRCC1 coddn 194-399, se
contribuyd, con mas datos acerca de las frecuencias alélicas para el Cauca y para Colombia.

Es evidente que los individuos expuestos a solventes organicos y pinturas, se ven afectados
por esta exposicion ocupacional, pero definitivamente, estos efectos se pueden reducir con
un manejo adecuado de las sustancias tdxicas y con el uso de medidas de bioseguridad. En
realidad esto solo se lograra con un proceso de concientizacion de los individuos expuestos
y con la creacion de una cultura de prevencion.
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11. RECOMENDACIONES

Al ser el sistema de reparacién tan complejo resultaria conveniente implementar en la
prueba de sensibilidad a mutagenos otros agentes inductores de dafios, tales como la
bleomicina, el Benzo[a]pireno-diol-epoxido (BPDE), los rayos X, los rayos Gama, entre
otros. De esta manera se podrian evaluar la eficiencia de reparacion de diferentes tipos de
dafio y de diferentes rutas de reparacién, ademas, los resultados obtenidos de estos estudios
serian de una relevancia cientifica mas relevante.

Teniendo en cuenta, que el dafio en el ADN es el producto de muchas interacciones en el
organismo y en el ambiente, se recomienda la evaluacion de poblaciones expuestas
implementando biomarcadores de exposicion, de efecto y susceptibilidad.

Para un mejor analisis y evaluacion de los sistemas de reparacién se recomienda la
caracterizacion conjunta de mas polimorfismo de genes de reconocido efecto modulador
funcional para complementar el entendimiento de las rutas de los sistemas de reparacion.

En cuanto a los individuos expuestos a solventes organicos y pinturas se recomienda mayor
atencion a la implementacion de programas de prevencion para el manejo de las sustancias
toxicas que se ven obligados a usar en su trabajo diario.

Finalmente la principal recomendacion va dirigida hacia los sistemas de salud para su
oportuna intervencion con los individuos en riesgo de desarrollar problemas de salud por
medio de programas educativos, folletos informativos, etc. Tal como ha intentado hacerlo
el Grupo de Investigacion en Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del
Cauca.
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12. IMPACTO

Este estudio, contribuye con el conocimiento cientifico basico del gen XRCC1 para la
distribucidn de las frecuencias alélicas de los codones 194 y 399 en la poblacion caucana.

Con la estandarizacion del protocolo de PCR-Multiplex-RFLPs para la caracterizacion del
gen XRCCL1 codon 194-399 se logrd disponer en el laboratorio de una técnica que implica
un ahorro de tiempo y reactivos permitiendo identificar variaciones genéticas en la
poblacién ocupacionalmente expuestas a solventes organicos y pinturas.

Al implementar la prueba de sensibilidad a mutdgenos con mitomicina C para evaluar la
eficiencia de reparacion en el ADN ademés de la PCR-RFLPs, en la poblacion del
departamento del Cauca-Colombia, se contribuye con la innovacion del uso de técnicas
usadas a nivel mundial, demostrando el interés de los grupos de investigacion de paises
subdesarrollados por fomentar la investigacion cientifica de alto nivel.

Se contribuy0 al desarrollo del principal objetivo del Proyecto Genoma Ambiental el cual
es “entender como los individuos difieren en susceptibilidad (Genética y Adquirida), a los
agentes ambientales y como esta susceptibilidad influye a través del tiempo™.

Con el uso de biomarcadores de susceptibilidad se pudo identificar el posible riesgo de
desarrollar problemas de salud de los individuos expuestos a solventes organicos y pinturas.
Estos resultados se pueden tomar como una sefial de alerta para la poblacion y para las
entidades y autoridades responsables de la salud publica para contemplar planes de
prevencion y promocion de la salud en individuos en riesgo por la exposicidén ocupacional.

Se contribuyo con la concientizacion de los individuos expuestos a solventes organicos y
pinturas desde el momento de la motivacion para la participacion en el estudio. Ademas los
resultados de este estudio se daran a conocer por la poblacion en un seminario dirigido
hacia ellos, y de esta manera informarlos de los posibles riesgos que tienen por estar
expuestos a solventes organicos y pinturas. También se les dara algunas recomendaciones
de manejo y se espera generar en ellos una actitud y un manejo mas responsable para con
las sustancias que usan en su trabajo.
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ANEXOS

Anexo A

El grupo de investigaciones en Toxicologia Genética y Citogenética requiere de su voluntaria
colaboracion para conformar un grupo para el estudio “EFICIENCIA DE REPARACION DE
LESIONES EN EL ADN Y SU ASOCIACION CON EL POLIMORFISMO DEL GEN DE
REPARACION XRCC1 EN UNA POBLACION EXPUESTA A SOLVENTES ORGANICOS
Y PINTURAS EN EL DEPARTAMENTO DEL CAUCA”. Por favor llenar esta corta encuesta y
en caso de que usted sea seleccionado lo contactaremos.

La informacion que usted suministrara en esta encuesta es
ABSOLUTAMENTE CONFIDENCIAL

Nombre:

Empresa: Direccion: Teléfono:
Edad: Afos Sexo: F M

Direccién (casa): Teléfono (casa):
Numero de afios que lleva trabajando con pinturas y solventes

Fuma cigarrillo: Si No

NuUmero de afios que lleva consumiendo cigarrillos:
Numero de cigarrillo que consume al dia:
Ha tenido enfermedades como hepatitis:  Si No

Actualmente recibe tratamientos con medicamentos por largo periodo de tiempo:
Si No

Consume drogas psicoactivas (Basuco, morfina, heroina, etc.)  Si No
Cuales

Hasido irradiado:  Si__ No_

Cuando:

Problemas de salud:

AGRADECEMOS SU VALIOSA COLABORACION
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Anexo B

-~ Codigo
dd mm aa
ENTREVISTA Fecha 7
Lugar
Por favor responder a las siguientes preguntas en forma sincera, clara y concreta Encuestador:
I. INFORMACION PERSONAL
Nombre Completo: Fmpresa:
Direcciéon Empresa: Casa:
Teléfono Empresa: | | Casa: | [
Edad (afios) Bexo [1.M | 2.F | Estado civil: [1. Soltero 2. Casado 3. Otro
Grupo 1. Expuesto AfioS P. No Expuesto AfioS
Oficio Actual 1. Entonador Afios P. Pintor de Carros AfioS
Nivel de educacion Primaria | Secundaria Universitaria \Ventilacion
Il. INFORMACION SOBRE ESTADO DE SALUD
¢Hatenido problemas de Salud? Si | No |
Enfermedad Si No Tto Enfermedad Si No Tipo
[1. Hepatitis A B | C PB. Herpes Labial Genital
P. Meningitis \iral | Bacterial K. Cancer
Dtras ¢ Cuales?
k. Consume Algun tipo de Medicamento? | Si [No I
Tiempo
Medicamento Si No Dosis (dd/mm/aa)
Otros ¢, Cuales?
Tratamientos por Enfermedad
¢Ha tenido enfermedades que no han requerido ¢Ha tenido enfermedades que han requerido
hospitalizacién? hospitalizacién?
Enfermedad Si No Tipo de Tto Enfermedad Si No Tipo de Tto
¢En su familia existen problemas de Salud? (Papa, Mama, Hijos, Hermanos, Tios, Tias, Sobrinos)
Trastorno Descripcion
Parentesco No | Si # Casos Tipo
Papa
1. Malformaciones de Maméa
Nacimiento Hermano (a)
Tio (a)
Sobrino (a)
Parentesco No | Si # Casos Tipo
Papa
2. Retraso mental Mama
Hermano (a)
Tio (a)
Sobrino (a)
Parentesco No | Si # Casos Tipo
Papa
3. Mongolismo o Mama
Sindrome de Down Hermano (a) [
Tio (a)
Sobrino (a)




Parentesco No | Si # Casos Tipo
4. Abortos >
espontaneos/nacimie Papa'
ntos de un nifio Mama
muerto, partos H?rmano @
prematuros Tio (a)
Sobrino (a)
Parentesco No | Si # Casos Tipo
Papa
5. Esterilidad ~ [Mama
Hermano (a)
Tio (a)
Sobrino (a)
Manifestaciones en el Sistema Nervioso
Tipo Si | No Sint. Actual Tipo Si No Sint. Actual
Fatiga Trastornos del
Convulsiones equilibrio
Alucinaciones Astenia
Delirios Somnolencia
Incoordinacion Sordera
l1l. INFORMACION SOBRE EL HABITO DE FUMAR ACTUAL
Cigarrillos/dia Meses Meses sin
Consumo/cigarrillo Si No | <10 |10-20|20-40] 40-60] >60 | Nosabe | Fumando Fumar Observaciones
1. Fumador
2. Ex - fumador
3. No Fumador
IV. INFORMACION SOBRE EL CONSUMO DE ALCOHOL
Tipo Si No Dias/semana Dias/mes
1. Aguardiente
2. Cerveza
3. Ron
4. Brandy
5. Wisky
6. Guarapo
7. Vino
V. INFORMACION SOBRE EL CONSUMO DE DROGAS PSICOACTIVAS
Tipo Si No | Ex-consumidor Afos Meses — Frecuencia
Diario Semanal Mensual
1. Marihuana
2. Cocaina
3. Basuco
4. Heroina
5. Morifna
6. Extasis
7. Otras
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VI. ANTECEDENTES LABORALES

Factor Si | No Fuente Meses Observaciones
1.1 Mineria del asbesto
1.2 Mineria del carbén o el tabaco
1.3 Produccion de materiales aislantes (tuberias,
1. Asbestos

sébanas, prendas textiles, mascaras, resinas de
poliester, manufactura Uralita)

1.4 Astilleros y Arsenales

1.5 Produccion de frenos para vehiculos

1.6 Preparaciones dentales y farmacéuticas

2. Radiaciones
lonizantes

2.1 Fuentes radiactivas (cobalto-68, Iridio-192, Cd

2.2 Maquinas y equipos productores de rayos X

3. Agroquimicos -
Plaguicidas

3.1 Insecticidas Claseltipo:

3.2 Herbicidas Claseltipo:

3.3 Fungicidas Claseltipo:

3.4 Raticidas Claseltipo:

4, Colorantes

Clase:

5. Quimicos
Industriales

4.1 Gasolina Actual |Anterior

4.2 Kerosén

4.3 Nafta

4.4 Xilol

4.5 Benceno

4.6 Xileno

4.7 Toluenos

4.8 Metanol

4.9 Thinner 016

4.10 Thinner 014

4.11 Thinner 063

4.12 Thinner corriente

4.13 Thinner Extra-fino

4.14 Otro
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