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RESUMEN

Los solventes organicos son compuestos que poseen muchas propiedades Utiles
al hombre para diversas actividades, sin embargo este tipo de quimicos
representan ademas un potencial riesgo en la salud, se ha demostrado que la
exposicidn a estas sustancias ya sea en concentraciones bajas son causantes de
problemas en el sistema nervioso y En los ultimos afios, se ha incrementado la
atencion a problemas de la exposicion a agentes potencialmente téxicos como el
tiner en el lugar de trabajo. En un numero amplio de estudios epidemiolégicos
establecen que el riesgo de cancer se potencializa con los procesamientos de
pinturas. Los estudios epidemiolégicos tradicionales para la evaluacion de
carcinégenos y mutagenos relacionados con el riesgo de cancer por exposicion,
han presentado dificultades, durante décadas. Muchos de los trabajos en la
actualidad, se enfocan en encontrar pruebas sensibles a la exposicion ambiental
con el fin de tomar medidas y prevenir consecuencias indeseables. Marcadores
citogenéticos como las ACs han sido considerados como un biomarcador
pertinente en la identificacion de los primeros efectos biol6gicos de exposicion a
carcindgenos y de personas en riesgo de desarrollar cancer. La respuesta biologia
del hombre a los diversos agentes que se encuentran en el ambiente depende de
la susceptibilidad individual y directamente de los factores genéticos como es el
caso de los polimorfismos de los genes que codifican las enzimas del metabolismo
de xenobioticos, dentro de las cuales encontramos un complejo enzimatico que
juega un papel fundamental en la detoxificacion de compuestos enddgenos y
exdgenos, facilitando la excrecion de estas sustancias del organismo, la Glutation
S-Tranferasa (GSTs) participan en la fase Il del metabolismo. Los genes
polimérficos GSTT1 y GSTM1 estan asociados con una diferencia significativa en
el metabolismo de estos agentes. Estas variaciones de susceptibilidad
identificadas por los polimorfismos son consideradas como un factor potencial de
riesgo al cancer. En el presente estudio evaluamos el efecto modulador del
polimorfismo de los genes del metabolismo (GSTT1 y GSTM1) en la induccién de
alteraciones cromosomicas in vitro por el tiner en linfocitos humanos de sangre
periférica. Los linfocitos son obtenidos por 20 donadores saludables, no fumadores
de género masculino y que no se encuentran expuestos ocupacionalmente a
solventes organicos, y se determinan los genotipos GSTT1 y GSTML1. Los cultivos
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de linfocitos tratados con las diferentes concentraciones de tiner, presentan un
incremento significativo en la frecuencia de ACs (P<0.001). Los individuos con el
genotipo GSTT1 nulo muestra un incremento significativo en la frecuencia de ACs
para todos los tratamientos, respecto a los individuos con el genotipo presente
(P<0.0001). El efecto del genotipo GSTM1nulo es significativo, pero su efecto es
mas relevante en los linfocitos expuestos a la concentracion alta. Este resultado
muestra claramente que el genotipo GSTT1nulo es un factor de riesgo frente a la
exposicion de los solventes organicos a diversas concentraciones. Para el efecto
combinatorio de los genotipos se logro establecer que los individuos con GSTT1
nulo y GSTM1 nulo mostro un incremento significativo (P<0.0001) con una
frecuencia de ACs a comparacion de los individuos que tiene presentes ambos
gen. Estos resultados sugieren que los genes GSTT1 y GSTM1 estan
involucrados en el metabolismo del tiner.
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INTRODUCCION

El tiner es uno de los solventes organicos mas empleados en la industria,
especialmente por los trabajadores informales, debido a su facil adquisicion y bajo
precio. Es una sustancia altamente potencializada, ya que estd conformada por
una mezcla de solventes, en la que se encuentran quimicos tales como: benceno,
tolueno, xileno, entre otros [1]. La no implementacion o el uso inadecuado de
equipos de bioseguridad por quienes manipulan estas sustancias, ayuda a que
estos quimicos se incorporen y se distribuyan en el organismo con gran facilidad.
Para la eliminacion de estos quimicos el organismo tiene un mecanismo de
biotransformacion, el cual, consiste basicamente en dos fases. En la fase | se
encuentran las enzimas del Citocromo P450 (CYP450), quienes convierten los
xenobiodticos en compuestos electrofilicos mas hidrosolubles, siendo altamente
reactivos con el ADN y otras moléculas celulares; estos compuestos electrofilicos
son detoxificados por las enzimas de la fase Il del metabolismo Glutation S-
Transferasa (GST) de la fase Il del metabolismo [2].

Las enzimas que intervienen en el proceso de biotransformacién de xenobiéticos,
forman parte importante de mecanismos encargados de modificar el riesgo de
adquirir alguna enfermedad [3]. Este efecto modulador depende de la variabilidad
genética de cada individuo, la cual, se encarga de controlar los diferentes
mecanismos presentes en el organismo (ciclo celular, diferenciacion celular,
sistemas de reparacion), obteniendo como resultado la probabilidad de
potencializar o minimizar el riesgo de desarrollar cancer [4]. Esta susceptibilidad y
respuesta esta asociada, algunas veces, con la capacidad individual para
metabolizar téxicos. El polimorfismo presente en estos genes, pueden afectar el
nivel de expresion, estructura o actividad catalitica de las enzimas
metabolizadoras, influenciando de esta manera, la susceptibilidad ante algunos
xenobidticos [5].

Numerosos estudios realizados, sugieren que los polimorfismos presentes en los
genes que codifican para enzimas metabolizadoras de xenobioticos, estan
asociados con un incremento en la incidencia de cancer, por lo que son utilizados
como biomarcadores de susceptibilidad [6]. Para evaluar el efecto de la
variabilidad inter-individual se ha implementado el uso de biomarcadores
citogenéticos con el fin de identificar la interaccion gen-ambiente. Por lo que es
importante resaltar la prueba de alteraciones cromoso6micas como biomarcador de
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efecto, ya que permite medir pardmetros indicativos de cambios biol6égicos como
respuestas a sustancias quimicas [7].

En este estudio se emplearon linfocitos humanos de sangre periférica, con
polimorfismos en los genes GSTT1 y GSTM1, que codifican para las enzimas del
metabolismo de xenobidticos, con el fin de determinar el efecto modulador del
polimorfismo de estos genes en la induccion de alteraciones cromosémicas (ACs)
in vitro con el tiner. Se hizo pertinente el desarrollo de este estudio, debido a la
necesidad de identificar grupos humanos en riesgo y potencialmente susceptibles
a enfermedades por la exposicion ocupacional y/o ambiental a una serie de
mezclas complejas y sustancias toxicas. Por lo que se evalué el efecto genotoxico
del tiner en linfocitos humanos (in vitro) y la modulacién por el polimorfismo de los
genes del metabolismo Glutation S-Tranferasa Tl (GSTT1) y Glutation S-
Transferasa M1 (GSTM1).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el medio ambiente y en el lugar de trabajo existe un gran nimero de agentes
toxicos (biolégicos, fisicos y quimicos) a los que diariamente las personas se
encuentran expuestas. Un grupo importante de estos tdxicos son los solventes
organicos, como: hidrocarburos, cetonas, aldehidos, alcoholes, esteres, éteres y
moléculas arométicas pequefas, las cuales se evaporan y se incorporan
rapidamente al aire como compuestos organicos volatiles [8]. Las razones de la
toxicidad de estas sustancias y la diversidad de efectos adversos sobre el
organismo, tienen su explicacion por su afinidad y acumulacién en los tejidos ricos
en grasa, como el sistema nervioso central (SNC), el sistema nervioso periférico
(retina, vias visuales, nervio 6ptico) y sus propiedades fisico-quimicas que facilitan
su absorcion [13]. Por otra parte, cabe resaltar que la poblacién que manipula este
tipo de sustancias, no emplea ninguna clase de equipo de bioseguridad, y que no
existe una capacitacion adecuada acerca del uso de estos compuestos quimicos
ademas de no encontrarse afiliados a ninguna entidad prestadora de salud
(E.P.S)).

Los solventes organicos (tolueno, xileno, benceno, entre otros) son utilizados
ampliamente en diversos procesos industriales. Segun estudios realizados en
Italia, se considera que entre el 10 y el 16% de los trabajadores se encuentran
expuestos a este tipo de sustancias [9]. En Estados Unidos, se calcula que cerca
de cien mil trabajadores tienen algun tipo de exposicion al tolueno v,
aproximadamente, 140.000 al xileno, mientras que en Suecia, se llega a afirmar
que entre el 3y el 4% de la poblacion general se encuentra expuesta [10]; a nivel
mundial el interés en la exposicibn a los hidrocarburos aroméaticos se ha
centralizado entorno al benceno, porque es considerado como carcinégeno
humano [11], y se ha demostrado que causa problemas de salud, aun en
concentraciones bajas [12].

En Colombia, la exposicion ocupacional a los solventes organicos es un tema que
no ha recibido la importancia que se merece, como se puede deducir de los pocos
estudios epidemioldgicos de exposicion ocupacional, donde se demuestra un uso
inadecuado e infrecuente de los elementos de proteccion personal ademas de
encontrar niveles elevados de metabolitos de solventes organicos en muestras de
orina en trabajadores de fabricas de pinturas y pegantes en Bogota [178]. Ademas
otro estudio realizado por el Instituto de Seguros Sociales de Colombia en
cooperacion con el centro de neurociencias de Cuba, detectd alteraciones
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funcionales del Sistema Nervioso Central en trabajadores potencialmente
expuestos en industrias del Valle del Cauca [179]. Demostrando asi, que no
existen estudios in vitro que evallen el efecto genotdxico de mezclas complejas de
solventes organicos o los efectos en personas expuestas ambiental u
ocupacionalmente.

Uno de los solventes organicos mas empleados en el pais y particularmente en el
municipio de Popayan (Cauca) por el comercio informal (pintores, ebanistas,
mecanicos, soldadores, etc.), es el tiner, que estd conformado por una mezcla
compleja de solventes organicos y tiene como componentes principales el
benceno, tolueno y xileno. En la actualidad se han realizado estudios solamente
de sus componentes por separado, demostrando que estos y sus metabolitos
causan dafo en el material genético, produciendo alteraciones cromosOmicas
(ACs), micronucleos (MNs) e intercambio de cromatidas hermanas (ICHs) [180,
181, 182], lo que no ha permitido determinar el efecto potencializador aditivo y/o
sinérgico de mezclas complejas de solventes organicos como el tiner [183].
También se ha relacionado el desarrollo de enfermedades degenerativas y
diversos tipos de cancer como el de higado, vejiga, pulmén y esdéfago, con la
exposicién crénica a solventes organicos [184, 185, 186, 187, 188].

Por otra parte se ha encontrado una asociacion directa entre las ACs en linfocitos
humanos de sangre periférica y el riesgo de desarrollar diversos tipos de cancer
[66]. Los individuos susceptibles a diversos carcinégenos y mutagenos
ambientales podrian presentar respuestas genotoxicas mayores a las
exposiciones que inducen una pequefia 0 ninguna respuesta en individuos no
susceptibles. Actualmente se pueden identificar efectos adversos en la salud
humana por exposicion con respecto a la variabilidad individual [16,17], con ayuda
de la experimentacién in vitro y la implementacién de biomarcadores citogenéticos
de efecto como alteraciones cromosomicas (AC) y biomarcadores de
susceptibilidad como los genes que participan en el metabolismo de xenobidticos
[15,18].

Por lo anterior, fue pertinente determinar el efecto genotoxico in vitro del tiner en
linfocitos humanos de sangre periférica para de esta forma identificar la posible
interaccion entre los componentes activos del tiner con el DNA y también la
posible asociacién entre polimorfismos en los genes GSTT1 y GSTML1 y el dafio
genotoxico causado por el tratamiento con tiner. Debido a que en el departamento
del Cauca la exposicion ocupacional a solventes organicos, siendo en tiner el de
mayor uso, presenta una asociacion directa con el incremento de ACs [78] y que
ademdas una investigacion reciente empleando el ensayo cometa, establece al
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tiner como inductor de dafio genético en linfocitos humanos tratados in vitro [72],
resulta significativo evaluar los siguientes interrogantes: ¢Qué efecto citotoxico
tiene el tiner en los linfocitos humanos?, ¢ Tiene el tiner efecto genotdxico en los
linfocitos humanos tratados in vitro? y ¢Cudl es el efecto modulador del
polimorfismo en las enzimas del metabolismo GSTT1 y GTSM1 en la induccién de
alteraciones cromosoémicas (in vitro) en los linfocitos humanos por el tiner?

Con base en los interrogantes anteriores, se sometieron a prueba las siguientes
hipétesis:

1. Si el tratamiento con tiner en cultivos in vitro, de los linfocitos humanos de
sangre periférica total tiene efecto citotdéxico, se espera que: el indice mitético
difiera del registrado en los linfocitos tratados con el solvente puro, Dimetil
Sulféxido (DMSO) (Hi:), o que el indice mitético sea igual al registrado con el
solvente puro (Ho).

2. Si el tratamiento con tiner en cultivos in vitro, de los linfocitos humanos de
sangre periférica total tiene efecto genotoxico, se espera que: La frecuencia de
alteraciones cromosomicas difiera de la registrada en los linfocitos tratados con el
solvente puro, DMSO (Hi), o que La frecuencia de alteraciones cromosomicas sea
igual al registrado con el solvente puro (Ho).

3. Si los polimorfismos de las enzimas metabdlicas (GSTT1 y GSTM1) expresados
en la sangre periférica humana tienen efecto modulador; se espera que: haya una
interaccion estadisticamente significativa entre el efecto inductor de alteraciones
cromosomicas (AC) por tiner y los genotipos individuales o combinados de los
genes (Hi), o de lo contrario no sera significativa estadisticamente, y el efecto
inductor de AC por tiner sera independiente de los genes individuales o
combinados (Ho).
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2. JUSTIFICACION

Los solventes organicos son utilizados ampliamente tanto en industrias como en el
comercio informal (pintores, ebanistas, mecanicos, soldadores, etc.), en especial
las mezclas complejas como el tiner, que estd conformado por una serie de
solventes (benceno, tolueno, xileno entre otros), los cuales se evaporan,
incorporan y acumulan rapidamente a la atmosfera, siendo mas facil el acceso al
organismo por vias de absorcion ya sea dérmica o por inhalacion, teniendo como
consecuencia una exposicion directa a estos agentes, aumentando asi los riesgos
de producir alguna alteracion en la salud de los individuos [19]. La exposicion a
solventes orgénicos, es considerada un riesgo ocupacional que confrontan
millones de trabajadores en todo el mundo. Esta problemética a escala mundial,
se ha centralizado en torno al benceno y a sus derivados como el tolueno y el
xileno, los cuales se consideran toxicos inclusive a concentraciones bajas, dejando
de lado los efectos de las diferentes mezclas de solventes que son utilizados
frecuentemente por los trabajadores.

Diversos estudios de biomonitoreo genético han encontrado una asociacién entre
la exposicion ocupacional a solventes organicos y el dafio citogenético,
evidenciando un incremento significativo en la frecuencia de ACs, ICHs y MNs
[189, 190, 191], asi como una elevada incidencia de diversos tipos de cancer,
como el de pulmodn, rifidn, eséfago, vejiga y préostata ademas de linfomas vy
leucemias en personas expuestas constantemente a los solventes organicos [180,
187, 192, 193, 194, 195]. Otros estudios han reportado el efecto genotéxico de los
solventes organicos, como el realizado en trabajadores de fabricas de zapatos,
donde personas expuestas a estos quimicos, mostraron un incremento en la
frecuencia de MNs en linfocitos de sangre periférica [178]; y el estudio realizado
en la ciudad de Popayan con pintores de carros, evidenciando un aumento en la
frecuencia de ACs en linfocitos de personas expuestas con respecto al grupo
referente [81]. En estos dos estudios se plantea la hipétesis de una induccién de
dafio genotoxico por exposicion a solventes organicos, y que el incremento del
dafo puede deberse a la presencia de benceno y otros solventes frecuentemente
empleados en las actividades laborales.

Los solventes organicos pueden actuar como reguladores de la expresion de
algunos genes, aumentando o disminuyendo la sintesis o actividad de algunas
proteinas o modificando la velocidad de las actividades metabdlicas [196]. El
contacto prolongado con estos compuestos quimicos, puede provocar diversas e
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irreversibles mutaciones en el material genético de estos individuos, las cuales se
veran reflejadas en alteraciones del metabolismo del organismo, produciendo
graves repercusiones clinicas, efectos mutagénicos y carcinogénicos. Esto permite
proporcionar nuevas hipotesis y conceptos sobre el efecto de los solventes sobre
el DNA, lo cual se puede confirmar o rechazar mediante la experimentacion in
vitro, permitiendo asi, establecer importantes conexiones entre la epidemiologia
humana vy la toxicologia experimental [79].

Con los avances en la biologia molecular y la genética, el papel de la exposicion
ambiental y ocupacional ha sido correlacionado con las diferencias polimorficas en
los genes del metabolismo entre otros, debido a la diferencia existente entre las
poblaciones del mundo en cuanto a la respuesta que pueden tener ante un mismo
factor ambiental [26]. El grado de susceptibilidad y la respuesta biolégica entre los
individuos y poblaciones a los efectos genotéxicos y carcinogénicos de agentes
quimicos como los solventes organicos (tiner), es diferente, y esta determinada
por factores genéticos como los polimorfismos de los genes que codifican las
diferentes enzimas del metabolismo de xenobidticos como la Glutation S-
Transferasa T1 y M1 (genes de detoxificacion), actividad enzimatica expresada en
cultivos de sangre total [21-22,6]. Estas variaciones de susceptibilidad
identificadas por los polimorfismos son consideradas como un factor potencial de
riesgo al cancer [23]. Ademas, es importante resaltar, que uno de los principales
objetivos en los proyectos Genoma Humano y Genoma Ambiental, es establecer
la interaccion existente entre gen-ambiente, ya que esta puede estar implicada en
el incremento de riesgo de desarrollar enfermedades como el cancer; basandose
en el descubrimiento y el andlisis funcional de los polimorfismos del DNA, y el
desarrollo de estudios epidemioldgicos, con el fin de implementar nuevas
estrategias de prevencion e intervencién terapéutica. [24].

Para la identificacion de la interaccion gen-ambiente, se ha implementado el uso
de biomarcadores citogenéticos como la prueba de alteraciones cromosomicas
(inducida in vitro), que identifica alteraciones de tipo estructural y numérica
causada por agentes genotoxicos (fisicos, quimicos o bioldgicos), que estan
asociadas con problemas de salud como el envejecimiento, retardo mental,
anomalias morfolégicas en humanos y de acuerdo con una serie de estudios, se
ha determinado que esta prueba es una herramienta de gran importancia en la
prediccion de riesgo de cancer [25]. La prueba presenta una gran relevancia en la
determinacion de la respuesta a diversos grados de exposicion, para luego
relacionar alteraciones cromosomicas con mutagenicidad y carcinégenicidad [26].
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Los linfocitos humanos son células valiosas para realizar estudios de
experimentacion in vitro; se obtienen facilmente, mediante métodos poco invasivos
para los individuos donadores. Estudios realizados en este tipo de células de
individuos expuestos, han mostrado dafios en sus cromosomas dando un
prondéstico anticipado de posible riesgo de desarrollar cancer [27]. El uso de los
linfocitos in vitro como sistema de evaluacion de toxicos ambientales, permite
identificar compuestos con capacidad citotoxica o genotdxica y al mismo tiempo
evaluar los efectos adversos de compuestos toxicos ya conocidos para estudiar
los mecanismos de accion [28], ademas, de permitir el control de las variables
fisico-quimicas presentes en todo proceso bioldgico para el desarrollo éptimo del
experimento.

Por todo lo sustentado anteriormente se hace necesario y pertinente realizar el
presente estudio para evaluar el efecto genotéxico del tiner y su capacidad de
inducciéon de alteraciones cromosémicas (ACs) in vitro en los linfocitos humanos
de personas saludables no expuestas a agentes quimicos, moduladas por la
presencia de polimorfismos en los genes del metabolismo GSTT1 y GSTM1, ya
que estos codifican enzimas encargadas de la detoxificacion de sustancias
potencialmente carcinogénicas como los solventes organicos. Este estudio es
viable, ya que se cuenta con los reactivos requeridos, la infraestructura adecuada
y la asesoria de personas capacitadas para el asesoramiento durante la ejecucion
del estudio. Ademas su desarrollo brindara un valioso aporte a la literatura
cientifica por que se espera divulgar los resultados del estudio en eventos y
publicarlo en una revista cientifica.
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3. ANTECEDENTES

3.1 ESTUDIOS CON SOLVENTES ORGANICOS PRESENTES EN EL TINER

Segun la IARC existe “suficiente evidencia” de carcinogenicidad entre pintores,
pero no hay suficiente evidencia de carcinogenicidad con los fabricantes de
pinturas. Los canceres, de pulmén, esdéfago, estomago, vejiga son los mas
frecuentes, pero también registra cancer de cavidad bucal, laringe y leucemia.
Ademas en pintores se reportan problemas de esterilidad, frecuencia espontanea
de aborto entre mujeres y malformaciones congénitas (IARC, 1989).

Se han realizado muchos estudios donde se evallan los efectos neurotéxicos y
hematolégicos de los quimicos que conforman el tiner por separado, como el
benceno tolueno, xileno, entre otros (EPA. 1985.), de acuerdo a estos estudios se
ha determinado, al benceno como un potencial carcinbgeno humano (IARC, 1987);
y se concluye que la exposicion a tolueno y xileno por separado no tiene ningan
efecto carcinogénico para el hombre (NTP, 2001); esto se ha podido determinar
con ayuda de sistemas animales, en lo que se refleja la falta de evidencia en la
clasificacion de la no carcinogenicidad del tolueno y xileno en humanos (IARC,
1999).

Por otra parte se ha evaluado el dafio citogenético por exposicion ocupacional a
solventes organicos en trabajadores de imprentas, usando biomarcadores de
efecto como ICHs, ACs y MNs en linfocitos de sangre periférica; encontrandose

Es importante resaltar que no existen estudios, en donde se evalle efectos
genotdxicos por la exposicion a mezclas complejas de solventes organicos (U.S
Department of Health and Human Services, 2004) como el tiner. pero segun datos
recopilados de un modelo cuaternario predictivo de una base fisioldgicamente
farmacocinética (PBPK) de la concentracion del benceno(B), tolueno (T),
etilbenceno (E) y xileno (X) en la sangre hepética venosa en Ratas, después de
una exposicién por inhalacién de 4 horas a 100 ppm de benceno solo y combinado
con el tolueno, ethylbenceno y/o xileno, se ha establecido un aumento en la
concentracion de algunos de los solventes, mostrando un efecto aditivo
potencializando la toxicidad entre el benceno, tolueno y/o xileno (Haddad, et al.,
1999)
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3.2 EFECTO MODULADOR DEL POLIMORFISMO DE LOS GENES DEL
METABOLISMO GSTT1 Y GSTM1 SOBRE LOS EFECTOS GENOTOXICOS Y
RIESGO DE CANCER.

Diferentes polimorfismos genéticos en la biotransformacion de xenobidticos, han sido
investigados, entre ellos algunos relacionados con la susceptibilidad a problemas de
salud como el cancer. En la fase Il del metabolismo, se encuentra la familia Glutation S-
Transferasas (GSTs), dentro de esta familia de multigenes los mas estudiados: GSTT1 y
GSTM1, estan involucrados en la detoxificacion de compuestos potencialmente
carcinogénicos (Murata, 1998). El interés en estos genes, ha sido estimulado por los
estudios que indican que los individuos homocigéticos nulos para GSTT1 y GSTM1,
estan asociados al riesgo creciente de varias enfermedades como el cancer
(Hatagima, 2002).

Algunas publicaciones evidencian que la delecibn homocigética del gen GSTML1,
constituye un factor de riesgo en el desarrollo de cancer de pulmon, especialmente
en fumadores (Williams, et al.,, 1995). Otro estudios llevados a cabo en las
poblaciones japonesas y chinas, han asociado el genotipo GSTT1 y GSTML1 nulo,
con cancer gastrico (Lee, 2006; Bernardini, et al., 2002; Cai, et al., 2001),
encontrando mayor prevalencia del gen delectado de GSTT1 y GSTML1, en los
pacientes con cancer comparados con el grupo control (Torres, Sicard, Groot,
2004; Setiawan, et al.,, 2000; Lan, et al, 2001). Resultados de otras
investigaciones indican que trabajadores expuestos a hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) con GSTM1 delectado, presentan un incremento en el riesgo
de adquirir cancer de vejiga (Binkova, et al., 1997). Existen evidencias, acerca de
la variacion inter-individual en el metabolismo de xenobioticos en humanos con el
riesgo de enfermedad por exposicion al benceno (Sram, 1998).

Sin embargo, el grado de susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades
depende de la combinacion de los genotipos de riesgo que posea cada individuo,
Por lo que se hace necesario seguir evaluando los genes que participan en el
metabolismo de xenobidticos, reparacién del ADN, control del ciclo celular, etc.,
para entender el papel que juegan los factores genéticos en la determinacion de la
susceptibilidad individual (Setiawan, et al., 2000).
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3.3 ESTUDIOS IN VITRO

En un estudio para identificar el dafio genotdxico causado por mezclas complejas
como el humo del cigarrillo y algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPSs); se concluy6 que la utilizacién de pruebas in vitro era la mejor herramienta
para identificar los diferentes dafios genotdxicos causados por exposicion a estos
compuestos mixtos (Rinsky, et al., 1987), esto debido a la alta sensibilidad de
este método, para la comprension del efecto toxico del quimico en el organismo,
puesto que permite extrapolar los datos obtenidos en las pruebas a humanos
prediciendo asi su efecto (Eisenbrand, et al.2002).

3.3.1 Respuesta in vitro a la exposicion de los componentes del tiner
asociados con los polimorfismos en las enzimas metabdlicas. Un factor
importante, para determinar si el efecto de un polimorfismo genético puede ser
visualizado en un biomarcador citogenético, es examinando la expresién de los
diferentes genotipos en células o tejidos (Norppa, 2004), un ejemplo claro es, la
Glutation S-tranferasa Tl (GSTT1) y M1(GSTM1), expresados en leucocitos y
eritrocitos respectivamente (Landi, et al., 1996; Norppa, 2004).Varios estudios se
han dirigido una pregunta ¢los polimorfismos genéticos afectan el nivel basal de
los biomarcadores citogenéticos, sin tener en cuenta la exposicion especifica de
agentes genotoxicos?, llegando a la conclusion, que si se muestra influencia de
los genotipos en la frecuencia de los biomarcadores, igualmente en grupos
controles y expuestos (Norppa, and Hirvonen, 2000).

De acuerdo a los resultados arrojados en investigaciones, se sabe que la
respuesta bioldgica al tratamiento quimico, depende del genotipo (Pérez, et al.,
2006), por lo que es importante resaltar el papel de los polimorfismos GSTT1 y
GSTM1, que consiste en determinar la susceptibilidad individual a quimicos que
inducen dafo citogenético (Norppa, et al., 1997); un ejemplo claro, son los
estudios in vitro realizados en linfocitos de sangre periférica humana, con genotipo
nulo para GSTT1 y GSTM1, mostraron un incremento significativo en los
biomarcadores citogenéticos tanto de exposicibn, como de efecto,
correspondientes a la induccién de intercambio de croméatidas hermanas (ICHs) y
alteraciones cromosdmicas (ACs), por exposicion a compuestos quimicos como: la
hidroquinona (toxina resultante del metabolismo del benceno) (Silva, et al., 2004),
Diepoxibutano (DEB) (Landi, et al., 1996), 1,3- butadieno (Lan, et al., 2001) y
estireno (Bernardini, et al., 2002; The Nordic study group on the health risk of
chromosomic damage. 1990).
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3.3.2 Prueba de alteraciones cromosomicas (ACs) como biomarcador. La
relevancia del incremento en la frecuencia de alteraciones citogenéticas es
determinar el riesgo de céancer, esto se reporta por estudios epidemioldgicos
donde se sugiere que una alta frecuencia de ACs predice un mayor riesgo de
cancer. (Hukkanen, 2000). La prueba de alteraciones cromosomicas (ACs), es un
importante biomarcador de efecto, sensible a la exposicibn de mutagenos
carcinogénicos (Hagmar, et al., 1998).

Luego de hacer una amplia revision bibliografica en bases de datos como
PubMed, Science Direct ISI web of knowledge, Springer y Hinary, concluimos que
son pocos los estudios que relacionan el dafio genotoxico inducido por los
solventes organicos y biomarcadores de susceptibilidad y que no existen
investigaciones que tengan como objetivo de estudio, la evaluacion genotdxica
mediante el efecto modulador de los polimorfismos de las enzimas metabdlicas y
la accion in vitro del tiner como solvente organico de composicion mixta; por lo que
se hace importante el desarrollo de este estudio.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro el efecto genotdéxico del tiner en linfocitos humanos y la
modulacién por el polimorfismo de los genes del metabolismo GSTM1y GSTT1.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar el polimorfismo de los genes del metabolismo GSTT1 y GSTM1 en
individuos saludables para seleccionar los donadores de las muestras sangre.

Evaluar el efecto citotoxico del tiner en linfocitos humanos de sangre periférica in
vitro mediante la prueba de indice mitotico (IM).

Establecer el efecto genotoxico del tiner en linfocitos humanos de sangre
periférica in vitro utilizando la prueba de alteraciones cromosdémicas (ACs).

Determinar la asociacion del efecto genotoxico del tiner en linfocitos humanos (in
vitro) y el polimorfismo de los genes del metabolismo GSTM1y GSTTL1.
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5. MARCO TEORICO

5.1. SOLVENTES ORGANICOS

Lo solventes se conocen como sustancias organicas capaces de disolver una
gama amplia de compuestos para formar una solucion uniforme, los cuales son
empleados en amplia variedad de aplicaciones en el hogar e industrias a nivel
mundial [29], Los solventes son hidrocarburos liquidos mas o menos volatiles,
entre los cuales pueden mencionarse compuestos aromaticos, aliciclicos,
alifaticos, alcoholes, cetonas, ésteres y éteres, teniendo como principal uso la
fabricacion de pinturas con disolventes como el xileno, tolueno y estireno [13],
entre otros usos estan la extraccion de grasas, aceites, adhesivos, plasticos,
textiles y productos intermedios en procesos de sintesis organicas [30-31].

Aunque estos compuestos poseen muchas propiedades utiles en las diversas
actividades del ser humano, ellos representan, un riesgo potencial en la salud del
hombre. Estos efectos adversos incluyen toxicidad en el sistema nervioso central,
sistema pulmonar, sistema hematopoyético, higado, dafio renal y absorcién
cutdnea [10], a concentraciones bajas o moderadas los solventes organicos
pueden causar sintomas temporales como euforia, dolor de cabeza y vértigo. En
concentraciones altas generan adormecimiento y perturbaciones en la respiracion
y circulacion y puede llevar a la muerte [31]. Aproximadamente, del 50 al 60% de
la cantidad inhalada es absorbida por el organismo. Dentro de sus componentes,
se sabe que el estireno tiene actividad genotoxica y solo han mostrado algunos
indicios de actividad cancerigena en experimentos con animales [32]; al igual se
especula que el tolueno es el solvente cuyo metabolismo es poco afectado por la
co-exposicidbn a otros solventes; de hecho el tolueno es el solvente mas
ampliamente metabolizado ya que tiene la afinidad global méas alta en el sistema
de enzimas metabdlicas de xenobidticos en el organismo [33].

5.2. TINER

En el mercado existen tantos solventes como compuestos no solubles en agua,
siendo uno de los mas populares, el tiner [34]. El solvente para pinturas,
adelgazador de pinturas o tiner, tiene como solvente principal al tolueno, como
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cosolvente al benceno y como diluyente a una serie de solventes accesorios;
sustancias, todas ellas, toxicas para el hombre (Ver tabla No 1). [10]. La raz6n de
ser, de la composicion de los solventes radica en la economia, ya que el solvente
activo tiene un costo tan elevado que resultaria imposible utilizarlo de forma pura.
Por ello le es agregado un diluyente que, al darle volumen, aumenta su
aprovechamiento y un cosolvente que mantiene su efecto y lo potencia [31,35].

Tabla 1. Componentes del Tiner, analizadas por cromatografia de gases mediante
la prueba del piano.

Componentes Tiner 0.14  Tiner corriente
Tolueno 23.68 1.31
m-xileno 16.87 22.07
p-xileno 6.89 9.20
o-xileno 1.58 2.77
Hexano 12.55
2,3 dimetilhexano 7.86
Noveno 9.68
Isobutano 23.55
Octano 4.65
Etilbenceno 7.03

[1 50 compuestos mas con una masa < 1%
Fuente: ECOPETROL, 2003.

5.3. METABOLISMO DE XENOBIOTICOS (BIOTRANSFORMACION)

La biotransformacién, es un proceso que lleva a una conversion metabdlica de los
compuestos extrafios (xenobi6ticos) presentes en el organismo. Suele
denominarse también metabolismo de xenobidticos. Por regla general, el
metabolismo convierte los xenobioticos liposolubles en grandes metabolitos
hidrosolubles que pueden extraerse con facilidad [36]. Los seres humanos y otros
mamiferos poseen un sistema enzimatico metabdlico sumamente complejo, que
comprenden mas de una docena de superfamilias enzimaticas distintas.
Practicamente todas los solventes (benceno, tolueno, xileno, entre otros) a los que
el hombre se encuentra expuesto, son modificadas por estas enzimas facilitando
su eliminacion del organismo. Desde hace mas de cuatro décadas, los procesos
metabolicos mediados por estas enzimas se suelen clasificar como reacciones de
la fase | o de la fase Il (Figura 1) [37].
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Figura 1. Biotransformacion de xenobidticos

RIESGO DE TOXICIDAD

Fase | Fasell
ACTIVAR DETOXIFICAR
' GSTT1
Metabolitos
. GSTM1
Intermedio

XEN — XEN-OH — XEN-OR

Fuente: Modificada http://superfund.pharmacy.arizona.edu/toxamb/

Entre biotransformacion y toxicidad hay una relacion compleja; puede entenderse
la biotransformacion como un proceso necesario para la supervivencia, ya que
protege al organismo de la toxicidad impidiendo que se acumulen en él sustancias
nocivas, sin embargo en ese proceso pueden formarse productos intermediarios,
como metabolitos reactivos que son potencialmente nocivos. Este fendbmeno se
denomina activacion metabdlica; de esta manera, la biotransformacion puede
también inducir toxicidad. Los metabolitos intermedios oxidados que no se
conjugan pueden unirse a estructuras celulares y dafarlas [38].

5.3.1. Enzimas de la fase |I. En esta fase se encuentra el sistema metabolizador
mas importante, el Citocromo P450 (CYP450), que se encuentra distribuido en
muchos tejidos, siendo mas abundante en el higado [39]. La principal funcion del
CYP450 es participar en procesos de activacion metabdlica, de manera que
compuestos inertes y poco reactivos son transformados en otros de gran
reactividad quimica que son toxicos para el organismo [40]. Aunque la principal
funcion de las reacciones de la fase | de detoxificacion es convertir los
xenobidticos en compuestos que puedan ser eliminados del organismo con mayor
facilidad, también se presentan casos en que los productos metabdlicos son mas
toxicos que el compuesto original. Estos intermedios reactivos pueden estar
involucrados en la iniciacion de eventos que daran paso a la muerte celular,
cancer inducido por quimicos y teratogenesis.
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5.3.2. Enzimas de la fase Il. En esta fase se encuentra la Glutation S-
Transferasa (GST), una familia de multigenes que codifican para enzimas
diméricas solubles, que incluyen los tipo alfa (a), mu (w), pi (171), zeta (¢), sigma (o),
kappa (k), omega (w) y theta (1), con amplia y especifica distribucion subcelular
[22]. Las enzimas de GSTs estan involucradas en el metabolismo de una gama
amplia de compuestos electrofilicos, de origen tanto exdgenos como enddégenos
[41]. Su funcion principal es la detoxificacion de compuestos contaminantes,
carcindbgenos y mutagenos, por conjugacién con glutation (GSH) [42]. También,
juegan un papel en la proteccion de tejidos contra especies reactivas de oxigeno
(ROS) e hidroperoxidos lipidicos durante el estrés oxidativo [43]. Dos de los
miembros de familia de multigenes glutation S-transferasa, son genes candidatos
de susceptibilidad al cancer, debido a su capacidad de regular la conjugacion de
compuestos cancerigenos y de excretarlos en forma de metabolitos hidrofilicos
[22,44-45].

En esta fase del metabolismo, se encuentra el gen GSTT1 perteneciente a la
familia teta (1), localizada en el cromosoma 22 en la regién q11.2 [46], la cual tiene
como funciones activar e inactivar sustancias quimicas, como principales sustratos
encontramos el diclorometano, oxido de etileno, 1,3-butadieno y el etano. [27, 144,
21, 54], y puede sustituir la accion de GSTM1 cuando este se encuentra delectado
[47]. Ademas, encontramos el gen de la familia mu (n), GSTML1, localizado en el
cromosoma 1 en la region pl13.3, cerca de algunos proto-oncogenes; la enzima
que codifica este gen tiene como funcion principal, detoxificar metabolitos de
HAPs (hidrocarburos arométicos policiclicos) [48].

5.4. POLIMORFISMO Y SUSCEPTIBILIDAD GENETICA.

El polimorfismo genético es una variacion heredada que se define como cualquier
cambio estructural de un alelo, que lo diferencia del alelo normal en la poblacién
en general, cuyo valor es mayor o igual al 1% [16]. Cabe mencionar que la
variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la
resistencia individual a distintas enfermedades radica principalmente en los SNP’s,
y en menor grado a inserciones, deleciones, secuencias repetidas y/o re-arreglos
cromosomicos [49]. En la poblacion humana se han identificado un nimero amplio
de polimorfismos en genes que participan en procesos celulares fundamentales
como ciclo celular, reparacion celular, muerte celular, metabolismo entre otros
[50].
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En humanos, se conocen, cerca de 30 familias de genes que codifican para
enzimas metabolizadoras de xenobidticos, que presentan polimorfismos. Esta
variabilidad suelen ser responsables de alteraciones funcionales y, ademas,
proporcionan una base genética para explicar la susceptibilidad individual a ciertas
patologias [51]. Los polimorfismos metabdlicos que han sido asociados de forma
mas consistente con el aumento de riesgo de cancer incluyen al citocromo P450,
la glutation S-trasnferasa y la N-acetil-transferasa [52]. Las enzimas de la fase Il
del metabolismo, son moduladoras del riesgo de cancer y otras enfermedades; por
lo que es claro que la interaccion gen-ambiente explican las variaciones en la
respuesta bioldgica a la exposicion ambiental [53].

5.4.1. Polimorfismo del gen GSTT1. El gen presenta dos alelos polimérficos en
la poblacion: el tipo silvestre que contiene el gen (GSTT1+) y el mutante nulo
(GSTT1 (0)). En consecuencia, los individuos pertenecen a uno de los siguientes
genotipos: Homocigoto: GSTT1 +/+; Heterocigoto: GSTT1 +/0 y el Homocigoto
mutante GSTT1 0/0 consiste en la deleccion total del gen y por tanto no hay
expresion de la enzima. El polimorfismo de GSTT1 difiere en la frecuencia entre
los diferentes grupos étnicos [54].

Figura 2. Frecuencia del genotipo GSTT1nulo en el mundo.
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FUENTE: Landi, S. Review: Mammalian class theta GST and differential susceptibility to
carcinogens. En : Mutation Research. Vol. 463 (2000); p. 247-28

La prevalencia de GSTT1 nulo en individuos muestra una amplia variaciéon entre
las diferentes poblaciones étnicas [45] (figura 2), alrededor del 20% de los
caucasicos [145] y el 80% de los asiaticos carecen de la enzima [121], la
frecuencia del genotipo nulo es mas alta entre chinos (64.4%) seguido por los
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coreanos (60.2%) [146-147]; entre los afroamericanos la frecuencia es de 20 a
24% [148], turcos 19.3% (confidencial limita 12.2—-27.7%) [149], indios 16%, Yy
egipcios 14.7% [150], considerando que el predominio del genotipo es bajo entre
los mexicoamericanos (9.7%) [143-151]. En EE.UU. la poblacién blanca muestra
una frecuencia del genotipo nulo similar a la poblacién Caucésica (23.7%). En
Brasil, la frecuencia del genotipo nulo es 18.5% y 19% entre caucasicos y los
descendientes africanos, respectivamente, entre los indios amazdénicos es de 11%
[152]. La relacion entre el fenotipo y la incidencia del cancer ha sido investigada
extensamente con el fin de detectar diferencia en la susceptibilidad a agentes
carcindgenos asociados con el genotipo GSTT1 [121].

5.4.2. Polimorfismo del gen GSTM1. Los individuos pueden poseer uno de los
siguientes genotipos: Homocigotico: GSTM1+/+ presencia del gen silvestre;
Heterocigotico: GSTM1+/0 y Homocigético: GSTM1 0/0 (o genotipo nulo) consiste
en la deleccion total del gen y por lo tanto no hay expresiéon de la enzima. Se ha
demostrado que la perdida de esta actividad detoxificante, esta asociada con el
desarrollo de varios tipos de cancer [55].

La variabilidad en la distribucién del fenotipo nulo de GSTM1, debido a la delecidn
total o parcial del gen que produce la falta de la accién enzimatica, ha sido
notificado en diferentes poblaciones, sobre todo en los grupos étnicamente bien
definidos [37]. Una evaluacion del polimorfismo del gen GSTM1 en individuos
saludables mostré que el genotipo nulo ocurre en aproximadamente 23 a 48% en
las poblaciones africanas; 33 a 63% en las poblaciones asiaticas [148, 157-158],
revisando trabajos que estudiaron el grupo control para el polimorfismo del gen
GSTML1, se concluy6 que la ausencia del gen se encuentra en aproximadamente
47% de la poblacion japonesa y 49% de la poblacion Caucasica [159]. Segun
Crump, et al., [160] estudios que involucran las muestras de las poblaciones
Caucéasicas norteamericanas que la ausencia del gen GSTM1 pasa en
aproximadamente 48-57% de los individuos analizados.

Las personas que son portadores de delecciones homocigéticas en los genes
GSTT1 y GSTM1 pueden tener una alteracion en la capacidad metabdlica de
eliminar compuestos cancerigenos y pueden, por tanto, tener un mayor riesgo de
desarrollar cancer [22-56]. Las isoenzimas polimérficas detoxificadoras GSTM1 y
GSTT1 se expresan en los linfocitos y eritrocitos humanos de sangre periférica
respectivamente [6-57]. Los riesgos de salud por la exposicion a agentes toxicos
son modulados por la susceptibilidad del individuo, que puede ser heredada y/o
adquirida. Es importante tener en cuenta que no todas las personas son
igualmente susceptibles a la exposicibn ambiental/ocupacional y que la
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susceptibilidad genética modula el riesgo de desarrollar problemas de salud (figura
3). [58].

La susceptibilidad a los agentes genotdxicos exdgenos y enddgenos puede ser
debida a los polimorfismos genéticos de las enzimas metabdlicas de xenobidticos
(EMXSs), produciendo un incremento en la activacion metabdlica o la disminuida de
la detoxificacion [59]. Un gran numero de polimorfismos genéticos, han sido
identificados en los genes que codifican para las enzimas del metabolismo de
xenobibticos, pero solamente unos pocos, estan asociados a cambios en la
actividad enzimética que pueden ser responsables de modificar la respuesta
biol6gica a agentes genotdxicos como los solventes orgénicos [60].

Figura 3. Susceptibilidad al medio ambiente
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5.5 BIOMARCADORES

Los biomarcadores pueden ser definidos como las alteraciones homeostéticas
inducidas por quimicos a nivel molecular, bioquimico o celular. Son de gran
importancia por su uso Yy aplicacién para la identificacion de la naturaleza y
cuantificacion de la exposicion quimica a nivel ambiental y ocupacional. Pueden
ser aplicados en estudios experimentales o en el campo de monitoreo y pueden
ser destructivos o no al organismo de estudio. Los biomarcadores moleculares
son tipicos indicadores de exposicion, efecto, susceptibilidad y respuesta [197,
198] Un biomarcador de exposicién indica la presencia de una exposicion previa a
un agente ambiental; un biomarcador de efecto indica la presencia (y magnitud) de
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una respuesta bioldgica a la exposicion a un agente ambiental; un biomarcador de
susceptibilidad indica una elevada sensibilidad a los efectos de los agentes
ambientales y por dltimo, un biomarcador de respuesta supervisa cuantitativa y
cualitativamente la sucesion de cambios asociados con el stress celular inducido
por xenobidticos y la toxicidad en multiples tejidos.

5.6. EXPERIMENTACION IN VITRO

Los estudios in vitro, proporcionan herramientas importantes para reforzar la
comprension del efecto de los quimicos, extrapolando de in vitro a humano [63].
Por otra parte este tipo de pruebas permite al investigador tener total control sobre
los factores que pueden intervenir en los ensayos. Estas pruebas también son de
gran utilidad en la identificacién de la especificidad del efecto o accion del quimico
dentro del organismo [9]. Los linfocitos humanos son células valiosas para realizar
estudios de experimentacion in vitro; se obtienen facilmente, mediante métodos
poco invasivos para los individuos donadores, ademas permite controlar las
variables fisico-quimicas presentes en todo proceso biol6gico para el desarrollo
optimo del experimento. Los linfocitos se encuentran en un estado no proliferativo
y tienen una vida media de aproximadamente 4 meses y pueden acumular dafios
por exposiciones repetidas y asi ser un tipo de célula ideal para detectar dafio por
exposicién crénica a bajas dosis de agentes dafiinos [61].

5.7. CITOTOXICIDAD

Las pruebas de citotoxicidad in vitro, son de gran utilidad, para establecer la
capacidad intrinseca, de un compuesto para causar la muerte celular como una
consecuencia de dafio a las funciones basicas celulares; son necesarias para
proporcionar una informacion mas detallada sobre los parametros de la
genotoxicidad, como también en la induccion de mutaciones o muerte celular
programada. Otra de sus ventajas es establecer la dosis letal 50 (es decir TC50),
es posible comparar cuantitativamente las respuestas de uno o varios
compuestos en diferentes sistemas [61].

5.7.1. indice mitético (.M%). La prueba de indice mittico se emplea como
biomarcador de proliferacion celular, es ampliamente utilizada para medir la
proporcion de células en la fase M del ciclo celular; La técnica de IM se aplica para
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acumular células en metafase y facilitar asi los estudios citogenéticos, evaluando
el efecto de dosis o relacion dosis-efecto [62].

5.8. ALTERACIONES CROMOSOMICAS (ACs)

La prueba de alteraciones cromosémicas (ACs), permite identificar alteraciones de
tipo numérico y de tipo estructural (figura 3); estas alteraciones son la expresion
de las lesiones primarias causadas en el DNA, las cuales conducen a la
discontinuidad de la doble hélice del DNA [64]. Son dafios irreversibles, no
reparados y acumulados durante varios afios de exposicién antes de la prueba,
expresados luego de sucederse una primera division in vitro y usados como
indicadores de exposicion de una poblacidon expuesta a agente quimicos [65]. La
mayoria de estos agentes quimicos son llamados dependientes de la fase S, de
acuerdo a el tiempo de induccion de los dafios durante el ciclo celular. Las
alteraciones cromosomicas estructurales se dividen en: alteraciones cromatidicas
(ACTs) y alteraciones cromosomicas (ACSs); para la formacién de ACs se
requiere la produccion de la lesion primaria, que consiste en uno o varios quiebres
de cadena doble del DNA [66-67]. Las ACs pueden conducir a la muerte celular en
pocos ciclos celulares, por esta razén, es importante examinar las células en la
primera metafase post-tratamiento [68].

5.8.1. Significancia biolégica. La prueba de alteraciones cromosomicas (ACs)
in vitro en linfocitos humanos de sangre periférica (PBL), permite evaluar el efecto
genotdxico causado por la exposicion ocupacional/ambiental [7,69] y validado a
nivel mundial como biomarcador de efecto debido a que la frecuencia alta de
alteraciones cromosémicas esta asociada directamente con el riesgo a padecer
cancer [70]; estas alteraciones que pueden ser originadas ya sea por una
exposicién ocupacional/ambiental o por la susceptibilidad individual que esta
determinada por los polimorfismos genéticos [71]. Es un biomarcador de efecto,
validado y fiable en la prediccién de ocurrencia de cancer en humanos, ya que
permite identificar posibles dafios en la totalidad del genoma, por lo que es un
excelente indicador de riesgo, frente a la exposicibn a agentes genotoxicos;
también facilita la determinacion de agentes mutagénicos y carcinogénicos
(Teratogénicos) [70].
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Figura 4. Ejemplos de alteraciones cromosomicas estructurales.

a. Gap cromatidico

b. Quiebre cromatidico

c. Fragmento acéntrico

d. Cromosoma dicéntrico
e.Cromosoma tetracéntrico
f. Traslocacion

Fuente: Cell Proliferation, Sister Chromatid Exchanges, Chromosome Aberrations, Micronuclei and
Mutation Rate.
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6. METODOLOGIA

6.1. QUIMICOS

RPMI-1640 Medium Liquido (Sigma), Antibidtico antimitético (Sigma), Suero
Bovino Fetal (Invitrogen), Fitohemaglutinina (Sigma), L-glutamina  (Sigma),
Colcemid, Metanol absoluto analitico (Mallinckrdot), Acido Acético (Sigma),
Giemsa (Aldrich).Dimetilsulfoxido(DMSO) (Carlo Erba), Mitomicina C (MMC)
(Sigma), Tiner 0.14, Histopaque (Sigma), PBS estéril pH 7.2 (Camplex), Kit
Deoxinucleotidos DNTP 10mM (Promega), Marcador molecular 100pb DNA
ladderx250ul, con rango de 100 a 1.500pb (Promega), Agarosa NUSIEVE
3:1(Cambrex), Tap polimerasa con buffer Ay MgCl2 (Promega), Tap polimerasa
reversa (Invitrogen), Kit QIAAMP DNA bloob mini (QIAGEN), Bromuro de
ethidio (AMRECO), Primers GSTT11Fx23b (INVITROGEN), Primers GSTT12
Rx20b,Primers GSTM11FX21b, Primers GSTM12Rx22b y Primers CYP1A1-1x21b
(INVITROGEN).

6.2. TIPO DE ESTUDIO

Este estudio es de tipo experimental in vitro, empleando cultivos de linfocitos
humanos de sangre periférica, tratados con diferentes concentraciones de tiner.
Presenta una investigacibn comparativa o de prueba de hipoétesis, que permitira
identificar una relacién causa-efecto, y ademas, medir el efecto de interaccion de
las variables a estudiar (cuadro 1). Para lograr esto se establecieron tres grupos
de estudio, el grupo control negativo (DMSO), el grupo experimental conformado
por las diferentes concentraciones de tiner y el grupo control positivo (MMC). Se
realizd0 un disefio de blogues aleatorizados, agrupando las unidades
experimentales en bloques y determinando la distribucion de los tratamientos en
cada uno. Se llevo a cabo este tipo de disefio debido a que se tiene control sobre
la asignacion de tratamientos mediante un proceso aleatorio y porque es posible
prevenir la introduccion de sesgos y lograr altos indices de validez. Se establecio
al cultivo de linfocitos humanos como unidad de analisis experimental y de
muestreo.
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Cuadro 1. Descripcion de variables

VARIABLE CLASIFICACION TIPO ESCALA DE MEDIDA
Alteraciones Cuantitativa Razoén
Cromosoémicas Dependiente discreta
Tratamientos(DMSO, Tiner y MMC) | Independiente | Cualitativo Ordinal
Polimorfismo Independiente | Cualitativo Nominal
(GSTM1Y GSTT1)
indice mitético Dependiente | Cuantitativa Razoén

6.3 DISENO EXPERIMENTAL

6.3.1 Prueba citotoxica. Para determinar el efecto citotoxico del tiner en sangre
total periférica humana, se empled la técnica de indice mitético (I.M) (Figura 5),
para la cual se recomienda evaluar ocho concentraciones de la sustancia (tiner) e
incluir un control negativo (DMSO) y un control positivo (MMC), para tener un total
de 10 tratamientos cada uno con un duplicado y se repitié el experimento 6 veces
(Cuadro 2). En cada cultivo se contaron 2000 células [28]. Los tratamientos se
establecieron, partiendo de las concentraciones utilizadas en un trabajo previo
[72].

Figura 5. Protocolo de la prueba de indice mitético (IM).
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Cuadro 2. Disefio experimental in vitro. Prueba citotoxica para el registro de indice mitético (1.M%).

PRUEBA DE INDICE MITOTICO

(IM%)
Concentracion | Vol. No. Células
Grupos Tratamientos Final en el Ttos. | No. De cultivos | placas analizadas No. de Anélisis Estadistico
cultivo (ML) por por por experimentos
(uL/mL) experimento cultivo tratamiento
Control
negativo DMSO 1% 50 2 2 2000 6
0.08ul/mL 50 2000
2 2 6 Distribucién normal
0.10ul/mL 50 2000 de datos: Shapiro-
2 2 6 Wilk.
0.20ul/mL 50 2000
2 2 6 ]
. . 0.30ul/mL 50 2000 Homogeneidad
Experimental Tiner 2 2 6 de varianzas: Levene
0.40ul/mL 50 2000
2 2 6 Paramétrico: Tukey
0.50ul/mL 50 5 5 2000 6 comparaciones multiples
0.60ul/mL 50 2 9 2000 5 Correlacion: Pearson
0.80ul/mL 50 2000
2 2 6
Control 0.0025pg/mL 50 2000
positivo MMC 2 2 6

DMSO= Dimetilsulfoxido.
MMC= Mitomicina C.
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Cuadro 3. Disefio experimental in vitro. Prueba genotoxica para el registro de alteraciones cromosémicas (ACs) y los
polimorfismos de los genes GSTT1 y GSTM1.

PRUEBA GENOTOXICA
GENOTIPOS Tto. Concentracion | Vol. | N° metafases | No. de cultivos No. de
GSTT1 | GSTM1 | Quimico Final Ttos | analizadas por experimento. | experimentos | Analisis Estadistico
(ul/mL) (ul)
DMSO 1% 50 100 2 5
0.10 50 100 2 5
+ + Tiner 0.35 100 2 5
0.50 100 2 5
MMC 0.025ug/ml 50 100 2 5
DMSO’ 1% 50 100 2 5
0.10 50 100 2 5 o
+ - Tiner 0.35 100 2 5 No parametrico:
0.50 100 2 5 .
MMC 0.025ugiml | 50 100 2 5 Kr“Ska)'/'Wa”'S
DMSO 1% 50 100 2 5 :
0.10 50 100 5 5 U de Mann-Whitney
- + Tiner 0.35 100 2 5
0.50 100 2 5
MMC 0.025ug/ml 50 100 2 5
DMSO 1% 50 100 2 5
0.10 50 100 2 5
- - Tiner 0.35 100 2 5
0.50 100 2 5
MMC 0.025ug/ml 50 100 2 5

DMSO= Dimetilsulfoxido.
MMC= Mitomicina C.
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6.3.2. Prueba Genotoxica. Para este analisis se utilizo la prueba de alteraciones
cromosdmicas (Anexo 1), debido a que permite evaluar el dafio genotdxico
inducido en los linfocitos por el tiner teniendo en cuenta las variables presentes en
el cuadro 3. Para la identificacion de ACs se tuvieron en cuenta solo células con
46 cromosomas, se analizaron 100 metafases en el primer ciclo de division celular
por persona, criterio usado para determinar cromosomas dicéntricos, delecciones,
anillos acéntricos, céntricos, inserciones, quiebres y intercambios [28]

Figura 6. Protocolo de la prueba de alteraciones cromosdmicas (ACs).

0 haras 24 horas dbhoras 48 horas
Siembra Tto Colcemid  Cozecha

En el estudio la variable independiente (factor) fueron los genotipos
correspondientes a GSTT1 y GSTM1 (Total=4), estos se combinaron con los tres
niveles del quimico que son: Dimetil Sulfoxido (DMSO), concentraciones de Tiner
(baja, media, alta) y Mitomicina C (MMC) (Figura 6); en consecuencia se
incluyeron en el estudio 5 tratamientos. En cada experimento se analizaron 4
muestras de sangre de diferente donante (una de cada genotipo) y por cada
muestra se hicieron 10 cultivos, para aplicar el tratamiento quimico por duplicado,
en total se realizaron 40 cultivos por experimento; para cubrir a los 20 donantes,
cada experimento debid repetirse 5 veces.

6.4. SELECCION DE DONANTES

El grupo de investigacion de toxicologia genética y citogenética de la Universidad
del Cauca, cuenta con una amplia base de datos de los genotipos de los donantes
gue han participado como personas objeto de estudio a cargo de éste grupo. Se
seleccionaron 21 individuos saludables de género masculino, que no se
encontraran expuestos ocupacionalmente a solventes organicos. Para la prueba
de citotoxicidad evaluada mediante I.M, fue escogido un donante para participar
en las 6 replicas del experimento; con los 20 donantes restantes, se conformaron
4 grupos con diferentes combinaciones de genotipos, de 5 personas cada uno,
con relacion a los genes GSTT1 y GSTM1 (ver tabla 2). Cabe aclarar que los
participantes de este estudio aceptaron y firmaron voluntariamente un
consentimiento informado donde se especificé el objetivo del estudio, los riesgos y
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beneficios de la participaciéon en él (Anexo 2). Las muestras de sangre fueron
obtenidas segun los procedimientos especificos y manipuladas conforme a las
normas éticas establecidas.

Tabla 2. Juego de genotipos encontrados en la poblacién no expuesta a solventes
organicos.

GENOTIPO
GRUPO GSTM1 GSTT1
1 + +
2 + -
3 - +
4 - -

Como criterios de inclusién se tuvo en cuenta que los donadores, no hubieran
padecido recientemente de infecciones virales o bacterianas, no haber recibido
radiaciones en los ultimos 6 meses antes del estudio y que no hayan ingerido
drogas psicoactivas o algin medicamento (antiparasitarios, antibacterianos etc.)
en los 30 dias previos a la toma de la muestra y que no consumieran cigarrillo ya
gue todos estos factores pueden influir en los resultados.

6.5. IDENTIFICACION DE LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DE LOS
GENES DE LA GLUTATION-S-TRANSFERASA GSTT1Y GSTM1

6.5.1. Aislamiento y extraccion de linfocitos humanos de sangre total con
histopaque para extraccion de ADN gendOmico. Para el aislamiento de
linfocitos se tom6 una muestra de sangre de 15 mL a cada uno de los donantes
(figura 6); se realiz6 por el procedimiento de gradiente Ficol-Histopaque (Anexo 3).
Luego los linfocitos aislados fueron lavados tres veces con PBS y centrifugados a
1200rpm por 12min. En la extraccion de DNA gendmico se empleo el kit Qiagen
para extraccibn de DNA, el producto fue traspasado a un tubo criogénico
previamente rotulado para ser mantenido congelado a -20°C. para posterior
analisis de polimorfismos genéticos.
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6.5.2. Polimorfismo genético. Para el analisis de los polimorfismos genéticos
se hiz6 la amplificacion de los fragmentos de DNA de interés por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR multiplex) para los genes GSTT1 y GSTM1 y
empleando CYP1Al1 como control interno, esta técnica fue estandarizada de
acuerdo a los protocolos publicados [48,73] (Anexo 4). El perfil del PCR multiplex
consiste en: 1 ciclo a 94°C por 5 min, seguida por 35 ciclos de amplificaciéon y
cada ciclo consistente de una desnaturalizacion a 94°C por 2 min cada uno, una
fase de alineamiento de los primers a 59°C por 1 min y una fase de extension
inicial o polimerizacién a 72°C por 1 min. La reaccion fue terminada con 1 ciclo de
extension o polimerizacion final a 72°C por 10 min.

6.5.3. Analisis de los polimorfismos genéticos. El polimorfismo por deleccion
de los genes GSTT1 Y GSTML1 se detectd por la presencia 0 ausencia de una
banda de 480pb para el gen GSTT1 y una banda 215pb para el gen GSTM1
(Figura 7), sobre un transluminador con luz ultravioleta.

Figura 7. Patron de bandas de los productos de la amplificacion de los genes
GSTT1, GSTM1y CYP1A1 por PCR multiplex.

1 2 3 4
dz0ph 3aTTI
312ph CY¥P1AL
21l5ph FaThL

T1+/M1+ T1+/M1- T1-/M1- T1-/M1+

En la figura 7 se observa la representacion de una electroforesis en geles de
agarosa al 2% coloreada con bromuro de etidio, se espera obtener: los carriles 1,
2, 3, 4 muestran una banda de 312pb que corresponde al gen CYP1A1l (control
interno); en los carriles 1 y 2 se observa una banda de 480pb que corresponde a
la presencia del gen GSTT1 y en los carriles 1 y 4 poseen una banda de 215pb
correspondiente a la presencia del gen GSTM1.
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6.6. PRUEBAS BIOLOGICAS

6.6.1. Establecimiento de los cultivos. Se tomaron 5 ml de sangre periférica,
con el fin de establecer cultivos de 5 ml para el registro de indice mitético (1.M%) y
alteraciones cromosémicas (AC) respectivamente cada uno con duplicado. Se
tomarén 0.5ml de la sangre para cada tubo de cultivo de aproximadamente 5ml, la
cual se le afadié a un medio de cultivo suplementado con 10% de suero bovino
fetal y 1% de L-glutamina. Los linfocitos fueron estimulados para su proliferacion
con 0.1ml de fitohemaglutinina (PHA) a cada tubo. Pasadas 24 horas se les aplico
el tratamiento (Control negativo (DMSO), concentraciones de tiner y control
positivo (MMC). Los cultivos fueron incubados a 37°C por 48 horas.

6.6.2. Cosecha celular. Después de las 46 horas de establecido el cultivo se les
adiciond 0.1ml de colcemid a cada tubo de cultivo y 2 horas mas tarde se inicié la
cosecha centrifugando las células, se les aplicé choque hipotonico suave (30 min.
KCI 0.075 M a 37°C), las células se centrifugaron de nuevo y se les afiadio
suavemente una solucion fijadora, se refrigeraron por 20 minutos, se centrifugaron
nuevamente y se repite el proceso de fijacién dos veces, para terminar con la
preparacion de placas secas a temperatura ambiente por tres dias y se realiz6
tincion con Giemsa al 6%.
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7. PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Los datos crudos de las pruebas de IM% y ACs, fueron registrados en las tablas
de registro especificas para cada prueba (Anexo 5-6), se guardo el registro de las
coordenadas de ubicacion de las metafases que presentaron alteraciones
cromosomicas; Estos datos se organizaron y se codificaron para ser analizadas
con el paquete estadistico SPSS versién 13.

7.1. PRUEBA DE CITOTOXICIDAD

Para el andlisis del ajuste a la distribucion normal y homogeneidad de varianzas
de los datos obtenidos del porcentaje del indice mitético (I.M %) con relacion a las
diferentes concentraciones de tiner, se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk, (P>0.05),
encontrando que los datos cumplen con los requerimientos minimos para la
aplicacion de pruebas paramétricas. Para establecer la interaccion entre el efecto
in vitro de los tratamientos de tiner y el IM de los linfocitos humanos se empleo la
prueba comparaciones multiples de Tukey (P>0.05) para varianzas homogéneas.
Para determinar la relacion dosis-efecto entre las concentraciones de tiner
(variable independiente) y el 1.M% (variable dependiente), se analiz6 mediante la
correlacion de Pearson (P< 0.0001).

Una vez analizados los resultados del I.M%, se escogieron tres concentraciones
de tiner con las cuales se continud con los experimentos planeados en el estudio,
asi: concentracion baja, corresponde a la que tenga el 1.M% semejante al grupo
control; concentracion media, la que disminuya el IM% al 50% respecto del control
negativo; concentracion alta, la que disminuya el IM% a un 20% obtenido en el
grupo control. En la determinacién del IM% se empled la siguiente ecuacion:

o Mo CELL EM MITOSTE .
LM= Wo TOTAL DE CELL AWATIZADAS 2 100%
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7.2. PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

Para la identificacion del efecto de los tratamientos de tiner con respecto a la
frecuencia de ACs inducidas in vitro en los linfocitos humanos, se utilizé la prueba
de Kruskal-Wallis (P<0.001). En el andlisis se tuvo en cuenta la siguiente
ecuacion:

A (= He ALTEEACIONES CEOMOSOMITAS X 1009
" No TOTAL DE CELL ANALIZADAS ’

El andlisis de la interaccién entre las concentraciones de tiner y los genotipos de
GSTT1 y GSTM1, se realiz6 mediante la prueba de significancia estadistica no
paramétrica de Kruskal-Wallis (P<0.05), debido a que los datos no cumplen con la
asuncion de normalidad; para establecer la diferencia del efecto modulador entre
los genotipos GSTT1 y GSTM1, se empled la prueba U de Mann-Whitney. Para
establecer el efecto combinatorio de los genes, se utilizé la prueba U de Mann-
Whitney. La interaccién de los tratamientos de tiner y el efecto modulador de la
combinacion de los genotipos GSTT1y GSTM1, se logr6 establecer empleando la
prueba de Kruskal-Wallis.

49



8. RESULTADOS

8.1 ENSAYOS PRELIMINARES

Para determinar el rango de concentraciones de tiner a emplear para la prueba de
indice mitotico, se parti6 de las pruebas realizadas previamente por Hidalgo y
Londofio, quienes realizaron el registro de indice mitético y del porcentaje de
viabilidad celular en cultivos de sangre total y linfocitos aislados respectivamente,
determinando que el rango de concentracion mas adecuado para evaluar la
citotoxicidad inducida in vitro por el tiner es de 0,025-1,200 pl/mL [72]. Mediante
ensayos preliminares para procurar el correcto funcionamiento de la prueba (2
experimentos), se determind que el rango de concentracién mas adecuado para la
realizacion de los experimentos de este estudio es 0,08-0,80 ul/mL, ademas de
permitir la estandarizacion de la preparacién de los extendidos metafasicos, y
obtener buenas placas para el registro tanto de indice mitético como de
alteraciones cromosémicas. También se realizaron pruebas para comprobar el
buen estado de los reactivos, lo que permiti6 ademas para corregir pequefos
problemas en la manipulacion, tales como el ajuste de la densidad celular en cada
portaobjetos y mejoramiento del goteo celular para obtener extendidos mas claros
y faciles de analizar.

8.2 EFECTO CITOTOXICO

En la tabla 3 se reporta el registro del indice mitético (IM) de linfocitos humanos de
sangre total tratados in vitro con diferentes concentraciones de tiner. Los datos del
IM se ajustan a la distribucién normal (P>0.05) y a la homogeneidad de varianzas,
por lo tanto el andlisis estadistico se hizo con pruebas paramétricas. Mediante el
analisis de varianza se identificd6 una diferencia significativa entre las diferentes
concentraciones (P<0.05). La prueba de comparaciones mudltiples de Tukey,
permitié establecer que los tratamientos con tiner reducen el indice mitético de
manera significativa (P<0.05) respecto del control negativo (DMSO), a excepcion
de la concentracion 0.10 pl/mL; por otro lado, las concentraciones altas de tiner
(0.60 y 0.80 ul/mL) evidencian una accién drastica en la depresién del IM, siendo
mayor que la reportada para el control positivo (MMC) (figura 8).
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Tabla 3. indice mitético de linfocitos humanos de sangre periférica total tratados in
vitro con diferentes concentraciones de tiner durante 24 horas.

IM%”" _
Concentracion X+EE™
final de tiner Experimentos
(ul/mL)
1 2 3 4 5 6
0.00 240 285 240 260 2.20 1.90 2.39+0.13
0.08 1.60 150 190 1.75 2.30 0.80 1.64+0.202
0.10 1.65 145 2.10 2.10 2.40 1.65 1.89 +0.15
0.20 140 105 150 1.40 1.45 1.45 1.44 +0.022
0.30 1.35 185 140 1.15 1.10 0.80 1.30+£0.14 2
0.40 1.30 0.60 0.60 0.60 0.85 0.50 0.74+0.122
0.50 0.40 0.30 0.25 0.50 0.45 0.85 0.45+0.092
0.60 0.40 0.10 0.20 0.40 0.30 0.75 0.35+0.092
0.80 0.25 0.05 0.25 0.35 0.20 0.45 0.26+£0.052

" Promedio de dos cultivos por concentracion, por experimento.

“Indice mitético promedio * error estdndar, resultado de 6 experimentos; 2000 células analizadas
por concentracion en cada experimento.

@ Tratamientos que difieren significativamente del control negativo, segun prueba de Tukey
(P<0.05)

Por otra parte, se identific6 una asociacion lineal negativa estadisticamente
significativa (R= -0.887; P< 0.0001) entre las concentraciones de tiner y el IM,
estableciendo una relacion dosis-efecto (figura 8). Mediante el coeficiente de
determinacion (R?= 0.787), se deduce que la variabilidad del indice mitético
depende en un 78.7% de la variabilidad en las concentraciones de tiner, el 21.3%
no explicado por el modelo, se debe posiblemente a otros factores propios de
estos experimentos (reactivos, manipulacion, variacion en T9).

La ecuacion lineal (y= a +bx) que describe la relacion de dependencia entre el IM y
la concentracion de tiner:

I.M % = 2.050 - 2.678 x Concentracion de tiner (ul/mL)
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Figura 8. Asociacion lineal negativa entre el 1.M% de linfocitos humanos tratados
in vitro durante 24 horas y las concentraciones de tiner.
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A partir de las concentraciones de tiner evaluadas in vitro mediante la prueba de
IM, se seleccionaron tres concentraciones para determinar el efecto genotéxico
mediante la prueba de alteraciones cromosomicas (ACs). La concentracion que
presentd un IM semejante al grupo control (DMSO) fue 0.10 pl/mL y se tomd como
concentracion baja, las concentraciones que disminuyeron el IM al 50% respecto
del control negativo, fueron 0.30 pl/mL y 0.40 pl/mL, por lo cual se seleccioné una
concentracion intermedia entre estas como concentracion media que fue 0.35
ul/mL y como concentracién alta de tiner a 0.50 pl/mL, que disminuyé el IM a un
20% del obtenido en el grupo control negativo (DMSO) (figura 9).

52



Figura 9. Metafases (Met) observadas en cultivos in vitro de linfocitos humanos de
sangre periférica tratados con diferentes concentraciones de tiner.

Concentracién 0.10 pl/mL, aumento de 10X

Concentracion 0.35 pl/mL, aumento 10X
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Concentracion 0.50 pl/mL, aumento de 10X

8.3. EFECTO GENOTOXICO DEL TINER

La tabla 4 reporta los valores promedio de ACs /100células inducidas in vitro en
los linfocitos humanos de sangre periférica, tratados con las concentraciones de
tiner y sus controles. Debido a que los datos obtenidos no cumplen con la
asuncion de normalidad, se analizaron mediante prueba de significancia
estadistica no paramétrica con un nivel maximo de significancia de 0.05. Se
identifico diferencia significativa estadisticamente (P<0.001) en la frecuencia de
alteraciones cromosomicas (ACs/100células) de linfocitos tratados con tiner, con
respecto al control negativo (DMSO).

Mediante analisis de comparaciones mduiltiples T3 de Dunnet se establece que
Gnicamente la concentracion alta de tiner 0,50 pL/mL y el control positivo (MMC),
con 0.198+0.029 ACs/100células y 0.192+0.020 respectivamente, incrementan la
frecuencia de ACs de linfocitos, con respecto al control negativo (DMSO). En la
figura 10 se puede apreciar, que la frecuencia de ACs de los linfocitos tratados con
las concentraciones baja (0.10 uL/mL) y media (0.35 pL/mL) de tiner no difieren
del control negativo y son muy semejantes entre si, no obstante se observa una
asociacion positiva entre los diferentes tratamientos de tiner y la frecuencia de
ACs/100 células, estableciendo una relacion dosis efecto.
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Tabla 4. Frecuencia de alteraciones cromosomicas totales
linfocitos humanos de sangre periférica tratados in vitro durante 24 horas con tiner.

(ACs totales) de

FRECUENCIA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS

(ACs/100células)

TRATAMIENTOS  CONCENTRACION

EXPERIMENTOS

(uL/mL) 1 2 3 4 5 X+ EE*
DMSO 1% 0.117 0.157 0.177 0.052 0.017 0.104+0.012
BAJA 0.10 pL/mL 0.080 0.260 0.130 0.066 0.022 0.112+0.020
MEDIA 0.35 pL/mL 0.070 0.252 0.240 0.062 0.030 0.131+0.019
ALTA 0.50 pL/mL 0.185 0.213 0.340 0.170 0.082 0.198+0.0212
MMC 0,025 pg/mL 0.250 0.205 0.240 0.180 0.087 0.192+0.020?
Andlisis estadistico** P<0.001

*Promedio de alteraciones cromosémicas totales + error estandar, resultado de 5 experimentos. 100 células
analizadas por concentracion en cada experimento.
*** Sjgnificancia estadistica entre tratamientos. Prueba de Kruskal-Wallis.
aTratamientos que difieren significativamente del control negativo, segun prueba T3 de Dunnet (P<0.05).

Figura 10. Asociacion lineal positiva entre la frecuencia de ACs/100células
inducidas in vitro en linfocitos humanos de sangre periférica y las concentraciones

de tiner.
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Figura 11. Alteraciones cromosdémicas (ACs) encontradas en cultivos in vitro de
linfocitos humanos observadas con los diferentes tratamientos de tiner (a.
Metafase sin ACs y b, c y d Metafases con ACs). Quiebre cromatidico (ACT), gap
cromatidico (gap ACT).
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8.4. ASOCIACION ENTRE EL EFECTO GENOTOXICO DEL TINER EN
LINFOCITOS HUMANOS (IN VITRO) Y POLIMORFISMOS DE LOS GENES
DEL METABOLISMO GSTT1 Y GSTM1

Se observé una fuerte correlacion entre los genotipos GSTT1 y la frecuencia de
alteraciones cromosomicas inducidas por el tiner (tabla 4); los linfocitos con
genotipo GSTT1 nulo presentaron frecuencias de ACs significativamente mas
altas comparado con los linfocitos con genotipo GSTT1 positivo (p<0.0001). Esta
relacion se observd para todas las concentraciones de tiner, con la mayor
diferencia producida en la concentracion media de tiner 0.35 pL/mL (0.199 vs.
0.063) y ademas encontrando que la frecuencia de ACs tanto para el genotipo
GSTT1 positivo (GSTT1 +) como para el genotipo GSTT1 nulo (GSTT1 -) fue muy
semejante para la concentracion alta de tiner 0.50 uL/mL y MMC (figura 12).

TABLA 5. Frecuencia de alteraciones cromosémicas totales (ACs/100células) de
linfocitos humanos de sangre periférica tratados in vitro con tiner, con relacion a
los genotipos de GSTT1.

FRECUENCIA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS
(ACs/100células)

CONCENTRACION GENOTIPO
TRATAMIENTO (uL/mL) GSTT1+ GSTT1-
DMSO 1% 0.058 +0.136 0.151+0.014ab
BAJA 0.10 0.056+0.013 0.167+0.0342P
MEDIA 0.35 0.063+0.013 0.199+0.0292
ALTA 0.50 0.157+0.029° 0.239+0.0292P
MMC 0.025 pg/mL 0.144+0.029° 0.241+0.0253P
X+ EE* 0.096+0.010 0.199+0.012
P<0.0001¢ P<0.0001°¢

*Promedio de alteraciones cromosomicas totales + error estandar, resultado de 5 experimentos y
100 células analizadas por tratamiento/experimento.

a Valores de ACs que difieren significativamente del genotipo GSTT1+ para los diferentes
tratamientos

b Valores de ACs que difieren del grupo referente DMSO/GSTT1+. Mann-Whitney.

¢ Significancia estadistica entre GSTT1+ y GSTT1-, Kruskal-Wallis

d Significancia estadistica de la interaccién entre tratamientos y genotipos. Kruskal-Wallis.
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Figura 12. Frecuencia de alteraciones cromosOmicas totales en linfocitos
humanos de sangre periférica tratados con tiner, en funcion del genotipo GSTT1
(positivo y nulo)
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Al establecer la interaccion existente entre tratamientos y los genotipos de GSTT1,
se puede observar que las frecuencias de ACs obtenidas para las concentraciones
baja (0.10 pL/mL) y media (0.35 pL/mL) de tiner en relacion con el genotipo
GSTT1+, no difieren significativamente del grupo referente DMSO/GSTT1+.
También se observa que para los linfocitos con el genotipo GSTT1- tratados con
DMSO, las concentraciones 0.10 pL/mL, 0.35 pyL/mL, 0.50 pL/mL de tiner y MMC,
existe una diferencia significativamente con respecto al grupo referente
DMSO/GSTT1+, esta diferencia se observa también para los linfocitos con el
genotipo GSTT1+ tratados con la concentracion alta de tiner 0.50 pL/mL y MMC
(p<0.0001), es decir que al tratar los linfocitos con la concentracién alta del tiner
se presenta un incremento notorio en la frecuencia de ACs, aun con el gen
presente (Tabla 4).

58



De igual forma se encontraron diferencias significativas en las frecuencias de ACs
de linfocitos relacionado con el genotipo para GSTML1 (tabla 5). Los linfocitos con
genotipo GSTM1 nulo presentaron frecuencias de ACs significativamente mas
altas comparado con los linfocitos con genotipo GSTM1 positivo (p<0.0001).
Observandose un comportamiento muy similar al gen GSTT1 en la frecuencia de
ACs (figura 13).

TABLA 6. Frecuencia de alteraciones cromosémicas totales (ACs/100células)de
linfocitos humanos de sangre periférica tratados in vitro con tiner, con relacion a
los genotipos de GSTML.

FRECUENCIA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS
(ACs/100células)

CONCENTRACION GENOTIPO
TRATAMIENTO (UL/mL) GSTM1+ GSTM1-
DMSO 1% 0.077 +0.016 0.132+0.0162P
BAJA 0.10 0.094+0.033 0.129+0.0232b
MEDIA 0.35 0.069+0.017 0.193+0.0282P
ALTA 0.50 0.131+0.027" 0.265+0.02725
MMC 0.025 pg/mL 0.184+0.025° 0.201+0.0342b
X+ EE* 0.111+0.011 0.184+0.012
P<0.0001¢ P<0.0001¢

“Promedio de alteraciones cromosdmicas totales + error estandar, resultado de 5 experimentos y

100 células analizadas por tratamiento/experimento.

@ Valores de ACs que difieren significativamente del genotipo

tratamientos

GSTT1+ para los diferentes

b Valores de ACs que difieren del grupo referente DMSO/GSTT1+. Mann-Whitney

¢ Significancia estadistica entre GSTT1+ y GSTT1-, Kruskal-Wallis
d Significancia estadistica de la interaccién entre tratamientos y genotipos. Kruskal-Wallis.
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Figura 13. Frecuencia de alteraciones cromosomicas totales en linfocitos
humanos de sangre periférica tratados con tiner, en funciéon del genotipo GSTM1
(positivo y nulo).
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8.5. EFECTO COMBINADO DE LOS GENES GSTT1 Y GSTM1.

Se establecié el efecto de los genes (GSTT1 y GSTM1) combinados y su efecto
modulador en la induccidn de alteraciones cromosomicas in vitro producidas por el
tiner en linfocitos humanos de sangre periférica (tabla 5). Para identificar el efecto
combinado entre los polimorfismos de los genes con relacion a los diferentes
tratamientos, se tom6 como grupo referente los linfocitos tratados con DMSO 'y
con la combinacion de genotipos de GSTT1+ y GSTM1+ con una frecuencia de
ACs totales de 0.016+0.004; observando que la combinacion de los genotipos
GSTT1+/GSTM1+ y los diferentes tratamientos de tiner (0.10 pL/mL, 0.35 pL/mL y
0.50 uL/mL), no presentan diferencia significativa respecto al grupo referente, por
otra parte es importante destacar que las otras combinaciones posibles de los dos
genes (GSTT1+/GSTM1-, GSTT1-/GSTM1+ y GSTT1-/GSTM1-) muestran un
incremento significativo estadisticamente (P<0.0001) en la frecuencia de ACs
totales para los cinco tratamientos (DMSO, 0.10 pL/mL,0.35 pL/mLy0.50 pL/mL y
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MMC). También resulta interesante observar que para el tratamiento con MMC y la
combinacion GSTM1+/GSTT1+, se presenta una frecuencia de ACs menor que la
gue se encuentra con el DMSO y la combinacion GSTM1-/GSTM1.

Tabla 7. Efecto de la combinacion de los genotipos GSTT1 y GSTM1 en la
frecuencia de alteraciones cromosdmicas totales inducida por el tratamiento con
tiner en linfocitos humanos de sangre periférica.

FRECUENCIA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS
(ACs/100células)

TRATAMIENTOS GENOTIPO Alteraciones

(UL/mL) cromosOmicas totales
GSTT1 GSTM1 X+ EE*

+ + 0.016+0.004

DMSO + - 0.100+0.0192

- + 0.138+0.0182

- - 0.164+0.0222

+ + 0.032+0.009

BAJA + - 0.081+0.0222

(0.10) - + 0.156+0.0602

- - 0.178+0.0362

+ + 0.032+0.010

MEDIA + - 0.094+0.0202

(0.35) - + 0.106+0.0292

- - 0.292+0.0282

+ + 0.066+0.020

ALTA + - 0.248+0.0392

(0.50) - + 0.196+0.0422

- 0.283+0.0392

+ + 0.120+0.0342
MMC + ; 0.168+0.0492
- + 0.248+0.0232
- - 0.234+0.0472
Andlisis Estadistico** P<0.0001

* Promedio + error estdndar de la frecuencia de alteraciones cromosomicas totales, 2500
metafases analizadas por concentracién para cada combinacién de genotipo.

** Significancia estadistica de la interaccion entre tratamientos y la combinacién de los genotipos.
Prueba de Kruskal-Wallis.

@ Combinacion de genotipos con valores que difieren significativamente del control negativo
(DMSO) y la combinacién de genotipos (GSTT1+/GSTM1+). Prueba U de Mann-Whitney.
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Por otra parte, se puede observar que con el genotipo nulo para alguno de los dos
genes, hasta el control negativo presenta un incremento significativo en la
frecuencia de ACs (Figura 14).

Figura 14. Efecto de la combinacién de los genotipos GSTT1 y GSTM1 en la
frecuencia de alteraciones cromosdmicas totales inducida por el tratamiento con
tiner en linfocitos humanos de sangre periférica.
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9. DISCUSION

Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado un incremento de riesgo de
cancer en personas expuestas ocupacionalmente a solventes organicos
[20,120,121,124]. Ademas, se ha revelado el potencial genotoxico de los solventes
a través de la implementacion de diversos biomarcadores citogenéticos como
ACs, ICHs y MNs [84,98,113-119,122]. Un estudio de biomonitoreo realizado en la
ciudad de Popayan con pintores de carro, revela un incremento de ACs en
trabajadores expuestos comparado con el grupo control, sugiriendo que este
efecto genotdxico observado es probablemente causado por la exposicion a los
solventes organicos y sugiere que el solvente mas empleado en esta poblacion es
el tiner. Teniendo en cuenta lo anterior, surge la necesidad de determinar si, la
exposicion al tiner es la causante de genotoxicidad en los linfocitos humanos de
sangre periférica, mediante la evaluacion in vitro del tiner, con el fin de identificar
su mecanismo de accion y verificar su efecto genotoxico con ayuda del
biomarcador de oro, alteraciones cromosémicas (ACs), en cultivos de linfocitos
humanos de sangre periférica.

En este estudio se empled la experimentacion in vitro, ya que permitio tener total
control sobre diferentes variables, como las concentraciones a evaluar, el tiempo
de tratamiento y a la vez eliminar factores de confusion tales como el consumo de
alcohol y cigarrillo, propios de los estudios de monitoreo genético en poblaciones
ocupacionalmente expuestas; permitiendo asi una mayor comprension del efecto
del tiner a nivel celular. Se determiné el uso de linfocitos in vitro como sistema de
evaluacion, ya que permiten identificar compuestos con capacidad citotoxica o
genotoxica y al mismo tiempo evaluar los efectos adversos de compuestos toxicos
ya conocidos para estudiar los mecanismos de accion [61].

El disefio experimental in vitro de este estudio, tuvo en cuenta ciertos aspectos
importantes para el analisis estadistico de los datos, tales como: repeticion de los
experimentos para fortalecer el tamafio de la muestra, establecer cultivos
duplicados por experimento, registrar 100 células por tratamiento y determinar al
cultivo como la unidad experimental para el andlisis estadistico. Ademas se
decidio tener un mayor control de las diferentes variables que podrian interferir en
la frecuencia de ACs inducidas por el tiner, tales como: los polimorfismos de los
genes GSTT1 y GSTM1 que participan en la detoxificacion de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos y solventes organicos [57,59,137-140]; estableciendo 4
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grupos de acuerdo a los polimorfismos en los dos genes, por lo cual, el disefio
experimental de este estudio es Unico.

De esta forma, conociendo que la susceptibilidad por exposicidbn a genotoxicos
varia entre los individuos, por caracteristicas adquiridas o heredadas, se hizo
necesario en este estudio, centrar la atencion en los polimorfismos de los genes
que codifican para las enzimas del metabolismo de xenobidticos; ya que estos
influyen en la activacion metabdlica y detoxificacion de carcinogénicos, ademas de
estar asociados con riesgo de cancer y de influenciar el nivel de dafio
cromosomico [6]. Por lo anterior, para poder determinar si los polimorfismos en los
genes GSTT1 y GSTM1 tienen algun efecto en la frecuencia de alteraciones
cromosomicas inducidas por el tiner, se realizo el analisis en linfocitos obtenidos
de cultivos de sangre total, ya que GSTT1 y GSTM1 se expresan en eritrocitos y
linfocitos respectivamente, garantizando que ambas enzimas estan presentes en
el medio de cultivo y que podrian estar modulando la induccién de alteraciones
cromosomicas.

Por otro lado, para el analisis citogenético se empled la prueba de alteraciones
cromosomicas, por ser un biomarcador relevante y validado a nivel mundial, que
ha adquirido una importante significancia biolégica como biomarcador de efecto,
porque permite predecir el riesgo de cancer. Ademas no solo muestra la respuesta
biolégica a la exposicion sino también a efectos combinados por exposicién y por
la constitucion genética de cada individuo [7,70,43,109].

9.1. EFECTO CITOTOXICO DEL TINER

Esta investigacion hace parte de los pocos estudios reportados aplicando un tipo
de prueba citotoxica, bajo las condiciones experimentales aplicadas, que emplea
linfocitos de personas saludables y aplica la prueba de indice mitético para la
evaluacion del efecto citotoxico del tiner en linfocitos humanos cultivados in vitro.
En numerosos estudios el efecto citotdxico de los solventes organicos se relaciona
directamente con el efecto carcinogénico de estos compuestos [20,83-84], por lo
gue estos agentes han sido clasificados por la IARC como probables carcinbgenos
humanos [32]. Una de las explicaciones para la citotoxicidad de los solventes se
debe especialmente a su facilidad de ingresar y acumularse en el organismo en
forma de radicales libres [85].
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El indice mitético (IM), es usado como indicador de proliferacion celular para los
estudios de genotoxicidad y se ha probado que ofrece informacién valiosa sobre
los mecanismos de accion citotoxica de ciertos compuestos quimicos in vitro
[62,86-87]. En este estudio el IM, permitié establecer que existe una asociacion
directa dosis-efecto negativa entre las concentraciones de tiner y el nimero de
metafases; esta relacion es notoria en los linfocitos tratados con las diferentes
concentraciones de tiner, ya que al aumentar las concentraciones disminuyo el
porcentaje de células en metafase, pero el efecto fue méas drastico a partir de las
concentraciones de 0.40 pl/mL (IM=0.74 + 0.12),0.50 pl/mL (IM=0.45 + 0.09) ,0.60
pl/mL (IM=0.35 £ 0.09) y 0.80(IM=0.26 = 0.05) comparado con el IM obtenido en
los linfocitos tratados con el control negativo (IM=2.39 + 0.13). La disminucién
dréastica del IM refleja una inhibicién del progreso del ciclo celular y/o perdida de la
capacidad proliferativa, fenomeno posiblemente causado por muerte celular o
apoptosis [62,88], este mecanismo de equilibrio celular esta implicado en la
respuesta celular a la exposicion de una gran variedad de toxicos [89].

En un estudio reciente, se evalu6é el efecto citotoxico del tiner en linfocitos
humanos aislados tratados in vitro durante 24 horas, mostrando una disminucion
significativa del indice mit6tico y de la viabilidad celular, indicando ademas por
marcaje de las células con el kit de anexina V — FITC y analisis morfolégicos
mediante citometria de flujo, que esa disminucion de la viabilidad celular y del
ndmero de células en mitosis se debe al incremento de la muerte celular
(apoptética y necrética) y que este depende de la concentracion y del tiempo de
tratamiento de los linfocitos con tiner, fenomeno posiblemente causado por un
aumento de las especies reactivas de oxigeno formadas por los diferentes
quimicos presentes en esta mezcla compleja, asociando a esta mezcla de
solventes como inductores de dafio citotdxico (reduccion del indice mitético y de la
viabilidad celular) y muerte celular apoptotica de linfocitos humanos tratados in
vitro con diferentes concentraciones de tiner [88]. Reafirma lo anterior, los
resultados obtenidos en otro estudio, empleando linfocitos de sangre total, donde
se evidencié una disminucion de la viabilidad celular dosis-dependiente de los
linfocitos humanos tratados in vitro durante 4 horas a concentraciones de tiner
incrementadas, mediante la prueba de exclusion celular con azul de tripano [72].

El efecto citotdéxico del tiner podria estar mediado por un efecto sinérgico de los
componentes activos de este solvente, que incluyen tolueno, o-xileno, m-xileno, p-
xileno, hexano, 2,3-dimetilhexano, nonano, isobutano, octano y etilbenceno entre
otros [78]. Lo anterior, es soportado por un estudio realizado en lineas celulares
humanas normales expuestas a benceno, tolueno, etilbenceno y xileno, donde se
encontré un efecto sinergistico al evaluar los solventes organicos de manera
individual y como mezcla compleja, debido a que se presentd una alta
citotoxicidad celular [93]. Otro estudio realizado por McDermott y colaboradores,
65



evaluando la exposicion al tolueno y n-hexano de manera individual y como
mezcla binaria, en lineas celulares Jurkat T, concluye que la mezcla de solventes
organicos es mas téxica aun a bajas concentraciones por su efecto sinérgico [94].

9.2. EFECTO GENOTOXICO DEL TINER

Los resultados de esta investigacion muestran que existe una relacién positiva
concentracion-efecto entre los tratamientos del tiner y la frecuencia de
alteraciones cromosOmicas estructurales (ACs), evidenciando el efecto genotéxico
del tiner in vitro en linfocitos humanos; aunque algunos de los solventes que
conforman el tiner no son considerados como genotoxicos o carcinogénicos de
manera individual, probablemente inducen simultdneamente un efecto genotdxico
por una interaccién de caracter sinérgico entre estos [95]. En algunos estudios se
ha encontrado que la exposicion a hidrocarburos alifaticos, ciclicos y aromaticos,
estd relacionada con el aumento del estrés oxidativo, revelando asi, que el
aumento en la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) esta
directamente asociado con la exposicion a solventes organicos [101] y ademas, se
conoce que el estrés oxidativo estd fuertemente involucrado en la etiologia de
numerosas enfermedades humanas, incluyendo el cancer [100].Por otra parte,
estudios in vitro reportan que las ROS son capaces de inducir dafio oxidativo
severo en el DNA, y la incorrecta reparacion de este dafio puede expresarse como
alteraciones cromosémicas ACs, intercambio de cromatidas hermanas (ICHs) y
micronucleos (MN) [77].

De igual forma se ha demostrado la relacion existente entre la generacion de ROS
por los metabolitos del benceno, uno de los componentes principales del tiner,
con su citotoxicidad y genotoxicidad, encontrando ademas, que estos metabolitos
generan peréxidos intracelulares, principalmente H202, causando rupturas en la
cadena de DNA [102-103-104]. También se ha reportado la produccion de
radicales hidroxilo en medula 6sea de ratones [105] por parte del benceno, y que
altas concentraciones de tolueno incrementan la formacion de ROS en higado,
pulmon, rifidn y cerebro en ratas [106-107- 108], ademas de los efectos in vitro del
tolueno y sus derivados metilados m-, o-, y p-xileno en la generacion de ROS,
peroxidacion lipidica [108-109-110] y defectos en la estructura de la mitocondria
[111]. Lo anterior permite soportar la hipétesis de que el dafio genotoxico inducido
por el tiner esta mediado por un efecto sinérgico de sus componentes principales y
qgue el incremento del dafio en el DNA a medida que aumenta la concentracion de
este solvente organico, podria presentarse como consecuencia de dafio oxidativo
en material genético por interaccion con ROS.
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Es importante tener en cuenta que el tipo de ACs que puede producir un agente
guimico depende basicamente de la etapa del ciclo celular en la que se
encuentran los linfocitos durante la exposicion. En este estudio, dicho efecto
dafiino se expresa en forma de alteraciones cromatidicas (ACTSs), lo cual es el
producto de lesiones iniciales no reparadas (alteraciones de bases,
entrecruzamientos, dimeros de pirimidina, o quiebres de cadena sencilla,
dependiendo del agente inductor) [66,96]; asumiendo entonces que esta mezcla
compleja de solventes organicos presenta una actividad fase S- dependiente [97].
Esto es soportado por Hidalgo y Londofio (72), quienes mediante la aplicacion del
ensayo cometa alcalino, detectaron un incremento altamente significativo de dafio
en el DNA (parametros de momento de cola y porcentaje de DNA en la cola) de
linfocitos tratados con diferentes concentraciones de tiner, lo que revela el efecto
directo de este solvente organico al interactuar con el material genético de los
linfocitos, generando lesiones primarias como quiebres de cadena sencilla, que al
no ser reparados eficientemente y mediante el proceso de replicacion del DNA son
expresados como quiebres de doble cadena y dardn lugar a la formacién de
alteraciones cromosdémicas de tipo cromatidico [66].

Recientemente, se han examinado una variedad de biomarcadores para evaluar la
exposicibn humana a las mezclas complejas, en regiones de alta polucion en
Polonia, sugieren que la exposicion esta asociada con aumentos significativos en
aductos en el DNA por los carcinégenos (hidrocarburos aromaticos policiclicos y
otro aductos aromaticos), y un aumento de la frecuencia de ICHs, ACs y la
expresion de oncogenes [84]. Una revision reciente Zhang et al., [112], llego a la
conclusién de que la mayoria de los estudios de genotdxicidad donde se evalud la
exposicion a los derivados del benceno presentan una asociacion positiva entre
ACs y la exposicién, [113-114] y es posible que esta correlacion sea causada por
otros factores de exposicion (HAPs y/o la polucion ambiental) [115]. Por otra parte
se conoce que hay una alta incidencia de ACs, MNs e ICHs en linfocitos de
obreros expuestos a tolueno en industria de tintas para impresoras [116- 119].

En un nimero amplio de estudios epidemioldgicos se establece que el riesgo de
cancer se potencializa con los procesamientos de pinturas [120] y se reporta un
aumento significativo en los diferentes tipos de cancer del tracto respiratorio,
rifidn, vejiga y leucemia en tipografos [121]. En estudios de biomonitoreo en
poblaciones humanas expuestas ocupacionalmente a niveles altos de mezclas
complejas de solventes y contaminantes del aire, se revela riesgo genotoxico
[122], y un aumento en la incidencia de dafio cromosomico [123]. Hoy en dia, el
benceno recibe un principal interés y se centra en la continua y prolongada
exposicion a bajos niveles de este solvente, tanto en el trabajo como en el
ambiente en general [124]. Varios estudios mostraron, que muchos de los
metabolitos producidos por este compuesto favorecen la toxicidad, generando
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ROS que puede llevar al dafio oxidativo y quiebres de cadena en el DNA [125].
En otras investigaciones con un modelo cuaternario predictivo (PBPK) realizados
en animales se establecié, que un aumento en la concentracion de algunos de los
solventes, mostré un efecto aditivo, potencializando la toxicidad entre el benceno,
tolueno y/o xileno [126].

9.3. ASOCIACION DEL EFECTO GENOTOXICO DEL TINER EN LINFOCITOS
HUMANOS (IN VITRO) Y EL EFECTO MODULADOR DEL POLIMORFISMO DE
LOS GENES DEL METABOLISMO GSTT1 Y GSTM1

9.3.1. Asociacion del efecto genotoxico y los polimorfismos del gen GSTT1.
Se observé una variacion pronunciada en la frecuencia de ACs, dependiente de
los polimorfismos del gen GSTT1, sugiriendo que los polimorfismos en este gen
podrian modular la frecuencia de ACs tras el tratamiento con diferentes
concentraciones de tiner en cultivos de sangre total. Aunque la actividad de la
enzima GSTT1 se exprese en los eritrocitos, se espera que en cultivos de sangre
total este presente la actividad enzimatica [6,143]. Estos resultados son
soportados por diversos estudios en cultivos de sangre total, donde se ha descrito
que el nivel basal de ICHs y ACs es alto en donadores con GSTT1 nulo, en
comparacion a los individuos con el genotipo positivo [136]. Un ejemplo claro, son
los estudios in vitro realizados en linfocitos de sangre periférica humana, con
genotipo nulo para GSTT1, donde se muestra claramente una diferencia
interindividual en la susceptibilidad frente al efecto genotoxico a HAPs,
hidroquinona (toxina resultante del metabolismo del benceno), Diepoxibutano
(DEB), 1,3- butadieno y estireno [57,59,137-138-139-140]. Uuskula et al., [141]
investigaron la induccion de ICHs en linfocitos humanos por la exposiciéon al 6xido
-7,8 —estireno con el polimorfismo de GSTT1, que reveld una incremento
significativo estadisticamente de ICHs en los linfocitos de sangre total [137--142].
De igual forma, se ha reportado que la enzima GSTT1 modula la induccion de
ICHs por monoepoxibutano (MEB) en cultivos de sangre total [143].

Obteniendo una diferencia significativa entre los genotipos positivo y nulo donde
se resalta, que los linfocitos con el genotipo GSTT1nulo (GSTT1-) presenta una
frecuencia de ACs totales 2 veces mayor que la registrada en linfocitos con el
GSTT1positivo (GSTT1+). Con relacion a la interaccion entre los tratamientos de
tiner y los polimorfismos del gen, se puede inferir que los linfocitos con GSTT1-
son mas susceptibles a la induccién de ACs por la exposicion a las diferentes
concentraciones de tiner (baja, media y alta), y por otro lado encontramos que los
linfocitos con el genotipo GSTT1+ es susceptible solo a la concentracion alta de
tiner (0.5 puL/mL).
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Vale la pena resaltar que el tratamiento in vitro de linfocitos humanos de sangre
total presenta un efecto en la frecuencia de ACs, demostrando una interaccion con
los genotipos positivo y nulo para el GSTT1, sugiriendo que la enzima codificada
con este gen estd involucrada en la detoxificacion metabdlica del tiner y de
solventes organicos. Teniendo en cuenta que los linfocitos con GSTT1nulo
presentaron una mayor susceptibilidad al dafio genético inducido por el tiner en las
condiciones dadas en este estudio, lo que permite alertar a las personas que se
encuentran continuamente expuestas a este tipo de solventes orgénicos, sobre los
efectos adversos en la salud de este tipo de sustancias quimicas.

Los resultados obtenidos en este estudio, son soportados por uno realizado en
diferentes poblaciones, revelando que el genotipo nulo de GSTT1 es un factor
significativo de riesgo en la induccion de ICHs entre los obreros expuestos al
benceno, sugiriendo asi que la GSTT1 esta involucrada en la detoxificacion del
benceno y que esta deleccion incrementa el riesgo de genotoxicidad por el
benceno en los individuos [153]. La falta de la enzima GSTT1, se relaciona con un
ligero aumento del riesgo de cancer de vejiga, tracto gastro-intestinal (faringe),
tumores relacionados con el tabaco (pulmén, cabeza, cuello) [121,115,154].
cancer de pulmén, sugiriendo que los individuos con este genotipo nulo pueden
ser genéticamente predispuestos a un mayor riesgo de desarrollar cancer [151-
155]. De este modo, se sospecha que el genotipo GSTT1 esté involucrado en la
disminucién o el aumento de riesgo de cancer en relacion con la fuente de
exposicion [121].

9.3.2. Asociacion del efecto genotoxico y los polimorfismos del gen GSTM1.
Los resultados de este estudio, mostraron una diferencia significativa (p< 0.0001)
entre los genotipos positivo y nulo, donde se resalta, que el genotipo GSTM1nulo
(GSTT1-) presenta una frecuencia de ACs totales 1.6 veces mayor que la
registrada en los linfocitos con el GSTM1positivo (GSTT1+), se establecio que los
linfocitos con GSTM1- no presentan diferencia significativa respecto a la
concentracion baja de tiner (0.1 pL/mL), no obstante si presenta mayor
susceptibilidad en la induccién ACs por la exposicién a las concentraciones media
y alta de este solvente, y por otro lado encontramos que el genotipo GSTM1+ es
susceptible solo para la concentracion alta de tiner; observando que el
polimorfismo del gen GSTM1, esta asociado con la susceptibilidad a dafio del
material genético inducido por el tiner, sugiriendo que GSTM1 presenta una alta
afinidad por las moléculas genotoxicas formadas a través del metabolismo de los
solventes organicos que conforman el tiner.
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Es importante resaltar que el tratamiento in vitro de linfocitos humanos de sangre
total presenta un efecto en la frecuencia de ACs, demostrando una interaccion con
los genotipos positivo y nulo para el GSTM1, sugiriendo que la enzima codificada
con este gen esta involucrada en la detoxificacion metabdlica del tiner y de
solventes organicos. Teniendo en cuenta que los linfocitos con GSTM1lnulo
presentaron una mayor susceptibilidad al dafio genético inducido por el tiner en las
condiciones dadas en este estudio, lo que permite alertar a las personas que se
encuentran continuamente expuestas a este tipo de solventes orgénicos, sobre los
efectos adversos en la salud de este tipo de sustancias quimicas.

Lo anterior es soportado por estudios donde se sugiere que, el gen GSTML1 esta
involucrado en la detoxificacion de los carcindégenos intermedios de HAPs. Este
hallazgo apoya la hipétesis activa de que los HAPs y los solventes organicos
podrian estar involucrados con el riesgo de cancer urotelial [142]. Uuskula et al.,
[141] sugiere que el genotipo GSTM1 no influyé en la induccion de ICHs en los
linfocitos humano expuestos in vitro al 6xido-7,8-estireno [142]. En estudios
previos, el polimorfismo GSTM1 no presenta asociacion significativa en la
variacion de las frecuencias de ACs, ICHs o MNs en personas expuestas y
controles [22], Sasiadek, et al.,, [156] sostiene que existe un aumento en la
sensibilidad a la induccion de ICHs por el monoepoxibutano (MEB) en donadores
con GSTM1 nulo, indicando que GSTML1 esta involucrada en la detoxificacion de
MEB en cultivos de linfocitos humanos.

En estudios recientes, se ha observado un aumento en el riesgo de cancer entre
los fumadores con GSTML1 nulo [158, 45], estimado que el 17% de los casos es de
cancer de pulmén [158] y laringe [41]; resultados de otras investigaciones indican
que trabajadores expuestos a HAPs con GSTM1 nulo, presentan un incremento
en el riesgo de adquirir cancer de vejiga [161-162-163]. A pesar de que estos
valores so6lo proporcionan una medida cruda de la poblacion potencial, el impacto
de estos genes, sugieren que la deficiencia de GSTM1 podria contribuir a una
importante incidencia de cancer en la poblacion. Roodi, et al., observo que el
genotipo GSTM1 nulo fue elevado significativamente en el grupo de pacientes con
cancer ovarico, en relaciéon con el grupo control (59.0% vs 48.9%) y sugiere que
los focos endometricos en mujeres con este genotipo pueden presentar
transformacion maligna debido a la ineficiencia en el control del estrés oxidativo
[164-165]. De este modo, se sospecha que el genotipo GSTM1 esta involucrado
en la disminucién o el aumento de riesgo de cancer en relacion con la fuente de
exposicion [121].
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9.3.3. Efecto combinado de los genes GSTT1y GSTM1. El efecto genotodxico
del tiner, provoca un mayor dafio al material genético en los linfocitos expuestos,
que presentan las diferentes combinaciones genotipicas GSTT1-/GSTM1-,
GSTT1-/GSTM1+, GSTT1+/GSTM1-, presentandose en este orden el
decrecimiento de las frecuencias de ACs; estableciendo, ademas, que la
combinacion con menor frecuencia de ACs y que favorece a la detoxificacion de
estos solventes es el genotipo GSTT1+/GSTM1+. Nuestros datos indican que la
variabilidad alélica de los genes GSTT1l y GSTM1 esta involucrada en la
detoxificacion de los solventes organicos, modulando el efecto genotoxico del
tiner en cultivos in vitro de linfocitos humanos de sangre periférica.

Esto es claro, ya que el genotipo nulo para ambos genes mostré un incremento
drastico en la frecuencia de ACs en los linfocitos tratados con las concentraciones
media y alta de este solvente, seguido por la combinacion GSTT1-/GSTM1+, que
muestra un mayor efecto al exponer los linfocitos a concentraciones baja y alta de
tiner, mientras que los linfocitos con GSTT1+/GSTM1-, muestran un incremento
significativo en la frecuencia de ACs en los linfocitos tratados con la concentracion
alta de tiner. Estos resultados son soportados por dos estudios se muestra un
aumento en los indicadores bioldgicos (MN y ACs) reportando la influencia del
genotipo, respecto a los genes involucrados en la detoxificacion de xenobioticos
como GSTT1 y GSTML1 [95]. Las asociaciones entre los genotipos de GSTs y
enfermedades puede reflejar un eslabon entre el dafio citogenético y la
variabilidad alélica especificas en los genes. Asi, las células con GSTT1 y GSTM1
nulo son mas susceptibles a ICHs por la exposicibn a varios compuestos
electrofilicos [166].

De acuerdo a los resultados arrojados en varias investigaciones, se sabe que la
respuesta bioldgica al tratamiento quimico, depende del genotipo [135]. Ademas,
de influenciar el riesgo de cancer, algunos polimorfismos genéticos en las enzimas
del metabolismo de xenobidticos, también influyen en los biomarcadores de
exposicion (aductos) y biomarcadores tempranos de efecto (ACs) a la exposicion
de compuestos carcinégenos [3], por lo que es importante resaltar el papel de los
polimorfismos GSTT1 y GSTM1, que consiste en determinar la susceptibilidad
individual a quimicos que inducen dafio citogenético y genotdxico [52]. También
se ha establecido la influencia del genotipo nulo, indicando variaciones en la
respuesta de la poblacion expuesta, este genotipo puede probablemente resaltar
el efecto de la exposicion [125]. Es por esto, que el metabolismo de hidrocarburos
volatiles, incluyendo los solventes organicos, esta recibiendo una creciente
atencion, por la activacion y detoxificacion metabdlica de estos solventes durante
el proceso de biotransformacion [39].
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Se conoce que la susceptibilidad a la accion genotdxica de los diferentes
solventes organicos, puede estar asociada a factores de riesgo genético o
adquirido de los individuos, y puede asociarse con las diferencias en el proceso
del metabolismo de xenobidticos [47,127]. Es de suponerse que una dosis igual de
un carcindégeno, a una persona con disminucion en la habilidad de detoxificar ese
agente toxico debe estar en un mayor riesgo de desarrollar cancer, que un
individuo que eficazmente detoxifica el agente carcinogénico [71]. La capacidad de
detoxificar esta relacionada con la distribucion de los polimorfismos de los genes
gue codifican para las enzimas metabolizadoras de xenobioticos [3].

Diferentes estudios indican que muchos sistemas de control y modulacion del
metabolismo enzimatico de xenobidticos, parecen estar implicados en la génesis
de los diferentes tipos de cancer [43,130], conociéndose que GSTT1/GSTM1 son
responsables de la detoxificacion de los solventes organicos [131-132], debido a
que estas enzimas participan en la conjugacion del glutation (GSH) con
compuestos electrofilicos. Debido a la accion detoxificante, se ha sugerido que
estas enzimas desempefian un papel importante en la susceptibilidad al cancer
[43,121,133,134,175]. En conjunto, el papel de los polimorfismos en los genes de
GST, determinan la susceptibilidad al cancer de pulmén, vejiga, cabeza, cuello
[150] y colorectal [159-167-168]. Estos resultados sugieren que las GST modifican
el nivel de susceptibilidad al cAncer. Howells et al., encuentran en 148 mujeres con
cancer ovarico, que la combinacion de GSTT1 nulo y GSTM1 nulo esta asociado
con una tasa de supervivencia muy baja [169].

Otro dato de consideracion, es la validez del Dimetilsulfoxido (DMSO) como
Control negativo, el cual al evaluar el efecto genotdxico del tiner en los cultivos in
vitro de linfocitos humanos de sangre total, muestra que actia como un buen
control negativo, pero al analizar la interaccién del efecto de los diferentes
tratamientos (DMSO, Concentraciones de tiner y MMC) con el efecto modulador
de los polimorfismos de los genes GSTT1l y GSTM1 individualmente o
combinados, se observa claramente que el DMSO presentd un efecto genotoxico
en los linfocitos que presentaban algun genotipo nulo, por lo que se sugiere que,
los ensayos in vitro que relacionan los biomarcadores de efecto y de
susceptibilidad presentan una mayor sensibilidad al efecto genotéxico de algunas
sustancias, efecto que no es detectable sin tener en cuenta la los biomarcadores
de susceptibilidad.

Estos resultados sugieren que las enzimas codificadas por los genes GSTT1 y
GSTML1 estan involucradas en la detoxificacion metabdlica de mezclas complejas
de solventes organicos como el tiner; teniendo en cuenta que los linfocitos con
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GSTT1nulo y GSTM1nulo presentaron una mayor susceptibilidad al dafio genético
inducido por el tiner en las condiciones dadas en este estudio, lo que permite
alertar a las personas que se encuentran continuamente expuestas a este tipo de
solventes organicos, sobre los efectos adversos en la salud de este tipo de
sustancias quimicas. Lo anterior sugiere que, las GSTs hacen parte integral de un
mecanismo de defensa dindmico e interactivo de proteccion contra los diferentes
agentes electrofilicos y permiten modular la respuesta a la exposicion de
productos del estrés oxidativo, y de este modo, se sospecha que los genotipos
GSTT1 y GSTM1 permite la disminucién o el aumento de riesgo de cancer en
relacion con la fuente de exposicion.
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10. CONCLUSIONES

Se presentd una disminucion en el indice mitético (IM), mostrando que el tiner
tiene un efecto citotdxico en los cultivos in vitro de linfocitos humanos de sangre
periférica, probablemente como consecuencia de la inhibicion del progreso del
ciclo celular y/o la perdida de la capacidad proliferativa, fenémeno posiblemente
causado por muerte celular o apoptosis.

El efecto genotoxico del tiner se evidencid con las tres concentraciones evaluadas
en linfocitos humanos, las cuales indujeron alteraciones cromosOmicas
estructurales, mostrando que la mayoria de las alteraciones detectadas con los
diferentes tratamientos, fueron de tipo cromatidico (ACTS), lo cual explica que el
tiner presenta una actividad fase S-dependiente. Ademas cabe resaltar que la
prueba de alteraciones cromosémicas estructurales, no solo muestran la
respuesta bioldgica a la exposicion sino también a efectos combinados por
exposicion y por la constitucion genética.

La exposicion in vitro de los linfocitos humanos al tiner present6é un efecto directo
en la frecuencia de ACs y muestra una interaccion con los genotipos de la GSTs,
sugiriendo que las enzimas codificadas por los genes GSTT1 y GSTM1, podrian
estar involucradas en la detoxificacion metabdlica de los solventes presentes en
esta mezcla compleja.

Los resultados de este estudio sugieren que los genes GSTT1 y GSTM1 modulan
el efecto genotoxico del tiner en los linfocitos humanos. Los linfocitos con GSTT1y
GSTM1 nulos presentaron una mayor frecuencia de ACs, demostrando que la
presencia de esta combinacion de genotipos representa un alto riesgo genotoxico
y por ende, podria estar relacionado con el desarrollo de enfermedades como el
cancer.
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11. IMPACTO

A nivel ocupacional, encontramos que el tiner es el solvente orgénico de
composicion mixta de mayor demanda en la ciudad de Popayan, por los
trabajadores independientes del comercio informal, pintores de carros y la
comunidad en general, esto debido a su gran utilidad en la preparacion y dilucion
de pinturas, y por su bajo precio. Al divulgar los resultados de esta investigacion
se busca alertar a la comunidad sobre los efectos adversos por el uso continuo e
inadecuado de esta mezcla compleja de solventes organicos; ademas incrementar
la atencion de las entidades prestadoras de salud (ARS y EPS) y entidades
gubernamentales en el desarrollo de estrategias de control, regulacion y
proteccion de la salud de los trabajadores del sector informal.

Estudios como este, contribuiran al conocimiento del efecto genotoxico del tiner y
el riesgo de desarrollar problemas de salud como el cancer, lo cual motivara al
autocuidado y al desarrollo a mediano y largo plazo de una cultura hacia la
prevencion del problema de salud y en consecuencia una mejor calidad de vida.

Este estudio contribuira al conocimiento cientifico sobre la importancia del
desarrollo de ensayos in vitro que relacionan los biomarcadores de efecto y de
susceptibilidad, ya que este tipo de experimentacidn presentan una mayor
sensibilidad frente al efecto genotdxico de algunas sustancias, efecto que muchas
veces no es detectable sin tener en cuenta la los biomarcadores de
susceptibilidad.
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12. SUGERENCIAS

Se conoce que la gran mayoria de la poblacion Colombiana se encuentra en
riesgo por la exposicion a los diferentes agentes tdxicos que existen en el
ambiente, por lo que resulta pertinente la realizacion de estudios de biomonitoreo
ocupacional para identificar los individuos y poblaciones mas susceptibles y en
mayor riesgo de desarrollar problemas de salud por la exposicién ocupacional a
agentes genotoxico como los solventes organicos.

El riego en los problemas de salud esta asociado a las interacciones gen-ambiente
y gen-gen, por lo que se hace necesario seguir evaluando los genes que
participan en el metabolismo de xenobioticos, reparacion del ADN, control del ciclo
celular y entre otros procesos biologicos, para entender el papel que desempefian
los factores genéticos en la determinacién de la susceptibilidad individual y el
desarrolla de problemas de salud.

Se recomienda realizar mas estudios in vitro donde se implementen los
biomarcadores de efecto y de susceptibilidad, ya que este tipo de experimentacion
presentan una mayor sensibilidad frente al efecto genotoxico de algunas
sustancias, efecto que muchas veces no es detectable sin tener en cuenta la los
biomarcadores de susceptibilidad como lo son los genes de la GSTs.
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Efecto modulador del polimorfismo de los genes del metabolismo (GSTT1y GSTM1) en la induccion

ANEXO 1

de alteraciones cromosomicas (in vitro) por el tiner en linfocitos humanos
Protocolo de la prueba de alteraciones cromosomicas

Fecha del experimento

Siembra No
Responsables:

Hora de establecimiento del cultivo Dia Hora
Tratamiento Dia Hora
Cosecha Dia Hora

No | Cddigo

Paciente

Sangre
(Gotas)

Tratamiento | Concentracion Observaciones

quimico

10

Protocolo de la prueba de alteraciones cromosomicas (ACs).

0 horas 24 horas
Siembra Tta
Mitomicina C ml
Hipotodnica ml

|
dBhoras
Colzemid

Preparacion medio de cultivo

Total de fitohemaglutinina

Tener presente el numero de cultivos de 5ml
que van a establecer para calcular la cantidad

43 horas

Cosecha de medio a preparar.
No pacientes x5ml = ml medio
10%Suero bovino fetal ml
1%L -glutamina ml
1%Antibiotico ml
RPMI ml
TOTAL ml
Fitohemaglutinina x cultivo ml




ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo , mayor de edad, identificado con cedula de ciudadania No

de , he sido informado que las estudiantes YOLY DAYANA MORENO y
CATHERIN YURANY GONZALEZ de décimo semestre de la Universidad del Cauca realizaran el estudio
sobre el “EFECTO MODULADOR DEL POLIMORFISMO DE LOS GENES DEL METABOLISMO
(GSTT1Y GSTM1) EN LA INDUCCION DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS (IN VITRO) POR EL
TINER EN LINFOCITOS HUMANOS” en personas no expuestas a solventes orgéanicos en la ciudad de
Popayan. Se me ha solicitado participar voluntariamente como sujeto de estudio.

OBJETIVO Y PROPOSITO DEL ESTUDIO. Evaluar el efecto genotdxico del tiner en linfocitos humanos (in
vitro) y la modulacién por el polimorfismo de los genes del metabolismo GSTM1 y GSTT1, mediante la
determinacion de la frecuencia de alteraciones cromosémicas.

Los resultados de este estudio son de gran utilidad para motivar al disefio y ejecucion de estrategias de prevencion
de problemas de salud por exposicion a los solventes organicos como implementacion de medida de higiene, de
proteccion y educacion.

YO HE SIDO IMFORMADO SOBRE LOS OBJETIVOS, PROPOSITOS, JUSTIFICACION,
METODOLOGIA, RIESGOS Y BENEFICIOS DEL ESTUDIO. En este estudio seran seleccionados 20
individuos saludables de genero masculino no expuestos a agentes quimicos (solventes organicos), con los que se
conformaran 4 grupos con diferentes juegos de genotipos, con relacién a los genes GSTT1 y GSTML, con 5
personas cada uno. Tambien se obtuvo informacion sobre la edad y la presencia de habitos toxicos (alcohol y
tabaquismo). El proposito de la investigacion tiene relevancia social y cientifica y obedece a una problematica de
salud ocupacional. Participar en este estudio supone un minimo riesgo espacial contra mi salud, por la
competencia, formacion integral y calidad de los investigadores responsables de la Universidad del Cauca.

Los resultados son confidenciales y seran informados y explicados en forma general al grupo objeto de estudio por
parte de la directamente responsables del estudio.

REQUERIMIENTOS. Yo, en pleno uso de mis facultades mentales, libre y consciente, estoy de acuerdo en
participar en este estudio y entiendo que éste requiere de mi, lo siguiente: contestar un cuestionario en
aproximadamente 20 minutos, para suministrar la informacion personal referente a mi edad, estado de salud, estilo
de vida, historia ocupacional y familiar. Si soy seleccionado para el estudio debo donar 30ml de sangre tomada de
la vena del brazo para ser procesada en el Laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenetica de la Universidad
del Cauca, mediante la prueba de alteraciones cromosdmicas para detectar cambios irreversibles usados como
biomarcadores e indicadores de exposicion de una poblacion expuesta a solventes organicos.

RIESGOS DE PARTICIPACION. Los riesgos potenciales de participacion en el estudio son el sangrado e
infeccion en el sitio de la toma de la muestra de sangre, los cuales seran controlados por un profesional experto en
la toma de muestras de sangre del brazo, y el empleo de técnicas médicamente aceptadas y jeringas estériles
nuevas.

Para garantizar la confiabilidad de la informacion suministrada y la confiabilidad de los resultados, las muestras de
sangre seran codificadas y los resultados se daran de forma grupal,

Tengo claro que no se me proveera con ninguna compensacion economica.



BENEFICIOS PARA EL PARTICIPANTE. Atender a un seminario de capacitacion sobre los diferentes riesgos
a corto y largo plazo en la salud, por la exposicion a solventes organicos. Motivacién hacia el cambio de actitud
para la prevencion riesgos a la salud por exposicion a solventes organicos.

YO ENTIENDO QUE mi participacion es completamente voluntaria, y que puedo rehusarme y responder
cualquier pregunta si asi lo deseo o puedo tomar libremente la decision de finalizar mi participacion en este
proyecto en cualquier momento, sin que ello represente perjuicios de indole legal en mi trabajo.

La informacién recolectada sera tratada de manera confidencial y mis respuestas seran reunidas con las de otros
participantes para obtener resultados grupales. Con base en lo anterior autorizo la divulgacion oral y publicacion
de los resultados del estudio en revistas cientificas, de manera global, sin mencionar mi nombre.

La Universidad del Cauca se compromete a vigilar que las muestras de sangre sean realizadas por un profesional
experto y autorizado, y en forma aséptica para evitar complicaciones.

Puedo preguntar cualquier interrogante o duda que tenga antes, durante o después del estudio a las estudiantes Yoly
Dayana Moreno y Catherin Yurany Gonzalez, responsables del estudio por parte de la Universidad del Cauca en
el Laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética.

La firma del documento del consentimiento informado es requisito esencial por parte de todas las personas en un
estudio como este.

Los procedimientos alternativos principales incluyendo procedimientos experimentales en este estudio, me han
sido explicados en un lenguaje claro que yo he podido entender. Los riesgos y molestias que puedan presentarse
me han sido explicados claramente.

Entiendo que las células sanguineas y material genético sobrantes, que no sean usadas en este estudio,
permaneceran en el Laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca, y podran
ser empleadas en futuras investigaciones para identificar individuos que estén en mayor riesgo de desarrollar
problemas de salud debido a ciertas caracteristicas de su ADN y exposicion. Mi nombre y otra informacién que me
pudiese identificar, no estara disponible y no sera posible su vinculacion con estos especimenes. También entiendo
gque como mi nombre no sera vinculado con los resultados del estudio, los responsables no estaran en la posibilidad
de informar a ninguna otra persona sobre los resultados mios en las pruebas.

He leido este consentimiento informado, he entendido en que consiste este estudio y me fueron aclaradas las dudas
al respecto; en consecuencia, voluntariamente acepto participar como sujeto de estudio en el “EFECTO
MODULADOR DEL POLIMORFISMO DE LOS GENES DEL METABOLISMO (GSTT1Y GSTM1) EN
LA INDUCCION DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS (IN VITRO) POR EL TINER EN
LINFOCITOS HUMANOS”.

Nombre del participante Firma del participante

Nombre del testigo Firma del testigo

Firmado en la ciudad de Popayan a los dias del mes de de 2007.



ANEXO 3

Efecto modulador del polimorfismo de los genes del metabolismo (GSTT1y GSTM1) en la induccion de
alteraciones cromosémicas (in vitro) por el tiner en linfocitos humanos

Fecha: Nombres:

REGISTRO DE AISLAMIENTO DE LINFOCITOS Y EXTRACCION DE ADN
Sefialar con una X el paso que haya realizado.

Materiales y reactivos
-Sacar histopaque a T° ambiente 2horas de antes del aislamiento
-Buffer PBS a T° ambiente 0 a 37°C
-Prender bafio Maria 70°C
-Descongelar Proteasa (Solo cuando estén aislados los linfocitos)

Aislamiento de linfocitos
__ Agregar 5mL de histopaque a un tubo Falcon de 15MI.
_ Suavemente adicionar 5mL de sangre total por las paredes. Centrifugar a 2600rpm por 30min.
_ Pasar linfocitos (Segunda capa) a un tubo nuevo.
_ Agregar 10ml de PBS y resuspender.
_ Centrifugar por 1200rpm por 12min y descartar el sobrenadante.
Repetir el lavado por 2 0 3 veces mas.

Extraccion de ADN
__Agregar 20 uL de proteasa (A tubo falcon de 15 mL) y resuspender (con micropipeta).
__Agregar 200 uL de  Buffer de lisis (Vortex 15 seg.)
_ Llevar a bafio maria a 70 °C por 1 hora.
_Pasado el tiempo agregar 200uL de Etanol y aplicar Vortex 10-15 seg.
_Transferir el contenido del tubo falcon (Aprox. 700uL) a la columna
_Centrifugar a 10.000rpm por 3 min y descartar precipitado.
_Agregar 500uL de Buffer AW1 centrifuga a 10.000rpm por 2min y descartar precipitado.
_Agregar 500uL de Buffer AW?2 centrifuga a 14.000rpm por 3min, descartar precipitado y el tubo debajo de
la columna.
_ Colocar la columna en el tubo nuevo y agregar 200uL de Buffer AE, dejar incubar por 1 min.
_ Centrifugar a 8.000rpm por 2 min.
_ Transferir la totalidad del sobrenadante a un vial de 2mL vy llevar al congelador

No CODIGO OBSERVACIONES




ANEXO 4

Efecto modulador del polimorfismo de los genes del metabolismo (GSTT1y GSTM1) en la induccion de

Fecha:

alteraciones cromosémicas (in vitro) por el tiner en linfocitos humanos

Nota: Revisar concentraciones de los reactivos a utilizar

PCR Mudltiplex
Protocolo polimorfismo genético GSTM1y GSTT1
Master Mix

NuUmero de

Muestras:

>0 T

Nombres:

No. Muestras + 1:

Master Mix

Normal

Master
Mix 1

Master

Mix 2

H20

ul

dNTPs (2mM)

0.8 ul

Buffer 10X

5 ul

MgClI2
Marca:

Concentracion:
Vortex bien disuelto

Primer 1 FGSTM1

Primer 1R GSTM1

Primer 2 FGSTT1

Primer 2 RGSTT1

Primer 3 FCYP1Al

<

ITmMmAx o2 >r-AOUP>TVooT M= T

Primer 3 RCYP1A1l

Taq polimerasa
Un spin antes de usar

DNA

X - Z

Volumen Total

ELECTROFORESIS PCR
Agarosa: 3:1 Nusive TBE:_0.5 X Bromuro de etidio: 3uL Voltaje: 80V
Tiempo: 40 min

Gel 1:1.5%

CONDICIONES DE PCR

To
°C

Tiempo

(min)

Inicio

5

Desnatural

del ADN

2

Alineacion
de Primers

Extension
0

Polimeraci

on

Ciclos:

Extencion

1 ciclo

Volumen Final = Volumen
total + numero de muestras

Codigo

1 2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

RESULTADOS

Gel 1:1.5% Agarosa: 3:1 Nusive TBE:0.5 X Bromuro de etidio: 3uL. Voltaje: 80V Tiempo: 40 min

Poso 1 2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

Codigo

GSTT1

CYP1A1l

GSTM1

Amplificacion AND




ANEXO 5

Efecto modulador del polimorfismo de los genes del metabolismo (GSTT1y GSTM1) en la induccién de
alteraciones cromosomicas (in vitro) por el tiner en linfocitos humanos
REGISTRO DE PRUEBA CITOTOXICA (indice mitético)
Registrado por:
Fecha de registro:

Cod Conc. N°
Tratamiento pl/ml células N° metafases

TOTAL

TOTAL

TOTAL

TOTAL

TOTAL

TOTAL

TOTAL

TOTAL




ANEXO 6
Efecto modulador del polimorfismo de los genes del metabolismo (GSTT1ly GSTM1)
en la induccidn de alteraciones cromosdmicas (in vitro) por el tiner
en linfocitos humanos

REGISTRO DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS (ACs)

Proyecto Fecha: Cod. Placa:
Registrador: Microscopio:
ALTERACIONES CROMOSOMICAS COORDENADAS
No No Cromatida Cromoso Gap.

Células | Crom mica CROT | CROS
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