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RESUMEN

El formaldehido es un quimico industrial que se ha utilizado durante méas de 60
aflos en la fabricacion de resinas, adhesivos, plasticos y como agente
antimicrobiano en el tratamiento de especimenes anatémicos e histolégicos
(Coggon et al. 2003). Esta presente en sistemas bioldgicos (National Research
Council 1981), y en las células humanas en bajas concentraciones (Lutz 1990). La
Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) desde junio de
2004 ha clasificado al formaldehido como un cancerigeno humano (Grupo 1)
(IARC 2006).

El proposito de este estudio fue determinar el efecto citotdxico y genotoxico por
exposicion ocupacional al formaldehido en linfocitos de sangre periférica de 25
personas que trabajan en anfiteatros (docentes, monitores y estudiantes), y en
hospitales (patdlogos y auxiliares) comparado con un grupo referente (no
expuesto) de la ciudad de Popayan, mediante las pruebas de indice Mitotico,
Alteraciones Cromosémicas y Micronucleos.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, muestran que los signos y
sintomas mas frecuentes en el grupo de estudio fueron: prurito nasal, tos seca,
ardor de garganta, resequedad de la piel, lagrimeo, irritacion ocular y dolor de
cabeza, debido a la exposicion ocupacional al formaldehido.

En este estudio se evidencia el efecto bloqueador premitotico, ademas del efecto
genotoxico, al demostrarse el incremento en la frecuencia tanto de alteraciones
como de micronucleos observado en el grupo expuesto en comparacion con el
grupo referente.

Al establecer una asociacion entre: las caracteristicas ambientales de los sitios de
trabajo y los Biomarcadores y entre la frecuencia de Alteraciones Cromosomicas y
de Micronucleos con el género no fue posible obtener resultados estadisticamente
significativos debido a que el tamafio de muestra fue pequefio.

Se identifico asociacion positiva entre la frecuencia de Alteraciones Cromosomicas
y Microndcleos con el tiempo de exposicidn (horas-afio). Tal asociacion es
curvilinea y se describe mejor mediante la ecuacion cubica.



INTRODUCCION

El contacto, inhalacién y tiempo de exposicién de sustancias toxicas presentes en
el ambiente de trabajo, asi como la falta de conocimiento sobre la necesidad o
posibilidad de proteccién, representa un peligro directo para quienes manipulan
estas sustancias, lo que se traduce en la multiplicacion de casos de intoxicaciéon
quimica (Guevara y Moya 1995).

Una de estas sustancias es el formaldehido (HCHO), el cual es un gas volatil,
ligeramente mas pesado que el aire, incoloro y muy soluble en agua, posee un
olor penetrante e irritante, se utiliza principalmente para la conservacion de tejidos
y muestras bioldgicas, y es posible encontrarlo en numerosos productos como:
textiles, cigarrillos, desinfectantes, desodorantes, etc. (Moret 1990).

Se ha demostrado claramente que la exposicién al formaldehido tiene propiedades
genotoxicas en las vias respiratorias de ratas y en seres humanos (Swenberg et
al. 1980, Kerns et al. 1983, Shaham et al. 2002). El formaldehido es un producto
guimico altamente reactivo, cuya exposicion aumenta el nivel de dafio en el ADN y
se caracteriza por enlaces cruzados de ADN-proteina (Heck et al. 1990, Heck y
Casanova 1999, Shaham et al. 2003).

Debido a las propiedades fisico-quimicas que posee este aldehido, se le ha
conferido un cierto grado de toxicidad. Al respecto, Heras (1988), comenta que:
‘estudios realizados en Laboratorios de Anatomia Humana y de Anatomia
Patolbgica, revelan que durante la realizacién de ciertos trabajos como biopsias,
perfusiones, lavados etc., se producen niveles de contaminacion ambiental por
formaldehido que superan los criterios minimos de riesgo propuestos para el
contaminante. Por otra parte, la realizacion de estos trabajos o las simples
manipulaciones de las soluciones como transvases del formaldehido,
dosificaciones, lavados de material y otras manipulaciones, que debido a su
caracter manual y a la diversidad de circunstancias, provocan considerables
niveles de contaminacién residual”. Lo anterior, sumado al uso inadecuado, sin las
correctas medidas de prevencion y seguridad laboral, provocan, intoxicaciones
quimicas, de modo que se ven afectados, no sélo quienes estan encargados de
los trabajos nombrados anteriormente, sino todo el personal que permanece en las
instalaciones.



Por lo anterior; se realizé un estudio para evaluar el efecto citotdéxico y genotdxico
producido por la exposicién ocupacional al formaldehido durante 1 afio o mas;
éste estudio se realizd en personas que trabajan en anfiteatros (docentes,
monitores y estudiantes), y en hospitales (Patélogos y auxiliares) de la ciudad de
Popayan. En este estudio se analizaron 25 personas expuestas y 25 personas no
expuestas o grupo referente, mediante los biomarcadores de Indice Mitético,
Alteraciones Cromosémicas y Micronucleos, en linfocitos de sangre periférica,
cultivados in vitro.

Los criterios de valoracion genética mas sensibles para la deteccion de
mutagenicidad por formaldehido son efectos cromosémicos como alteraciones y
micronucleos (Merk et al. 1998, Speit et al. 2002).

La prueba de Alteraciones Cromosomicas ha sido utilizada por més de 30 afios
como un biomarcador de genotoxicidad tanto in vivo como in vitro que ha
demostrado una asociacion con el riesgo de cancer (Bonassi et al. 2004). Esta
prueba detecta o representa cambios citologicamente visibles al microscopio
optico, que afectan el nimero o la estructura de los cromosomas que constituyen
el cariotipo de la especie. Este biomarcador monitorea el genoma entero
evaluando interaccion de agentes genotoxicos prediciendo efectos adversos a la
salud (Harmas et al. 2004).

El ensayo de micronucleos (Norppa et al. 2003), es un biomarcador de
inestabilidad gendmica y dafio cromosomico evaluado en estudios de
biomonitoreo humano (Bonassi et al. 2004). La medicién de microndcleos (MN) en
linfocitos de sangre periférica se utiliza ampliamente en la epidemiologia molecular
y citogenética para evaluar la presencia y el grado de dafio cromosomico,
detectando indirectamente rotura o pérdida cromosomica en poblaciones humanas
expuestas a agentes genotoxicos (Fenech et al. 1999). Actualmente se encuentra
en gran auge dada su utilizacion en lineas de investigacion sobre mutagénesis,
para conocer, in vitro, el efecto genotéxico de una amplia gama de agentes
quimicos tanto a nivel ambiental (plaguicidas y pesticidas), como en el ambito
sanitario (drogas citostaticas en tratamientos antitumorales) (Fenech et al. 2001).



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

El formaldehido esta considerado como un factor de riesgo laboral de tipo quimico
cuya agresion puede producir una enfermedad profesional. Segun la Ley Orgéanica
de prevencion, Condiciones y Medio Ambiente de Trabajo (1986), la enfermedad
profesional se define como "el estado patologico contraido con ocasion del trabajo
0 exposicién al medio en el que el empleado se encuentra obligado a trabajar; y
aguellos estados patologicos imputables a la accion de agentes quimicos, agentes
biol6gicos, factores psicolégicos y emocionales que se manifiestan por una lesion
organica, trastornos enzimaticos o0 bioquimicos, trastornos funcionales o
desequilibrio mental, temporales o permanentes, contraidos en el ambiente de
trabajo” (Moret 1990).

Publicaciones realizadas sobre la toxicidad del formaldehido confirman las
propiedades irritantes de la exposicion a este aldehido en los humanos y
animales, y opinan sobre los efectos toxicos que probablemente se relacionan a
las propiedades irritantes de este quimico. En estudios realizados en Estados
Unidos, el Programa Nacional de Toxicologia (NTP), en su Quinto Informe del
Anuario sobre los Carcinégenos, encontrdé al formaldehido como una sustancia
que “tiene riesgos para ser razonablemente cancerigena”. La Administracion de
Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA), en el afio de 1993, consideran al
formaldehido como un agente carcindgeno. “La Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) concluyé que la citotéxicidad y genotoxicidad del
formaldehido tienen papeles importantes en la carcinogénesis de los tejidos
nasales. Por lo tanto, basado fundamentalmente en datos obtenidos de estudios
en animales, se considera que el formaldehido representan un peligro
carcinogénico para los seres humanos (Liteplo y Meek 2003), clasificandolo asi
como un agente carcinégeno humano del grupo 1 (IARC 2006)”".

El formaldehido es considerado como un potente irritante respiratorio y conjuntival
ya que su inhalacién induce a la respuesta inflamatoria, incluyendo una gran
variedad de signos y sintomas alérgicos (Hendrick et al. 1982, Krakowiak et al.
1998, Godish, 1990, Casset et al. 2006). En el caso de exposiciones prolongadas,
el formaldehido se ha relacionado con un aumento del riesgo de carcinomas de
células escamosas de las cavidades nasales de animales y cancer nasofaringeo
en humanos, actuando como una sustancia genotoxica, a través de la formacion
de enlaces cruzados de ADN-proteina (Casanova et al. 1994). El grado de
entrecruzamientos se ha propuesto como una de las causas de efectos
mutagénicos y es, por tanto, un biomarcador de dafio genotéxico causado por
intoxicacién al formaldehido (Shaham et al. 2003).
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En 1984, la EPA. y la OSHA, estimaron que los grupos de mas riesgos a las
exposiciones y contacto con el formaldehido son: pat6logos, anatomistas,
histblogos, médicos forenses, estudiantes de Medicina y Enfermeria,
embalsamadores (aproximadamente 400.000 personas), con un riesgo de cancer
de 2000 casos por 10.000 personas (Council of Scientific Affairs 1989), lo que
coincide con algunos de los grupos motivo de esta investigacion: estudiantes de
medicina y enfermeria, médicos docentes, patdlogos y laboratoristas.

La exposicion al formaldehido en los trabajadores (patélogos/anatomistas) se
produce principalmente a través de la inhalacion de su forma gaseosa (Liteplo y
Meek 2003), o a través de la absorcidén en su forma liquida. Los efectos causados
por el formaldehido son bien conocidos y difieren en funcién de la duracion de la
exposicion. La ruta de absorcion cutanea puede dar lugar a irritacion de la piel y
alergias de contacto (Bracamonte et al. 1995). La inhalacion de gases de
formaldehido puede provocar irritacion sensorial de las vias aéreas respiratorias,
mucosas Yy algunos tejidos (0jos, nariz y garganta) (Bender et al. 1983, Kulle et al.
1987, Weber-Tschopp et al. 1977).

Una de las pruebas que se ha utilizado para evaluar el efecto genotoxico del
formaldehido en seres humanos es el ensayo de micronucleos en células de
mucosa nasal y bucal. Este enfoque se considera de gran relevancia ya que estos
tejidos son los posibles 6rganos diana del formaldehido, y los microndcleos son un
indicador sensible de la accion mutagénica de este. Los estudios publicados
indican que la inhalaciéon de formaldehido conduce a un aumento de las
frecuencias de micronucleos en células nasales y/o en células de la mucosa
bucal. Sobre la base de los datos disponibles, ain no es posible extraer
conclusiones significativas sobre la genotoxicidad del formaldehido en los seres
humanos (Speit et al. 2006).

Por lo tanto, este estudio buscé comprobar los posibles efectos citotdxicos y/o
genotdxicos, que produce el formaldehido en humanos mediante la utilizacién de
protocolos estandarizados y un adecuado analisis estadistico.

Por lo antes expuesto, en esta investigacion se respondié el siguiente interrogante:

¢La exposicion al formaldehido, produce efecto citotoxico y genotoxico en
linfocitos de sangre periférica de personas que laboran en Anfiteatros de Anatomia
Humana y en centros hospitalarios donde se procesan muestras patoldgicas, en la
ciudad de Popayan?
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Debido a la problemética planteada anteriormente, en este estudio se sometieron
a prueba las siguientes hipétesis:

Si la exposicion al formaldehido tiene efecto citotoxico, se espera que el indice
Mitdtico sea menor en los linfocitos de personas expuestas, respecto de las no
expuestas (referente); de lo contrario, la frecuencia sera igual o incluso mayor.

Si la exposiciéon al formaldehido tiene efecto genotoxico, se espera que la
frecuencia de Alteraciones CromosOmicas y de Micronucleos sea mayor en los
linfocitos de personas expuestas, respecto de las no expuestas (referente); de lo
contrario, la frecuencia seré igual o incluso menor.
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2. JUSTIFICACION

El formaldehido es un compuesto quimico que irrita el sistema respiratorio superior
igualmente afecta los o0jos. Segun Coleman (1995) los riesgos para los
trabajadores que estan en contacto con formaldehido son elevados: la exposicion
aguda causa envenenamiento y puede ser letal si se exceden las 100 partes de
formaldehido por cada millén de partes de aire (100 ppm). Principalmente afecta a
personas sensibles o que padezcan afecciones como asma y rinitis, en cuyo caso
puede agravar los ataques o los sintomas; por otro lado, provoca sensibilizacién
tanto al mismo formaldehido como frente a otras sustancias quimicas (Coleman
1995).

Estudios realizados por la Organizacion Mundial de Salud (2002), demuestran que
la inhalacién del formaldehido por animales de laboratorio, provoca efectos
degenerativos no neoplasicos en ratones y monos y tumores nasales en ratas. El
formaldehido administrado por inhalacién o mediante sonda a ratas, in vivo, indujo
anomalias cromosOmicas en las células pulmonares y la formacion de
micronudcleos en la mucosa gastrointestinal (WHO 2002).

A largo plazo, la exposicion al formaldehido esta estrechamente asociado con
efectos adversos para la salud que van desde irritacion e inflamacién
(Alexandersson y Hedenstierna 1988, Kane y Alarie 1977) hasta carcinomas de
células escamosas en las cavidades nasales (Kerns et al. 1983), en funcion de la
concentracion y duracion de la exposicion. La evaluacion de los datos disponibles
indican que el formaldehido es genotdxico in vitro (Merk y Speit 2002), aunque es
débilmente genotéxico en ensayos in vivo (Speit et al. 2007). El efecto
cancerigeno del formaldehido es causado por la proliferacion de las células
regenerativas asociadas a su citotoxicidad, lo que aumenta el numero de
repeticiones de ADN y por lo tanto aumenta la probabilidad de enlaces cruzados
de ADN-proteina iniciado por los errores en la replicacion (Liteplo y Meek 2003,
Speit et al. 2000).

En general, se supone que la alteraciéon primaria del ADN, después de la
exposicion al formaldehido, son enlaces cruzados de ADN-proteina. (Heck et al.
2004). Estos enlaces cruzados pueden detener la replicacién del ADN y conducir a
la induccion de otros efectos genotdxicos, como intercambios de croméatidas
hermanas (SCE) en células proliferantes (Merk et al. 1998). La incompleta
reparacion de los enlaces cruzados puede conducir a la formacion de mutaciones
(Barrer et al. 2005). Parece que los criterios de valoracién genética mas sensibles
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para la deteccion de la mutagenicidad por formaldehido, son alteraciones
cromosomicas y micronucleos (Speit et al. 2006).

Los estudios epidemiolégicos de trabajadores de la industria, embalsamadores,
patélogos y anatomistas han asociado con la exposicion a formaldehido elevados
riesgos de cancer en diversos 6rganos, incluyendo cavidades nasales (Blair et al.
1990, Luce et al. 2002, Coggon et al. 2003), nasofaringe (Blair et al. 1990, Coggon
et al. 2003, Blair et al. 1986, Partanen 1993, Hildesheim et al. 2001, Hauptmann et
al. 2004), pulmén (Coggon et al. 2003, Bertazzi et al. 1986, Gardner et al. 1993,
Stone et al. 2001), cerebro (Coggon et al. 2003, Walrath et al. 1984, Hayes et al.
1990), pancreas (Collins et al. 2001, Walrath et al. 1984), prostata, colon (Walrath
et al. 1984, Hayes et al. 1990). EI mayor dafio cromosémico (en particular la
pérdida de cromosomas), en los linfocitos periféricos de patdlogos/anatomistas,
hace hincapié en la necesidad de desarrollar programas de seguridad.

En definitiva, el Grupo Federal de Formaldehido (1982) llegd a la conclusion de
gue existen experimentos que demuestran la mutagenicidad y carcinogenicidad
del formaldehido en condiciones de laboratorio?.

Por consiguiente, tomando como base los datos obtenidos en estudios de
laboratorio, se considera que la exposicién al formaldehido en condiciones que
inducen citotoxicidad y proliferacidn regenerativa sostenida, representa un peligro
carcinogénico para las personas (WHO 2002).

Estas consideraciones alertan sobre los efectos téxicos y el riesgo cancerigeno
gue pueden afectar a todas aquellas personas que de alguna manera se exponen
o tienen contacto con el formaldehido, en sus ambientes laborales.

Dado lo anterior, el estudio es importante porque: por un lado, no ha sido realizado
en la poblacion caucana bajo las condiciones ambientales y genéticas particulares
y por otro, porque permite conocer los efectos citotoxicos y genotoxicos
producidos por la exposicion al formaldehido mediante los Biomarcadores de
indice Mitotico, Alteraciones Cromosomicas y Micronicleos. Por medio de la
divulgaciéon de los resultados obtenidos, se busca concientizar a las empresas
encargadas y a las personas sobre los efectos que a corto o largo plazo pueda
ocasionarles esta exposicion, igualmente para que se tomen las medidas

! REPORT OF THE FEDERAL PANEL ON FORMALDEHYDE. Environmental Health
Perspectives. Vol. 43, 1982; p. 139-168.
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preventivas en cuanto a una buena adecuacion de los diferentes sitios de trabajo
como los anfiteatros de anatomia humana utilizados para la docencia y los
hospitales donde se procesen muestras patoldgicas.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto citotéxico y genotéxico inducido por la exposicion
ocupacional al formaldehido, mediante la utilizacion de los Biomarcadores
indice Mitotico (IM), Alteraciones Cromosomicas (AC) y Microntcleos (MNS)
en linfocitos de sangre periférica, cultivados in Vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar el efecto citotoxico inducido por la exposicion ocupacional al
formaldehido, mediante la prueba de Indice Mitético.

e Determinar el efecto genotéxico inducido por la exposicién ocupacional
al formaldehido, mediante las pruebas de Alteraciones Cromosémicas y
Micronucleos.

o Establecer la asociacion entre las caracteristicas ambientales de los
sitios de trabajo y los Biomarcadores Indice Mit6tico (IM), Alteraciones
Cromosomicas (AC) y Micronucleos (MNs).
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4. MARCO TEORICO

4.1 FORMALDEHIDO

El nombre tradicional del formaldehido proviene de formica, que significa hormiga
en latin. Segun la nomenclatura sisteméatica de la IUPAC se denomina metanal,
también es conocido como formalina, formol y aldehido férmico, es el primer
miembro de las series de los aldehidos alifaticos. Esta compuesto de carbono,
hidrogeno y oxigeno de formula molecular CH20 (Ullmann’s 1986).

Figura 1. Estructura quimica del formaldehido

El formaldehido fue descubierto en 1867 por el quimico aleman August Wilhelm
von Hofmann. Se obtiene por oxidacion catalitica del alcohol metilico. A
temperatura normal es un gas incoloro de un olor penetrante, sofocante y muy
irritante para las mucosas de los 0jos, nariz y garganta (Ullmann’s 1986). Su olor
es detectado y/o reconocido por la mayoria de los seres humanos en
concentraciones por debajo de 1 ppm (Arts et al. 2006). EI umbral de olor para el
formaldehido se encuentra entre 0,04 y 0,4 ppm (Van Gemert 2003).

Es un gas muy volatil, altamente reactivo, combustible, de moléculas pequefas,
poco liposoluble, de hidrosolubilidad infinita, o que le permite acumularse en
aguellos tejidos ricos en agua como el globo ocular (retina), pulmones y el sistema
nervioso (Austin 1995). Otras propiedades fisico-quimicas se resumen en el
Cuadro 1.
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Cuadro 1. Propiedades fisico-quimicas del formaldehido

DATOS FiSICO-QUIMICOS BASICOS

Formula empirica Masa molecular

CH20 relativa 30,03 UMA

Densidad: 0,8153 g/cm3 Densidad relativa
(liquido a -20°C) del gas 1,04
Punto de -19,2°C (sustancia
ebullicion pura) Punto de fusidn -92,0-118,0°C
Punto de 32-61°C (solucién | Temperatura de 300-430°C
inflamacion acuosa) ignicion (solucién acuosa)

Tomado de: Encyclopedia of Industrial Chemistry 1986.

4.1.1 Metabolismo Intermediario. El formaldehido es un producto de la
oxidacion del alcohol metilico o metanol:

% 02
HCH.OH——— > HCHO + H20

Es un gas altamente soluble en agua que, al ser inhalado, reacciona rapidamente
en el lugar de contacto, mas del 90% del gas inhalado se absorbe en el tracto
respiratorio superior (Heck et al. 1985), aunque pequeiias cantidades pueden
penetrar en los pulmones. El aldehido, una vez inhalado, se metaboliza
fundamentalmente en el higado y en la sangre a acido férmico (HCOOH), por la
accion de la enzima formaldehido deshidrogenasa”. (Moret 1990), esta es una de
las principales enzimas metabdlicas implicadas en el metabolismo del
formaldehido, su actividad también ha sido encontrada en una serie de tejidos, por
ejemplo, vias respiratorias, higado, rifidn, cerebro y musculo (Keller et al. 1990), lo
que sugiere que el formaldehido sufre el metabolismo en todo el cuerpo.

% 02
HCHO —— > HCOOH

Formaldehido
deshidogenasa

En los tejidos respiratorios el formaldehido se une rapidamente y de forma
reversible al sustrato glutation reducido para formar el aducto S-
hidroximetilglutation. Este es oxidado por formaldehido deshidrogenasa para
formar S-formilglutation, que luego es hidrolizado a formato y glutation (Heck y
Keller 1988). La presencia de formaldehido deshidrogenasa y sustrato glutation
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reducido en la capas epiteliales de la cavidad nasal proporcionan una barrera a la
inhalacién de formaldehido en bajas concentraciones, por lo tanto desempefian un
papel importante en la defensa contra la toxicidad de formaldehido (Casanova et
al. 1984).

Después de la oxidacion del formaldehido a formato, el atomo de carbono es aun
més oxidado a dioxido de carbono y una pequefia fraccion se elimina por la orina.
Si el formaldehido no es metabolizado por la formaldehido deshidrogenasa, puede
Interactuar con macromoléculas biol6gicas como ADN, ARN vy proteinas (Carrasco
2002)

El formaldehido, a su vez, puede seguir diversos caminos metabdlicos, (Figura 2)
como:

e Ser oxidado a dioxido de carbono y agua (Clark et al. 1983)
e Ser eliminado por la orina como sal sodica (NaHCOO)
e Entrar en el metabolismo de los compuestos de 1C (Gottschling et al. 1984)

Figura 2. Metabolismo del formaldehido

Proteins and Nucleic Acids - One carbon metabolism

Formaldehyde # Formic Acid—» CO,
+ H:0

Urine as Sodium Salt

(Fuente: The Formaldehyde Metabolic Detoxification Enzyme Systems and Molecular Cytotoxic
Mechanism in Isolated Rat Hepatocytes, 2001)

El formaldehido es un metabolito normal en el hombre, que, dependiendo de la
concentracion, puede reaccionar con muchas sustancias quimicas de la célula y
deprimir sus funciones y causar la muerte (Dreisbach 1989). Este es
guimicamente mas activo que cualquiera de sus metabolitos y, por lo tanto, parece
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ser la sustancia quimica de mayor preocupacion para la carcinogenicidad (Report
of the Federal Panel on Formaldehyde 1982)

4.1.2 Usos y Aplicaciones. El formaldehido es una sustancia natural, puede
encontrarse en el medio a niveles bajos y como tal, no es peligrosa. Se halla en la
mayor parte de las formas de vida: seres humanos, animales, plantas, etc. Las
células que funcionan normalmente producen y utilizan el formaldehido. Hasta se
puede encontrar formaldehido en el espacio exterior. Los humanos lo respiran y lo
comen diariamente (Grupo Sectorial FormaCare 2004)

El formaldehido se encuentra en muchos productos alimenticios, tales como fruta,
carne y verduras (Cuadro 2):

Cuadro 2. Concentracién en ppm de formaldehido en algunos productos.

Concentracioén Concentracioén

Producto ppm* Producto ppm*
Pescado ahumado 1000 Carotte 8
Crustaceos hasta 98 Coca-cola 7
Pera 60 Zanahoria 6
Cerdo 20 Espinacas 5
Manzana 20 Leche 1

Cebolla 20 Cerveza 0.7

(Fuente: OMS — Criterios Sanitarios Medioambientales, 1989)

*ppm: unidad de concentracion frecuentemente utilizada para medir niveles de polucién en el aire,
agua, fluidos corporales, etc. Un ppm es 1 parte en 1.000.000 de partes. Las unidades usuales
mg/litro 6 mg/kg son equivalentes a ppm. Esta es una manera de expresar concentraciones muy
diluidas de sustancias. Asi como por ciento significa por cada cien, partes por millén o ppm
significa por cada millon.

También es uno de los quimicos organicos mas importantes utilizado hoy en dia
en una gran cantidad de actividades y aplicaciones. Se usa como desinfectante,
antiséptico, en la preservacion y conservacion de cadaveres y tejidos organicos
(Smeddey 1996).

Otro uso es la fabricacion de textiles libres de arrugas. En éstas, el contenido en
metanal libre podia alcanzar hasta el 2% del peso total del textil. Actualmente se
ha bajado el contenido y si supera el 0,15% este debe ser declarado en la etiqueta
con la recomendacion de lavar la prenda antes de usarla. Aun se utiliza como
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conservante en la formulacion de algunos cosméticos y productos de higiene
personal como champues. Ademas se usa en sintesis organica, para producir
abonos, papel, madera contrachapada, resinas de urea-formaldehido, colorantes y
explosivos, entre otros usos (Jensen y Bach 1992).

4.1.3 Toxicidad del Formaldehido. La exposicion al formaldehido exdégeno en
concentraciones relativamente bajas, se ha asociado con una serie de efectos
biolégicos en los seres humanos, tales como la sensibilizacion de la piel (Fisher
1986), y los ojos y la irritacién de las vias respiratorias superiores (Witek et al.
1987). La exposicion al formaldehido ha sido asociada con cancer nasal (Hayes et
al. 1986, Olson et al. 1986), cancer nasofaringeo (Roush et al. 1987, Vaughan et
al. 1987, Blair et al. 1987), cancer bucal (Stayner et al. 1988) y leucemia (Hayes et
al. 1990, Walrath et al. 1984). Aunque estudios en animales sobre el potencial
genotoxico del formaldehido no generé resultados definitivos (Dallas et al. 1992,
Migliore et al. 1989), se ha demostrado claramente que tiene propiedades
genotoxicas en el sitio de contacto (Speit et al. 2006).

En el caso de exposiciones prolongadas, el formaldehido se ha relacionado con un
aumento del riesgo de carcinomas de células escamosas de las cavidades
nasales de animales y céncer nasofaringeo en humanos, actuando como una
sustancia genotéxica (Casanova et al. 1994). Cuando el formaldehido llega al ADN
nuclear, forma enlaces cruzados de ADN-proteina, la reparacion incompleta de los
entrecruzamientos puede dar lugar a la formacion de mutaciones (Barker et al.
2005), en particular, mutaciones cromosémicas y micronucleos (MN) en células
proliferantes. Por esta razon, se ha clasificado como un cancerigeno humano
(Grupo 1) por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Céancer,
desde junio de 2004 (IARC, 2004).

El caracter toxico del formaldehido, sumado al uso inadecuado, sin las correctas
medidas de prevencién y seguridad laboral, provocan intoxicaciones quimicas en
quienes trabajan en las salas de diseccion, laboratorios de docencia e
investigacion, clinicas, hospitales, morgues, funerarias, fabricas, industrias, etc.
(Walrath 1984, Stroup 1986, Chia 1992, Kilburn 1993, 1994, Collins y Acquavella
1997). Estas intoxicaciones se pueden manifestar desde simples irritaciones de
mucosas, lagrimeo, prurito hasta severos dafios como: alteraciones neuroldgicas
irreversibles, cancer nasal, pulmonar y cerebral, que provocan incapacidad o la
muerte de la persona expuesta (Rosen y Andersson 1990, McLaughlin 1994,
Hansen 1995, Marsh 1996).
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Las intoxicaciones quimicas, van a depender de: la dosis, la concentracion, las
vias de absorcién (respiratoria y digestiva) y el tiempo de exposicion (McLaughlin
1994, Wantke et al. 1996). Estas pueden ser agudas o crénicas.

Las intoxicaciones agudas ocurren generalmente por accidentes, negligencia o por
la falta de conocimiento en la manipulacion del quimico; las manifestaciones
clinicas determinadas por la exposicion al formaldehido dependen, por lo general,
de concentraciones elevadas del compuesto, y los sintomas son inmediatos y
severos. En los casos graves, la muerte ocurre generalmente dentro de las 10
primeras horas de exposicion al aldehido, en otros casos la recuperacion es rapida
y de buen prondstico (Russo 2003).

Entre los sintomas y signos de intoxicacion estan: fuerte olor de formaldehido en
el aire expirado y en la orina, sensacion de nauseas, vomitos, vértigo, molestias
epigastricas, diarrea, cefalea, vision borrosa, taquicardia, depresion del Sistema
Nervioso Central, piel sudorosa, fria y cianética, edema pulmonar, disnea,
neumonia secundaria, convulsiones, dafio renal, hematuria, anuria y en casos
extremos puede haber un colapso cardiovascular, shock secundario, acidosis
metabolica, coma e incluso la muerte. Si el paciente muestra mejoria de sus
sintomas en las primeras 48 horas, el pronéstico es bueno. La evolucién puede
llevar al intoxicado a la muerte 0 a una recuperacion total o parcial, de la cual
quedarian secuelas o lesiones persistentes (Moret 1990, Ladrén de Guevara y
Moya 1995).

Las intoxicaciones cronicas, son consecuentes a la inhalacion, exposicion y
contacto por un largo periodo de tiempo con el formaldehido, es decir, una
exposicion ocupacional cronica; a veces estas inhalaciones, exposiciones vy
contactos son insuficientes para presentar evidentes trastornos toxicos, pero por
acumulacion del quimico dentro del organismo, en érganos o tejidos especificos o
por suma de efectos lesivos, con el transcurso del tiempo llevan a estados
patologicos severos (Hardmann 1996).

En las intoxicaciones cronicas, como las personas estan habitualmente expuestas
0 en contacto con el toxico, toleran mayores concentraciones que superan los
maximos permisibles por la resistencia a la accion irritante de los vapores y la
perdida progresiva de la olfaccion (anosmia). Estas son las mas frecuentes y
también las mas peligrosas, ya que pueden ser asintomaticas o presentar
afecciones sutiles, casi imperceptibles con cuadros clinicos difusos, suaves, poco
claros que se pueden confundir con diversas enfermedades, dificultando su
diagnéstico y tratamiento. Ellas van evolucionando progresivamente, causando
dafios muy graves a veces irreversibles e irreparables que pueden causar
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incapacidad, invalidez y la muerte (Koppel 1995, Lohmann 1996, Guevara 1997,
Write y Proctor 1997).

Por lo tanto, la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC), la
Conferencia Americana de Higienistas Industriales Gubernamentales (ACGIH), el
Centro de Salud Ambiental (EHC) y la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA),
establecieron que el nivel permisible de exposiciéon al formaldehido es de 0.5 a 1
ppm en una exposicion de 8 horas diarias, cinco dias a la semana (Coleman 1995,
National Safety Council 1997).

4.2 PRUEBAS CITOTOXICAS

Estas pruebas permiten detectar dafios a nivel celular, expresados como cambios
en su forma normal, bloqueo de los mecanismos de reparacion y alteraciones en
la cinética del ciclo celular, que se producen cuando un agente fisico, quimico o
biolégico interactda con la célula.

4.3 PRUEBAS GENOTOXICAS

Son pruebas que permiten detectar dafios a nivel del ADN ocasionados por
agentes quimicos que interactian con este, produciendo cambios en su
estructura, manifestados como alteraciones cromosomicas, microndcleos etc. y en
casos extremos produciendo la muerte celular (apoptosis).

Tanto los mutdgenos como los agentes carcinogenéticos o teratogenéticos estan
estrechamente relacionados por su accion directa sobre los cromosomas. La
capacidad que poseen de fracturar al cromosoma se denomina clastogénesis, un
término propuesto por la genetista Margery Shaw (Shaw 1970), quien empleé la
raiz griega “clastos” que significa fracturar o romper, para crear este término cuya
aceptacion es ahora universal en los medios especializados.

4.3.1 PRUEBA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Alteraciones cromosémicas en los linfocitos de sangre periférica se han utilizado
durante décadas para la vigilancia de individuos sanos expuestos a conocidos o
potenciales, mutagenos y cancerigenos (Carrano et al. 1988), siendo estas
caracteristicas de las células neoplasicas (Yunis 1983, Mitelman 2000). Aunque
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las alteraciones cromosOmicas especificas detectadas en los tumores son
generados durante la carcinogénesis, se ha planteado la hipétesis de que la
frecuencia de alteraciones cromosomicas en linfocitos de sangre periférica de
individuos sanos representa un marcador de susceptibilidad al cancer, sobre la
base de que el concepto de dafio genético en linfocitos de sangre periférica refleja
dafios similares en diferentes células diana en la carcinogénesis (Carrano et al.
1988, Aitio et al. 1988).

Esta hipétesis se ha visto reforzada por hallazgos de los estudios de cohorte
prospectivos en los paises nordicos (Dinamarca, Finlandia, Noruega y Suecia) y
en ltalia, Europa, Republica Checa, y Taiwan que han validado alteraciones
cromosomicas como predictores de riesgo de cancer, para apoyar su uso en
poblaciones expuestas a agentes genotoxicos (Hagmar et al. 1994, Bonassi et al.
1995, Liou et al. 1999, Rossner et al. 2005, Hagmar et al. 1998).

Las alteraciones cromdsomicas son cambios irreversibles originados en el material
genético, clasificadas como un biomarcador de efecto muy importante y
ampliamente utilizado en los estudios de poblaciones y ha mostrado buena
correlacion para muchos quimicos hacia la induccién de dafios en el ADN
detectables a nivel microscépico. Las alteraciones cromdsomicas pueden ser la
causa de diferentes problemas de salud, como cancer, problemas reproductivos,
defectos genéticos transmisibles y no transmisibles, abortos, problemas de
esterilidad y otras enfermedades genéticas (Carrano AV, Heddle JA. 1973,
Albertine et al. 2000).

La ventaja de esta prueba reside en la posibilidad de evaluar dafios a nivel
genético (inducidos en linfocitos de sangre periférica), no reparados, acumulados
durante varios afios de exposicion y expresados luego de sucederse una primera
division in vitro (Evans HJ. 1982)

Las alteraciones cromosomicas pueden clasificarse en dos grandes grupos de
acuerdo a si el numero total de cromosomas difiere de la dotacion cromosémica
diploide (anomalias numéricas) o bien la morfologia normal de uno o mas
cromosomas ha sido afectada (anomalias estructurales) (Martinez W y Folle G
2005).

¢ Alteraciones numéricas. Se originan por la no disyuncion de los
cromosomas durante la division celular (ganancia o pérdida de cromosomas). La
alteracion en el numero normal de cromosomas de una especie determinada se
denomina heteroploidia. Cuando la alteracion numérica implica cambio en sélo
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una parte de la dotacion, pudiendo encontrar adiciones de algin cromosoma
(como el sindrome de Down con un cromosoma adicional en el 21), o pérdida de
algun cromosoma, las células se denominan aneuploides. Por el contrario, cuando
la alteracion numérica implica cambios en toda la dotacion cromosomica, pudiendo
tener organismo triploides, diploides, hexaploides, etc., se habla de dotaciones
cromosomicas euploides (Martinez W y Folle G 2005).

¢ Alteraciones estructurales. Se presentan por dafios en la estructura
cromosomica los cuales, pueden causar la muerte celular o mantenerse estables a
través de la division celular. Estas alteraciones pueden clasificarse en:
alteraciones de tipo cromosomico, (donde las dos cromatidas estan implicadas en
el dafio), y alteraciones de tipo cromatidico (donde estd comprendida una sola
cromatida de uno o de varios cromosomas). (Bianchi et al. 1982).

Las alteraciones de tipo cromosdomico y de tipo cromatidico difieren entre si
morfolégicamente y presentan diferentes mecanismos de formacion (Hagmar et al.
2004), dependiendo del agente genotoxico o mezcla de los agentes que actian
sobre el ciclo celular, ya sea como S-dependientes 0 S-independientes. Asi, la
mayoria de la radiacién ionizante produce alteraciones de tipo cromosémico y
muchos mutagenos quimicos pueden producir alteraciones de tipo de cromatidico
(Boffetta et al. 2006).

4.3.2 PRUEBA DE MICRONUCLEOS

Entre los bioensayos utilizados para evaluar los efectos ambientales, genéticos y
factores de estilo de vida sobre la estabilidad genémica en el ser humano, el
ensayo de micronucleos ha ganado cada vez mas atencion, y un numero creciente
de estudios han sido publicados (Randa et al. 2006). La ventaja clave del ensayo
de micronucleos comparado con otros ensayos citogenéticos, es la velocidad y la
facilidad de analisis, la no exigencia de células en metafase, y la confiable
identificacion de las células que han completado sélo una divisién nuclear, ademas
de su capacidad para detectar eventos clastogénicos y aneugeénicos (Mateuca et
al. 2006).

La frecuencia de micronucleos en linfocitos de sangre periférica es ampliamente
utilizada como biomarcador de dafio cromosémico y de inestabilidad del genoma
en poblaciones humanas. La medicion de la frecuencia de micronucleos en
linfocitos de sangre periférica se utiliza ampliamente en la epidemiologia molecular
y citogenética para evaluar la presencia y el grado de dafio cromosOmico en
poblaciones humanas expuestas a agentes genotdéxicos o que lleven un
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susceptible perfil genético (Fenech et al. 1999), proporcionando evidencia
preliminar de que la frecuencia de micronlicleos en sangre periférica es un
biomarcador de prediccion de riesgo de cancer en una poblacion de sujetos sanos.

Por lo tanto, la alta fiabilidad y bajo costo de la técnica, ha contribuido al éxito
mundial y a la aprobacién de este biomarcador tanto in vivo como in vitro, en los
estudios de dafio en el genoma (Bonassi et al. 2005).

La formacién de microndcleos en la division celular es el resultado de la ruptura de
cromosomas debido a la no reparacion de lesiones en el ADN, o a una mal
segregacion cromosomica. Estos eventos pueden ser inducidas por el estrés
oxidativo, la exposicibn a agentes clastogénicos y aneugénicos (Kimura et al.
2004, Fenech et al. 2000, Rajagopalan et al. 2004, MacGregor 1990, Crott et al.
2001, Bonassi et al. 2005), errores durante la replicacion y posterior division del
ADN, produciendo pérdida cromosomica y haciendo que el reparto del material
genético no sea equitativo. Cuando esto ocurre, el material genético que se
desprende y que, por tanto, queda excluido, origina un nuevo ndcleo de menor
tamafio que el primario, denominado “micronucleo” (MN) (Figura 3). Los
micronucleos son pequefias masas de cromatina con la apariencia de un nucleo
pequefio (Schmid, 1975), que aparecen en el citoplasma de la célula interfasica,
visible facilmente al microscopio 6ptico (Fenech et al. 1999). ElI material genético
desprendido puede derivar de cromosomas enteros o, mas frecuentemente, de
fragmentos cromosémicos acéntricos que quedan excluidos de los nucleos de las
nuevas células durante la anafase.

Figura 3. (a) Célula binucleada con 3 micronucleos. (b) Célula binucleada con 1
micronucleo

Va

(@) ' w (b)

(Fuente: The cytogenetic assay as a measure of genetic instability induced by genotoxic agents).

El uso de la técnica del recuento de MN como medida de dafio cromosémico
sobre cultivos de linfocitos humanos fue propuesta por primera vez por
Countryman y Heddle en 1976, cuyo Unico requisito era la eleccion de tipos
celulares con gran actividad mitética (Countryman PI, Heddle JA. 1976). Mas
tarde, en 1985, el ensayo de genotdxicidad fue mejorado por Fenech y Morley,

26


http://www2.udec.cl/~digentox/glosario/cromatina.html

consiguiendo frenar el proceso de division celular cuando la célula sélo hubiese
sufrido una division mitética, para ello desarrollaron la técnica del bloqueo de la
citocinesis cuyo fundamento es la utilizacion de un agente quimico denominado
citocalasina-B cuya funcién es impedir la citocinesis celular (Fenech M, Morley A.
1985) (Figura 4).

Figura 4. Formacion de micronucleos con citocalasina B
-

Mitosls . % Anafase
milbéitic a

Con cltocalasina -B Sin cltocalasing -B

Células Mononucleacdas

Célula Binucleada

(Fuente: The cytogenetic assay as a measure of genetic instability induced by genotoxic agents).

Formacién de micronucleos debido a la pérdida de un cromosoma y fragmentos cromosomicos de
tipo acrocéntrico en anafase mitética. El esquema muestra el bloqueo con Citocalasina B y la
consecuente obtencion de las células binucleadas, sin el cual se observarian células
mononucleadas con perdida cromosémica, siendo imposible diferenciar si se trata de células
madres o hijas.

. Citocalasina-B. Es una molécula aislada del hongo Helminthosporum
dematoideum, que inhibe la polimerizacién de actina, impidiendo la citocinesis al
imposibilitar la creacion del anillo contractil, constituido por microfilamentos de
actina y miosina, necesario para la particion celular en telofase mitética. Esta
molécula no afecta a las fibras del huso ni a la division del ndcleo, por lo que
origina células binucleadas y que han sufrido una sola division (Fenech M. 1993 -
2000).

. Criterios de Seleccion para registrar Micronucleos. Se han descrito
criterios de seleccion para reconocer tanto las células en las que se va a realizar el
recuento, como criterios para seleccionar los MN que presenten las caracteristicas
necesarias para ser reconocidos como tales y que el recuento realizado sea
confiable (Fenech M. et al. 2003) (Fenech M. 2000) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Criterios definidos por el Humn-Project para la seleccion de células
binucleadas y de micronucleos en cultivos de células humanas.

Criterios para células binucleadas

Criterios para micronucleos

El citoplasma debe distinguirse

El didmetro oscila entre 1/16 — 1/3 de la

claramente media del diametro del ndcleo principal
Membranas citoplasmatica y nuclear No refractarios
intactas

Nucleos con similar grado de
condensacion de la cromatina

Intensidad de tincion similar a lo
ndcleos principales o superiores

Igual tamafo, forma (ovalados) y patrén
de tincion

Forma similar a los ndcleos de la célula
binucleada

Pueden estar unidos por puentes
nucleoplasmaticos

No conectados con ninguno de los
nacleos de las células binucleadas

Pueden tocarse pero no solaparse

Ninguno de los nucleos debe
encontrarse en etapas de apoptosis

Pueden tocar los nucleos de las células
pero no sobre ellos

Fuente: The cytogenetic assay as a measure of genetic instability induced by genotoxic agents).
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5. ANTECEDENTES

El formaldehido fue preparado por primera vez por el quimico ruso A.M. Butlerov
en 1859 como el producto de una tentativa, al parecer poco afortunada, para
sintetizar el glicol metilenico por hidrolisis del diacetato de metileno.

August Wilhem V. Hofmann (1818-1892) quimico aleman, sintetizé el formaldehido
deliberadamente en 1868, por la reaccion del metanol y el aire en presencia de un
catalizador de platino. Con este descubrimiento se produce una innovacion en las
técnicas de fijacion de tejidos, tanto que hasta la fecha ha sido la base de la
conservacion vy fijacion de piezas anatdmicas tanto en las salas de diseccion en
Facultades de Medicina y Veterinaria, como en la preparacion de piezas para
estudios de histologia y en el sector funerario para embalsamamiento y
conservacion temporal de cadaveres (Complucad International S.A. 1997).

La primera evidencia de que el formaldehido puede representar un riesgo
cancerigeno para el hombre se obtuvo en octubre de 1979 de un experimento
llevado a cabo por Battelle Columbus Laboratories of the Industry Chemical
Institute of Toxicology (CIIT) (CIIT 1979).

Debido al caracter toxico del formaldehido, se han realizado diversos estudios
para determinar el efecto cancerigeno que trae consigo su utilizacion.

Los estudios encontrados se resumen en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Estudios realizados para evaluar el efecto toxico del formaldehido.

VIA DE
AUTOR EXPUESTOS EXPOSICION RESULTADOS
Instituto de
Toxicologia Quimica En ratas Inhalacion El formaldehido es capaz de inducir la
Industrial de Estados aparicion de carcinomas en la mucosa
Unidos (1979) nasal.
El formaldehido indujo un aumento en la
Migliore et al. (1989) En ratas Oral frecuencia de micronucleos en el
epitelio gastrointestinal.
En trabajadores del El contacto directo con el formaldehido,
Anfiteatro de determina la aparicion de signos y
Anatomia humana sintomas como irritacion de la
Olga J. Moret de Arcia | de la Universidad Inhalacion conjuntiva ocular y de la garganta,
(1990) de Los Andes sequedad de la piel y de la boca,
(Venezuela) engrosamiento de la piel e hipoalgesia.
El formaldehido indujo un aumento de
Kitaeva et al. (1990) En ratas Inhalacién las alteraciones cromosdmicas en
células de médula Osea.
El formaldehido indujo un aumento en la
Suruda et al. (1993) En Humanos Inhalacién frecuencia de micronucleos en:
linfocitos de sangre periférica, células
del epitelio bucal y nasal.
Monticello et al. El formaldehido inhalado induce
(1996) En ratas Inhalacién carcinomas de células escamosas de
Kamata et al. (1997) las cavidades nasales.
J.R. Lazutka et al. El formaldehido indujo alteraciones
(1999) En Humanos Inhalacién cromosomicas.
Dosis superiores a 2ml/l les provoco
estrés que ocasiond disminucion en la
Annia Gonzélez y V. En gallinas produccién de huevos y afecté el estado
M. Espinosa. ponedoras Ingestion de salud de las aves, presentaron
(2003) White Leghorn tristeza, somnolencia, cianosis con

edema en cresta y barbillas y se produjo

la muerte de dos aves.

30




La toxicidad del formaldehido genera

Teresa Russo de En trabajadores de: Inhalacién como patologias mas
Méndez (Venezuela, | Anfiteatros, morgue Frecuentes: respiratorias, neurolégicas,
2003) y funerarias dermatolégicas y oculares.
El formaldehido indujo enlaces
Shaham et al. (2003) En Humanos Inhalacién cruzados de ADN - proteinas
Carcinoma epidermoide de la cavidad
En ratas Inhalacion nasal
La Agencia Aumento de entrecruzamientos
Internacional para la proteinas-ADN en linfocitos de sangre
Investigacion sobre el En animales y In Vitro periférica de trabajadores expuestos y
Céancer (IARC) (2004) humanos en las vias aéreas superiores de monos
y en la mucosa nasal de ratas.
El formaldehido no condujo a un
aumento en la formacién de
Speit (Universidad de micronucleos en células bucales, por lo
Ulm, Alemania, 2005) En Humanos In Vitro tanto los efectos mutagenos de este son
poco probables de ocurrir en sangre
periférica.
El formaldehido indujo intercambio de
M. Zhao et al. (2005) En Humanos Inhalacién cromatidas hermanas y micronucleos en
mucosa nasal.
El formaldehido indujo una mayor
Botta et al. (2006) En Humanos Inhalacién frecuencia de micronucleos en linfocitos

de sangre periférica.

Mediante los estudios mencionados anteriormente, se ha demostrado que en
animales, el formaldehido produce efectos toxicos que los llevan incluso a la
muerte, en humanos se han comprobado los efectos sintomatolégicos que este
aldehido puede producir; en cuanto al efecto citotoxico y/o genotoxico, se han
realizado estudios que comprueban dicho efecto pero algunos de estos han sido
duramente criticados debido a que se han encontrado algunas inconsistencias
tanto en la metodologia como en el analisis estadistico de los datos. Por lo tanto,
este estudio buscé comprobar el posible efecto mediante la utilizacion de
protocolos estandarizados y un adecuado analisis estadistico.
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6. METODOLOGIA

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio post Facto u observacional, de tipo Transversal, realizado mediante
Monitoreo Genético

6.2 POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

Se realiz6 un monitoreo genético utilizando como Biomarcadores indice Mitético
(IM), Alteraciones Cromosémicas (AC) y Micronucleos (MN), para evaluar el efecto
citotdxico y genotdxico producido por la exposicion ocupacional al formaldehido
durante 1 afio 0 mas; éste estudio se realiz0 en personas que trabajan en
anfiteatros (docentes, monitores y estudiantes), y en hospitales (Patologos y
auxiliares) de la ciudad de Popayan.

6.3 SELECCION DE LA MUESTRA OBJETO DE ESTUDIO

Mediante una encuesta corta (Anexo A), se establecieron los parametros
necesarios para determinar si la poblacion objeto de estudio se encontraba
realmente expuesta y si cumplia con los criterios de inclusion o de exclusién
(Cuadro 5). Una vez realizado lo anterior, se seleccionaron las personas que
cumplieron con los parametros establecidos para el estudio; posterior ha esta
seleccion, se entregd una encuesta detallada con el objetivo de conocer
informacion personal como: edad, estilo de vida, estado de salud, historia
ocupacional y familiar, entre otras (Anexo C). Ademdas, a las personas
seleccionadas se les facilité un consentimiento informado que les permitié conocer
con detalle el objetivo, justificacién, metodologia y los posibles riesgos y beneficios
gue se pudieran presentar al participar de este estudio (Anexo D); de esta manera,
se seleccionaron las personas que voluntariamente estuvieron dispuestas a
participar. Finalmente, se les tomd la muestra de sangre para su posterior analisis.

Para el grupo referente, las personas debian tener caracteristicas similares a la
poblacion expuesta, como edad y sexo, ademas que cumplieran con los criterios
de exclusion.
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Cuadro 5. Criterios de Inclusion y Exclusion

CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION

Exposicion de 1 afio en adelante Fumadores

Enfermedades genéticas familiares

Exposicion al formaldehido de

, nsum r i V]
manera continua (al menos 5h a la Consumo de drogas psicoactivas

semana) Radiaciones como minimo, 5 meses antes

6.4 CULTIVO DE LINFOCITOS

A las personas seleccionadas para el estudio, se les tom6 una muestra de 2 a
4mL de sangre periférica. La sangre se tomo del brazo por personal capacitado y
con todas las medidas de bioseguridad. La sangre se procesé en la Unidad de
Toxicologia Genética y Citogenética mediante el protocolo de Morread y cols.
(1960), con algunas modificaciones para registrar indice Mit6tico y Alteraciones
Cromésomicas y mediante el protocolo de Fenech y Morley (1985), para registrar
Micronucleos.

Para la preparacion del Medio de cultivo RPMI 1640 simple: se pesaron 10.4 g de
RPMI — 1640 y se disolvieron en 800 ml de agua tridestilada, se adicion6 2 g de
NHCOs3 (Bicarbonato de Sodio) y se completé con 200 ml de agua tridestilada,
posteriormente se llevé a un pH entre 7.5y 7.20 con HCI 1N. Luego se adicion6 1
ml de antibiético a la concentracién final de: penicilina: 100 um, streptomicina: 100
um. Finalmente se esterilizé en filtro miliporo 0.22 um.

Para la preparacion del Medio de cultivo completo: se adicioné 50 ml de medio de
cultivo RPMI 1640 simple, 5 ml de Suero Fetal Bovino (10%), 0.5 ml de L-
Glutamina.

Para la siembra, en cada tubo se adicion6: 4.5 ml de medio completo, 0.5 ml de
sangre heparinizada y 0.1 ml de fitohemaglutinina, a una concentracién final de 10
pg/ml. Los tubos se llevaron a incubadora a una temperatura de 37°C, durante 48
horas para indice Mitético y Alteraciones Cromosomicas, y durante 72 horas para
Micronucleos.
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Después de 46 h de transcurrida la siembra, a la mitad de los tubos se les
adicion6 0.1 ml de Colcemid a una concertacion final de 0.1 pg/ml, y se llevaron
nuevamente a la incubadora hasta completar las 48 h.

Al resto de tubos, después de 44 h de transcurrida la siembra, se les adicioné 0.2
ml de Citocalacina B a una concertacion final de 6 pg/ml, y se llevaron
nuevamente a la incubadora hasta completar las 72 h.

Los procedimientos anteriores se realizaron bajo condiciones de completa
esterilidad, en camara de flujo laminar.

Para la prueba de Alteraciones Cromosomicas. Una vez completadas las 48 h,
los tubos se centrifugaron a 1000 rpm por 5 min., se removio el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 0.5 ml de este, se adicion6 6 ml de solucion
hipotonica y se llevaron a la incubadora por 20 min.

Después de transcurrido este tiempo, se agrego 1 ml de fijador Carnoy (3 metanol:
1 acido acético) y se dejo reposar por 1 min.

Se centrifugd a 1000 rpm por 5 min.,, se removid y se resuspendid el
sobrenadante, se agregaron 5 ml de fijador Carnoy y se llevaron a refrigeracion
por 20 min.

Posteriormente, se centrifugé y se removio el sobrenadante. Este proceso de
fijacion se repiti6 dos veces mas. Se hizo una dltima centrifugacion, se removio el
sobrenadante dejando una pequefia cantidad de fijador para realizar el goteo.

El goteo se realiz6 sobre una placa bien fria y humedecida con acido acético
(60%) a una altura adecuada para que las células se rompan y luego se secaron al
calor.

Finalmente se tifieron las placas con Giemsa al 2% - 5% por 2 a 4min y se lavaron
un par de segundos en agua de chorro, se dejaron secar para la observaciéon al
microscopio.
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Para la prueba de Micronucleos. Una vez completadas las 72 h, los tubos se
centrifugaron a 1000 rpm por 5 min., se removid el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 0.5 ml de este, se adiciond: 3 ml de solucion
hipoténica por 3 min. y 1 ml de fijador Carnoy (3 metanol : 1 acido acético), se
resuspendio, y se completo hasta 5 ml con el fijador.

Después de esta fijacion, se centrifugé a 1000 rpm por 5 min., se removié y se
resuspendio el sobrenadante, se realizaron dos fijaciones mas con 5 ml de
Carnoy, posteriormente, se realizé el goteo sobre una placa seca y bien fria a una
altura de 1 — 5 cms, para evitar que las células se rompieran.

Finalmente se tifleron las placas con Giemsa al 10% por 7min y se lavaron tres
veces en agua destilada, se dejaron secar para la observacion al microscopio.

Para el registro de alteraciones cromosomicas, se analizaron al menos 100
metafases en primer ciclo de division, por persona.

El registro de microndcleos se hizo solo en células binucleadas, donde se
analizaron 500 células por placa, para obtener un total de 2000 células por
individuo.

6.5 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

En este estudio se analizaron 25 personas expuestas y 25 personas no expuestas
o grupo referente. De cada persona se realizaron 4 cultivos (2 para AC y 2 para
MN), y de cada cultivo se obtuvieron 2 placas (Total: 8 placas por persona).

indice Mitético y Alteraciones Cromosomicas. En 4 placas de cada persona se
analizaron 2000 células para identificar el Indice Mitotico el cual se registro como
la fraccion que resulta de dividir el N° de metafases entre 2000 células, por cada
persona.

En las 4 placas se analizaron 200 metafases para el registro de Alteraciones
Cromosoémicas, en las cuales se identificaron rupturas cromatidicas, rupturas
cromosomicas y el total de alteraciones cromosomicas. El dato se reportd como el
ndmero promedio de alteraciones Cromosomicas / 200 células.

35



Micronucleos: En 4 placas de cada persona se analizaron 2000 células
binucleadas para identificar micronucleos, el cual se registré como: N° de Mn /
2000 células binucleadas, por cada persona.

El analisis de asociacion entre el factor de exposicién (expuesto, referente) y cada
una de las variables cualitativas que caracterizan a los grupos se hizo mediante la

prueba chi-cuadrado y? en tabla de contingencia. La comparacion de los grupos
(expuesto, referente), desde el punto de vista de las variables cuantitativas como
edad y tiempo de exposicion, se hizo con la prueba t.

Para el analisis de los Biomarcadores de Citotoxicidad (IM) y Genotoxicidad (AC y
MN); los datos se sometieron a prueba de normalidad, homogeneidad de varianza
e independencia y luego se compararon los grupos (expuestos vs. no expuestos)
mediante la prueba t (paramétrica).

Se hizo prueba de asociacion entre los biomarcadores (IM, AC y MN) versus el
tiempo de exposicion y la edad mediante prueba de correlacion y curva de mejor
ajuste.

Los analisis se realizaron con el programa estadistico SPSS version 14, con un
nivel de significancia maximo de 0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

En el cuadro 6 se observa que, desde el punto de vista del género y la edad, los
grupos (expuesto, referente) son semejantes, determinandose que entre estas no

hay diferencia estadisticamente significativa (p>0.05).

Cuadro 6. Caracteristicas de la Poblacion de Estudio

Variables Expuestos n (%) Referente n (%) P
Sujetos 25 25
Genero
Masculino 14 (56) 14 (56) 1,0002
Femenino 11 (44) 11 (44)
Edad (Rangos)
<21 9 (36) 9 (36)
22 - 37 8 (32) 8 (32) 0.319+@
> 38 8 (32) 8 (32)
Media + DE 30.40 + 11.881° 30.56 + 12.173°
a Prueba de chi-cuadrado y?
bPrueba t

En el cuadro 7 se resumen algunas de las caracteristicas ocupacionales, de
exposicion 'y ambientales correspondientes al grupo de individuos
ocupacionalmente expuestos al formaldehido.

En cuanto a la ocupacioén, los individuos expuestos son principalmente monitores
(32%), laboratoristas (28%) y estudiantes (24%) y en una menor proporcion se
encuentran meédicos docentes (8%) y patdlogos (8%). Para el tiempo de
exposicion, las personas del grupo expuesto, se distribuyen por igual (p>0.05)
entre los tres rangos establecidos (< 7, 8 — 30, 2 31 Horas—afio de exposicion), con
un promedio de 40.0064 + 52.12304 horas-afio. En general, las personas no
utilizan adecuadamente los implementos de proteccion y prevencion (64%). Cabe
resaltar que, ademas de la exposicion al formaldehido, un 12% de los individuos
se encuentran expuestos a otros quimicos (xilol, alcoholes).
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En cuanto a las caracteristicas medio ambientales, los sitios de trabajo tienen
camara de extraccion, aunque no presentan una adecuada ventilacion.

Cuadro 7. Caracteristicas Ocupacionales, de Exposicion y Ambientales del grupo
Expuesto

Expuestos

Variables n (%)
Ocupacién
Medico docente 2(8)
Laboratorista 7 (28)
Monitor 8 (32)
Estudiante 6 (24)
Patologo 2(8)
Horas—afio de exposicion *
<7 8 (32)
8-30 9 (36)
= 31 8 (32)
Implementos de proteccién y
prevencion
Si 9 (36)
No 16 (64)
Exposicién a otros quimicos
Si 3(12)
No 22 (88)
Ventilacion
Si 4 (16)
No 21 (84)
Camara de Extraccion
Si 16 (64)
No 9 (36)

* Horas-afio de exposicion, definido como el numero de horas diarias multiplicado por los
afos de exposicion al formaldehido?.

2 Sierra, H. et al, Polymorphims for chemical metabolizing genes and risk for cervical neoplasia.
Citado por ARBOLEDA, Yexania. Alteraciones en la Frecuencia de Aberraciones Cromosémicas
en Linfocitos de Jovenes Fumadores de Cigarrillo 2003.
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7.2 SIGNOS Y SINTOMAS

En el cuadro 8 se reportan los diferentes signos y sintomas identificados en el
grupo expuesto. Los mas representativos, desde el punto de vista de la frecuencia
relativa (%), son:

» Sighos y Sintomas Respiratorios: prurito nasal (60%), tos seca (60%) y ardor
de garganta (88%).

* Signos y Sintomas Dermatoldgicos: resequedad de la piel (60 %).
* Signos y Sintomas Oculares: lagrimeo (76%) e irritacion ocular (80%).

* Signos y Sintomas Neurolégicos: dolor de cabeza (68 %).

La exposicion al formaldehido esta estrechamente asociada con efectos adversos
para la salud como irritacién e inflamacion. Las primeras manifestaciones, ademas
de las nasales, comprometen la conjuntiva ocular, la garganta, la mucosa bucal y
la piel. En las primeras aparecen signos de enrojecimiento e irritacion severa y en
la piel irritacion y sequedad (Bruzl 1989, Alexanderson et al. 1988, Pabst 1987,
Berk 1987, Sauder 1986, Schachter et al. 1986).

Los resultados obtenidos en esta investigacion son muy similares con resultados
obtenidos por otros investigadores: Moret (1990) estudié 28 individuos, todos
trabajadores de la Catedra de Anatomia Humana de la Universidad de Los Andes
(Docentes, Empleados y Obreros), expuestos en forma crénica al formaldehido.
Las manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron: sequedad de la piel (67.7%),
engrosamiento de la piel (63.4%), irritacion de garganta (71.4%), irritacion de la
conjuntiva (67.9%), sequedad de la boca (67.9 %) e hipoalgesia (50%). Kriebel y
cols. (1993) estudiaron los efectos irritantes del formaldehido sobre estudiantes de
Anatomia, observando que los mas frecuentes fueron: tos, irritacion de garganta y
asma. Akbar y cols. (1994) realizaron una investigacion sobre un grupo de 34
trabajadores en los laboratorios de Anatomia durante disecciones, obteniendo los
siguientes resultados: Irritacion de los ojos (88%); irritacion de la mucosa nasal
(74%), irritacion de garganta (29%).

Estas manifestaciones pueden presentarse debido a la accién irritante del
formaldehido sobre las mucosas, por tiempo prolongado o a una alta intensidad a
corto plazo, sin la debida proteccion durante su manipulacion.
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Cuadro 8. Signos y Sintomas

Signos y Sintomas SIn(%) | NO n (%)
Prurito nasal 15 (60) 10 (40)
Obstruccién nasal 9 (36) 16 (64)
9 Hemorragia nasal 0 25 (100)
S Disminucién de la 10 (40) 15 (60)
= sensibilidad
= Tos seca 15 (60) 10 (40)
@ Ardor de garganta 22 (88) 3(12)
ad Dificultad para respirar 8 (32) 17 (68)
Asma 3(12) 22 (88)
Hiposmia 5 (20) 20 (80)
o Urticaria 0 25 (100)
9 Prurito 10 (40) 15 (60)
'S Ampollas 0 25 (100)
‘g Dermatitis 8 (32) 17 (68)
= Onicolisis 1(4) 24 (96)
S Resequedad de la piel 15 (60) 10 (40)
s 3(12) 22 (88)
Engrosamiento de la piel
" Lagrimeo 19 (76) 6 (24)
Q Irritacion ocular 20 (80) 5 (20)
c—; Conjuntivitis 2(8) 23 (92)
3 Leucoma 0 25 (100)
o Dolor de cabeza 17 (68) 8 (32)
° Fatiga 11 (44) 14 (56)
'S Somnolencia 8 (32) 17 (68)
2 Mareo 7 (28) 18 (72)
5 6 (24) 19 (76)
2 Disminucién de
la memoria

7.3 CITOTOXICIDAD

En el Cuadro 9 se observa el indice Mitético tanto del grupo expuesto como del
grupo referente.

Debido a que los datos de indice mitético se ajustaron a la distribucion normal
(Shapiro-wilk: p= 0.247 para el grupo expuesto y p= 0.762 para el grupo referente),
y a la homogeneidad de varianza (Levene: p= 0.341), el andlisis comparativo se
hizo mediante la prueba t, con un promedio significativamente menor (p= 0.000)

40



para el grupo expuesto (0.04320 + 0.025) en comparacion con el grupo referente
(0.06177 £ 0.003). La reduccién del Indice Mitético en el grupo expuesto, respecto
del grupo referente, es de un 30%.

Cuadro 9. Efecto Citotoxico (indice Mit6tico)

Expuestos* Referente*
1 0,0310 0,0745
2 0,0445 0,0640
3 0,0350 0,0490
4 0,0700 0,0920
5 0,0320 0,0700
6 0,0455 0,0645
7 0,0290 0,0530
8 0,0300 0,0290
9 0,0580 0,0475
10 0,0695 0,0725
11 0,0470 0,0615
12 0,0625 0,0575
13 0,0530 0,0625
14 0,0390 0,0845
15 0,0315 0,0540
16 0,0270 0,0445
17 0,0485 0,0725
18 0,0485 0,0514
19 0,0460 0,0825
20 0,0380 0,0560
21 0,0460 0,0865
22 0,0455 0,0525
23 0,0385 0,0660
24 0,0415 0,0460
25 0,0230 0,0505
Promedio Total** | 0.04320 + 0.025 | 0.06177 + 0.003
Significancia ***
Estadistica t=4.731 p=0.000

*  [ndice Mitético, resultado de analizar 2000 células por individuo

**  Promedio + Error Estandar

*** Sjignificancia Estadistica identificada mediante la prueba t-Student para grupos con
varianzas homogéneas

Se concluye, por lo tanto, que el formaldehido o sus metabolitos acumulados
durante la exposicién crénica, actian como un bloqueador premitético, es decir
que inhiben el ciclo celular, disminuyendo el nimero de células que pasan a la
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etapa de mitosis, con base en los estudios de Rojas y cols. (1993), es posible que
esto ocurra por apoptosis o muerte celular.

Estos resultados son similares a los reportados por Miretskaia y Shvartsman
(1982) quienes concluyen que, a altas concentraciones, el formaldehido inhibe la
actividad mitética de las células.

En esta investigacion no se encontraron mas estudios que evalluen el efecto
Citotoxico del formaldehido mediante el Biomarcador Indice Mitoético.

7.4 GENOTOXICIDAD

Para ldentificar el efecto genotdxico inducido por la exposicion ocupacional al
formaldehido (considerado como un agente mutagénico y/o cancerigeno humano)
se realizaron las pruebas de Alteraciones Cromosémicas y Micronucleos.

7.4.1 Efecto genotoxico evaluado mediante la frecuencia de Alteraciones
Cromosomicas. En el cuadro 10 se registra la frecuencia promedio de
alteraciones cromatidicas, alteraciones cromosémicas y alteraciones totales, con
Su respectivo error estandar, tanto para el grupo expuesto como para el referente.

Cuadro 10. Efecto Genotoxico (Alteraciones Cromosdmicas y Micronucleos)

Expuesto Referente
Media = EE (n)* Media = EE (n)* p**

Quiebres 5,64 £ 0,526 (25) | 1,08 + 0,191 (25) 0.000
Cromatidicos

Quiebres 3,40 £ 0,651(25) | 0,20 £ 0,115 (25) 0.000

CromosOémicos
Quiebres 9,04 £ 0,893(25) | 1,28 +0,187(25) 0.000
Totales

Micronucleos 29,28 + 4,955(25) | 2,16 = 0,562(25) 0.000

* Media + error estdndar (nUmero de individuos). Resultado de analizar 200 células por
individuo para quiebres y 2000 células por individuo para micronucleos.

** Significancia estadistica identificada mediante prueba t-Student para grupos con
varianzas no homogéneas.
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En el grupo expuesto, el promedio de Alteraciones Cromosémicas Totales (9,04 +
0,893) fue significativamente mayor (p = 0.000) que el promedio registrado en el
grupo referente (1,28 £ 0,187), lo mismo ocurre con las Alteraciones Cromatidicas
(Ver foto en la figura 5) y Cromosdémicas (Ver foto en la figura 6). En
consecuencia, se puede concluir que la exposicién ocupacional al formaldehido
induce dafio genotoxico en los linfocitos.

Lo anterior se demuestra mediante el incremento en la frecuencia de Alteraciones
Cromosoémicas del grupo expuesto en comparacion con el grupo referente. Este
resultado esta de acuerdo con la conclusion del Grupo Federal de formaldehido
(1982) quienes demuestran que este aldehido produce mutaciones genéticas y
Alteraciones Cromosoémicas.

Figura 5. Quiebre Cromatidico
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Figura 6. Quiebre Cromosomico
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Las alteraciones cromosOmicas pueden ser de tipo cromatidico y de tipo
cromosomico, atendiendo al momento de la etapa del ciclo celular en la cual se
encuentren los linfocitos en el momento de la induccion del dafio (Martinez W y
Folle G 2005). Las alteraciones de tipo cromosomico se observan habitualmente
en células cuyo contenido cromosémico ha sido dafiado durante el periodo inicial
de la interfase del ciclo celular (G1) y que se manifiestan como fracturas o
intercambios previamente a la replicacion del ADN. Las alteraciones de tipo
cromatidico, son caracteristicas del dafio genético inducido en una cromatida
durante la replicacién del material hereditario o incluso, posteriormente, en el
transcurso de la fase G2 (Maximo et al. 1987). El quiebre de la crométida implica
una ruptura de la continuidad de la misma, con desplazamiento del segmento
distal al sitio de la lesién, dando origen a un cromosoma deficiente en informacion
genética y un fragmento acéntrico. Esta alteracion constituye una de las lesiones
inducidas con mayor frecuencia por los mutagenos quimicos (Maximo et al. 1987).

Los resultados de esta investigacion estan de acuerdo con lo dicho anteriormente
ya que la alteracion cromatidica es el dafio cromosomico estructural mas frecuente
en el grupo expuesto.

Debido a lo anterior, se puede considerar que el incremento en la frecuencia de
alteraciones, se debe a la accion del formaldehido, el cual probablemente podria
modificar algunas proteinas de reparacion del ADN (por ejemplo, el heterodimero
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Ku, segun Goldberg (2001). “Ku se encuentra en el nucleo lista para detectar
dafios en el ADN y para unir los extremos del mismo”), lo que retraza la
eliminacion de los dafios del ADN y la inhibicion de la reparacion (Barret 1997,
Emri 2004).

Los resultados de esta investigacion son consistentes con estudios anteriores en
linfocitos periféricos. He y cols. (1998) en un grupo de 13 estudiantes de anatomia,
reportaron un incremento en la frecuencia de Alteraciones Cromosémicas en el
grupo expuesto (5.92%) en comparacion con la frecuencia del grupo referente
(3.4%) con una significancia estadistica de p< 0.01. Miretskaia y Shvartsman
(1982) encontraron un aumento en la frecuencia de Alteraciones Cromosémicas
en linfocitos expuestos in vitro al formaldehido tanto a bajas como altas
concentraciones. Kitaeva y cols. (1996) estudiaron un grupo de trabajadores de
una fabrica de fertilizantes de nitrdgeno expuestos al formaldehido en
concentraciones superiores al maximo autorizado, observando una diferencia en la
frecuencia de alteraciones cromosomicas en comparacion con el grupo referente.
Chebotarev y cols. (1986) estudiaron un grupo de 37 trabajadores de una fabrica
de procesamiento de madera, expuestos al formaldehido, reportando un
incremento en la frecuencia de Alteraciones Cromosdmicas en el grupo expuesto
(2.76%) en comparacion con el grupo referente (1.64%). Jin y Zhu (1992)
estudiaron un grupo de 20 trabajadores de una fabrica de vinilos, expuestos al
formaldehido, reportando un incremento en la frecuencia de Alteraciones
Cromosomicas en linfocitos de sangre periférica en el grupo expuesto (5.08%) en
comparacion con el grupo referente (1.57%).

En contraste a estos resultados, Kitaeva y cols. (1996), estudiaron un grupo de
trabajadores del departamento de anatomia y estudiantes de morfologia, no
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo expuesto y
el referente. Igualmente, Thomson y cols. (1984), quienes estudiaron un grupo de
6 trabajadores de patologia expuestos al formaldehido, no encontraron diferencia
en la frecuencia de Alteraciones Cromosdmicas entre el grupo expuesto y el grupo
referente. Vasudeva y Anand (1996) no observaron una diferencia
estadisticamente significativa en la frecuencia de Alteraciones Cromosémicas en
el grupo expuesto (30 estudiantes de medicina) en comparacion con el grupo
referente, reportando un promedio de 1.2% frente a 0.9%. Fleig y cols. (1982)
estudiaron un grupo de 15 trabajadores en la fabricacion de formaldehido, no
encontraron diferencia en la frecuencia de Alteraciones Cromosomicas entre el
grupo expuesto (1.67%) y el grupo referente (1.07%).

7.4.2 Efecto genotoxico evaluado mediante la frecuencia de Micronucleos.
En el cuadro 10 se registra el promedio de Micronucleos, con su respectivo error
estandar, tanto para el grupo expuesto como para el referente.
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En el grupo expuesto, el promedio de Micronucleos (29,28 + 4,955, Media + EE)
fue significativamente mayor (p = 0.000) que el promedio registrado en el grupo
referente (2,16 + 0,562). Por consiguiente, se puede concluir que la exposicion
ocupacional al formaldehido induce dafio genotéxico en los linfocitos (Ver fotos en
las figuras 7, 8 y 9).

Los resultados de esta investigacion son consistentes con estudios anteriores en
linfocitos periféricos. He JL y cols. (1998) reportaron un incremento significativo
(P<0.01) en un grupo de estudiantes expuestos al formaldehido (0.638%) en
comparacion con el grupo referente (0.315%). Orsiére y cols. (2006) observaron
un aumento estadisticamente significativo en la frecuencia de Micronucleos en
linfocitos periféricos en el grupo expuesto (anatomistas, patologos y trabajadores
de laboratorio) en comparacion con el grupo referente, reportando un promedio de
16,9+ 9,3 frente a 11,1 + 6,0 (P = 0,001). Bonassi y cols. (2007), observaron una
mayor frecuencia de Micronucleos entre un grupo de Patélogos/Anatomistas
respecto al grupo referente. Sari-Minodier y cols. (2001) en un grupo de 10
mujeres trabajadoras en laboratorios de patologia, reportaron un incremento en la
frecuencia de micronucleos en linfocitos de sangre periférica del grupo expuesto
(1.88%) en comparacién con la frecuencia del grupo referente (0.88%).

Los resultados del presente trabajo difieren con los reportados por Ying y cols.
(1997) quienes no encontraron una diferencia estadisticamente significativa en la
frecuencia de Micronucleos en el grupo expuesto (23 estudiantes de anatomia) en
comparacion con el grupo referente, reportando un promedio de 0.111% frente a
0.091%.

Figura 7. Célula binucleada con un micronucleo
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Figura 8. Célula binucleada normal (A). Célula binucleada con dos micronucleos

(B).

A. Célula normal

B. Célula con
2 micronucleos

Figura 9. Célula binucleada con varios micronucleos.

Los mecanismos de formacién de micronucleos, permiten determinar la actividad
clastogénica (ruptura cromosémica) y/o aneugénica (pérdida de cromosomas) de
diferentes sustancias. Estos mecanismos ocurren aproximadamente en la misma

proporcion (Fenech 1999).
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La formacion de microndcleos en la division de las células es el resultado de la
ruptura de cromosomas debido a la mala reparacion o a la no reparacién de las
lesiones en el ADN, o a la mala segregacion cromosoOmica, debido al mal
funcionamiento mitético. Estos eventos pueden ser inducidos por el estrés
oxidativo, defectos genéticos en los puntos de control del ciclo celular y/o de los
genes de reparacion del ADN, deficiencias en los nutrientes necesarios como co-
factores en el metabolismo del ADN, asi como a la exposicion de agentes
clastogénicos y/o aneugénicos (Kimura et al. 2004, Fenech y Umegaki, 2000,
Rajagopalan et al. 2004, MacGregor 1990, Crott et al. 2001, Bonassi et al. 2005).

Al parecer, la exposicion al formaldehido puede presentar efectos ya sea
aneugénicos, resultado de lesiones/aductos a nivel del ADN o proteinas que
participan directa o indirectamente en la segregacion y en la migracion
cromosomica (por ejemplo, tubulina) y/o efectos clastogénicos mediante la
formacion de micronucleos originados por fragmentos cromosomicos (Fenech y
Umegaki 2000).

7.4.3 Efecto genotdéxico asociado a las variables cualitativas identificadas
en el grupo expuesto. Para determinar la influencia de las variables cualitativas:
ocupacién, género, implementos de prevencion y proteccion, exposicion a
quimicos, ventilacion y camara de extraccion, sobre los biomarcadores de
genotoxicidad, fue necesario reclasificar la frecuencia de Alteraciones
Cromosomicas y Microndcleos en los individuos, ya que se observd una alta
variabilidad entre ellas. Clasificandolos como individuos de alta frecuencia (> 6
para Alteraciones Cromosomicas y > 20 para Micronucleos) y baja frecuencia (< 6
para Alteraciones Cromosdmicas y < 20 para Micronucleos).

Solo se hall6 una asociacion marginalmente significativa entre la variable
‘implementos de prevencién y proteccion” y la frecuencia de Alteraciones
Cromosoémicas (p = 0.058) (Cuadro 11), ya que el 76.5% de los individuos que
presentan una alta frecuencia de alteraciones cromosémicas, no utilizan
adecuadamente los implementos de proteccion y prevencion.

Mediante el andlisis de chi-cuadrado %? no se identific6 asociacion
estadisticamente significativa (p>0.05) entre las variables cualitativas y
ambientales que caracterizan al grupo expuesto, con la frecuencia de
Micronucleos, debido posiblemente al pequefio tamafio de muestra.
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Cuadro 11. Asociacion entre el uso de implementos de proteccion y prevencion y
una frecuencia alta (> 6) o baja (< 6) de Alteraciones Cromosomicas.

Alteraciones Cromosdmicas
Baja n (%) Alta n (%)
Implementos de Sl 5 (62.5) 4 (23.5)
proteccion y NO | 3(37.5) 13 (76.5)
prevencion

Significancia de 0.058 identificada mediante la prueba de chi-cuadrado 2

En cuanto al género, los resultados obtenidos en esta investigacion son
consistentes con los planteados por Kulle (1993), quien demostré que los hombres
y las mujeres reaccionan de la misma manera y, por tanto, su porcentaje de
respuesta irritante fue similar; ademas, Andersen y Molhave (1983), informaron
gue el sexo no influye en la sensibilidad.

En contraste a estos resultados, Orsiére y cols. (2006), encontraron que la
frecuencia de micronucleos fue mayor en mujeres que en hombres con un
promedio de 16,4 + 8,7 frente a 8,2 + 3,9 (P <0,001), Suruda y cols. (1993),
reportaron esta misma conclusion.

7.4.4  Andlisis de asociacion entre el indice Mitotico, Alteraciones
Cromosomicas y Micronucleos versus las Variables Cuantitativas (edad y
tiempo de exposicién). El andlisis de asociacion entre los biomarcadores y las
variables se hizo para el total de los individuos (expuesto + referente).

No se hallé asociacion estadisticamente significativa entre el biomarcador de
citotoxicidad (Indice Mitético) y las variables cuantitativas (edad y tiempo de
exposicion).

Mediante analisis de correlacion de Pearson, se identific6 asociacion lineal
positiva, estadisticamente significativa (r = 0.395 y p = 0.005), entre la frecuencia
total de Alteraciones Cromosomicas y el tiempo de exposicion (horas-afo).

Mediante andlisis de correlacion Rho de Sperman, la frecuencia de Microndcleos
se relaciona de forma lineal y positiva con el tiempo de exposicion (horas-afio) (r =
0.770 y p = 0.000).
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No se encontré6 asociacion significativa estadisticamente (p>0.05) entre la
frecuencia total de Alteraciones CromosOmicas y Microndcleos versus la edad.
Estos datos son consistentes a los reportados por Andersen y Molhave (1983)
quienes informaron que la edad no influye en la sensibilidad al formaldehido.

Por el contrario, Orsiére y cols. (2006) y Suruda y cols. (1993), plantean que la
frecuencia de micronicleos se asocia de manera positiva con la edad (test de
Spearman P <0,001).

Mediante andlisis de curva de mejor ajuste se logré identificar que la asociacion
entre la frecuencia total de Alteraciones Cromosomicas y Micronucleos versus el
tiempo de exposicion (horas-afo), se explica mejor mediante una relacion cubica,
la cual se describe por medio de las formulas:

AC=1.9574 + 0.5603 (horas-afio) - 0.0063 (horas-afio)?+ 0.000018 (horas-afio)3

Mn= 3.3512 + 2.5155 (horas-afio) — 0.0312 (horas-afio)? + 0.000097 (horas-afio)3

Con base en el coeficiente de determinacién (R? = 0.41 para Alteraciones
Cromosoémicas y R? = 0.35 para Micronucleos) se puede inferir que la variabilidad
observada en la frecuencia de Alteraciones Cromosomicas y Micronucleos
dependen en un 41% y un 35% respectivamente, de la variabilidad observada en
el tiempo de exposicion (horas-afio).

Mediante este modelo de regresion es posible observar (Figura 10) que entre 3 a
32 horas-afio de exposicion, el numero de alteraciones cromosémicas aumenta
progresivamente, se estabiliza bajando un poco hasta 128 horas-afio, y luego
disminuye notablemente. Algo muy similar ocurre con la asociacién micronucleos y
horas-afio (Figura 11), donde el incremento en la frecuencia de micronucleos se
observa de 3 a 32 horas-afio de exposicidn, trata de estabilizarse bajando un poco
hasta 56 horas-afio, y luego disminuye notablemente hasta 175 horas-afo.
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Figura 10. Analisis de asociacion entre el tiempo de exposicion (horas-afio) y la
frecuencia de alteraciones cromosémicas
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Figura 11. Analisis de asociacion entre el tiempo de exposicion (horas-afio) y la
frecuencia de micronucleos
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Una posible explicacion del incremento y posterior disminucién en la frecuencia de
Alteraciones Cromosémicas y Micronucleos asociados con el tiempo de
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exposicion, puede ser que el dafio ejercido por la exposicién al formaldehido es
tan drastico que la célula se muere y por lo tanto no es registrable, esto concuerda
con la disminucion observada en el indice mitético. Por otro lado, esta disminucion
puede ser por la tolerancia al formaldehido, ya que se ha comprobado que las
personas expuestas habitualmente al formol soportan mayores concentraciones
del mismo, con pérdida de su capacidad para percibir los olores. Esto esta de
acuerdo con estudios realizados por Coldiron y cols. (1983) y Clark (1983),
quienes encuentran evidencias de la tolerancia al formaldehido, particularmente
en lo que respecta a los efectos irritantes (Moret 1990). Con base en esto, quienes
llevan mas tiempo de exposicion al formaldehido, tienden a resistir mas su accion
toxica, manifestandose en una disminucion en la frecuencia de dafio y ruptura
cromosomica.

Los resultados de esta investigacion contribuyen en la determinacion de la
capacidad genotdxica del formaldehido en sitios distales (linfocitos de sangre
periférica), ya que estos datos muestran un incremento en el promedio de
Alteraciones Cromosomicas y Microndcleos en el grupo expuesto en comparacion
con el grupo referente, evidenciando asi el dafio genotéxico en los linfocitos de las
personas que se encuentran ocupacionalmente expuestas al formaldehido,
igualmente Bauchinger y Schmid (1985), Kitaeva y cols. (1996) y Yager y cols.
(1986), reportaron el efecto citotdxico y genotdxico en personas expuestas.

Es posible que los cambios en las células de sangre periférica, no indiquen un
mecanismo directo de la carcinogénesis por la exposicion al formaldehido, pero si
indican que se ha producido una alteracién en el ADN.

La asociacion de estos efectos citogenéticos con la exposicion al formaldehido
indica que pueden ser Gtiles como marcadores de dosis biologicamente efectivas
(Griffith et al. 1989, Schulte 1989)

Estos resultados aportan datos cientificos sobre el efecto citotoxico y genotoxico
del formaldehido, determinando asi la necesidad de desarrollar programas de
prevencion, proteccion y seguridad laboral.
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8. CONCLUSIONES

Mediante los resultados obtenidos en este estudio, no fue posible determinar
una asociacion entre las caracteristicas ambientales de los sitios de trabajo y
los Biomarcadores dado que el tamafio de la muestra objeto de estudio fue
pequefia, debido a esto se obtuvieron valores estadisticamente no
significativos.

Los signos y sintomas mas frecuentes en el grupo de personas expuestas al
formaldehido fueron: prurito nasal, tos seca, ardor de garganta, resequedad de
la piel, lagrimeo, irritacién ocular y dolor de cabeza, las cuales se relacionan
con los riesgos propios de trabajar con sustancias quimicas irritantes y
causticas como el formaldehido, por tiempo prolongado o a una alta intensidad
sin la debida proteccién durante su manipulacion.

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian el efecto citotoxico en los
linfocitos de las personas que se encuentran ocupacionalmente expuestas al
formaldehido, debido a que el indice Mitético fue significativamente menor en
expuestos, en comparacion con el grupo referente, determinando asi que el
formaldehido actia como un bloqueador premitético.

Se observo un efecto genotoxico inducido por la exposicion al formaldehido,
mediante el incremento en la frecuencia de Alteraciones CromosOmicas y de
Micronucleos en el grupo expuesto en comparacion con el grupo referente,
ademds, una asociacién positiva entre la frecuencia de Alteraciones
CromosOmicas totales y Micronucleos versus el tiempo de exposicion, lo que
indica que el tiempo si influye en la respuesta genotdxica.

Mediante el modelo de regresién cubica, fue posible asociar Alteraciones
Cromosomicas y Micronucleos con el tiempo de exposicion (horas-afo),
observandose un incremento y posterior disminucion en la frecuencia del dafio
y ruptura cromosoémica, ya sea debido a la muerte celular o a la tolerancia al
formaldehido, es decir, quienes llevan mas tiempo de exposicion, tienden a
resistir mas su accion toxica, manifestandose en una disminucion en la
frecuencia de Alteraciones Cromosomicas y Micronucleos. La variable edad, no
fue posible asociarla con ninguno de los biomarcadores ya que no fue
estadisticamente significativa.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda la realizacién de estudios con un mayor tamafio de muestra,
para determinar con mas precision la posible correlacion entre las variables
cualitativas planteadas en este estudio y los biomarcadores utilizados.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la necesidad de
concientizar a las empresas encargadas y a las personas que se encuentren
expuestos al formaldehido sobre sus efectos citotéxicos y genotoxicos asi
como también, plantear y desarrollar medidas de prevencion, proteccion y
seguridad laboral

Con base en la revision bibliogréfica realizada y en los resultados de esta
investigacion, se sugiere continuar con la evaluacién de los efectos que
produce el formaldehido, utilizando diferentes marcadores bioldgicos, de esa
manera se obtendrd un mayor conocimiento acerca de los efectos que a corto
o0 largo plazo pueda ocasionar la exposicion al formaldehido, ademéas de
obtener informacion acerca de su absorcion, transporte, metabolismo y su
reaccion con macromoléculas.
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ANEXOS

ANEXO A

Estudio Sobre el “Efecto Citotoxico y Genotéxico por Exposicion
Ocupacional al Formaldehido Evaluado In Vitro Mediante Las Pruebas de
Indice Mitético, Alteraciones Cromosomicas y Micronucleos”

La informacion que usted suministra en esta encuesta es absolutamente

confidencial
Esta usted interesado en participar en este estudio: Sl NO
NOMBRE:
DIRECCION: TELEFONO:
EDAD:  SEXO:F___ M ___ OCUPACION:
Esta usted expuesto al formaldehido s NO
Fuma cigarrillo: Sl NO
Ha tenido enfermedades infecciosas como hepatitis: Sl NO

Actualmente recibe tratamientos con medicamentos por largo periodo de tiempo:
Sl NO

Consumen drogas psicoactivas (bazuco, morfina, heroina, etc.) Sl NO
Ha sido irradiado: Sl NO Cuando:

En su familia han ocurrido casos de malformaciones? Si NO
Como cuales?

Ha sido hospitalizado? S NO___ Hace cuanto

Debido a que?

Otros problemas de salud:

Tiene exposicidn a otros quimicos. SI NO Cuales?

AGRADECEMOS SU VALIOSA COLABORACION
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ANEXO B

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
UNIDAD DE TOXICOLOGIA GENETICA Y CITOGENETICA

Cddigo
Fecha
NOMBRE:
DIRECCION: TELEFONO:
EDAD: SEXO:F_ M ____ OCUPACION:

Numero de afios que lleva expuesto al formaldehido:

Numero de horas promedio de exposicion semanal:

Estando usted expuesto al formaldehido, cree que el sitio de trabajo presenta:

Una adecuada ventilacion: Sl NO
Camara de extraccion: Sli NO

Ha tenido algun accidente de tipo laboral, al estar expuesto al formaldehido?
Sl NO

Utiliza adecuadamente los implementos de proteccion y las medidas preventivas?
Si NO
Porque?

Desde que usted esta en contacto con el formaldehido, ha presentado algunos de
estos sintomas:
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e RESPIRATORIAS:

SINTOMAS

SI

NO

OBSERVACIONES

Prurito nasal

Obstruccion nasal

Hemorragia nasal (Epistaxis)

Disminucioén de la
sensibilidad

Tos seca

Ardor de garganta

Dolor o dificultad para
respirar (Disnea)

Asma

Hiposmia

e DERMATOLOGICAS:

SINTOMAS

Sl

NO

OBSERVACIONES

Urticaria

Prurito

Ampollas

Dermatitis

Deformacion de uias
(Onicalisis)

Resequedad de la piel

Engrosamiento de la piel

e OCULARES:

SINTOMAS

Sl

NO

OBSERVACIONES

Lagrimeo

Irritacion ocular

Conjuntivitis

Leucoma

e NEUROLOGICAS:

SINTOMAS

Sl

NO

OBSERVACIONES

Dolor de cabeza

Fatiga

Somnolencia

Mareo

Disminucion de la memoria
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ANEXO C

CONSENTIMIENTO INFORMADO
MONITOREO BIOLOGICO EN PERSONAS EXPUESTAS AL FORMALDEHIDO

YO , mayor de edad. He sido informado
por las estudiantes del grupo de TOXICOLOGIA GENETICA Y CITOGENETICA
de la Universidad del Cauca, quienes realizardn el estudio “EFECTO
CITOTOXICO Y GENOTOXICO POR EXPOSICION OCUPACIONAL AL
FORMALDEHIDO, EVALUADO IN VITRO, MEDIANTE LAS PRUEBAS DE
INDICE MITOTICO, ALTERACIONES CROMOSOMICAS Y MICRONUCLEOS”
en la ciudad de Popayan. Se me ha solicitado participar voluntariamente como
sujeto de estudio.

OBJETIVO, PROPOSITO Y METODOLOGIA DEL ESTUDIO

Identificar el efecto genotdxico y citotoxico inducido por la exposicion ocupacional
al formaldehido, empleando como Biomarcadores, las pruebas de Alteraciones
Cromosoémicas (AC) y Micronucleos (MN) en linfocitos de sangre periférica.

Los resultados de este estudio son de gran utilidad para motivar y desarrollar
estrategias para prevenir el desarrollo de problemas de salud que estan asociados
a la exposicion a vapores y/o soluciones de formaldehido, en personas que
laboran en Anfiteatros de Anatomia Humana y encargadas del procesamiento de
muestras patologicas, ya que este representa un factor de riesgo laboral, cuyos
efectos toxicos dependen de su concentracion (expresada en ppm) y del tiempo
de exposicién al mismo.

En este estudio seran seleccionadas 25 personas expuestas al formaldehido y 25
personas no expuestas, pero que presentan caracteristicas similares, como edad,
estilo de vida, entre otras. El propésito de esta investigacion tiene relevancia
Social y Cientifica y obedece a una problematica de salud publica. El participar en
este estudio supone un minimo riesgo, especialmente contra la salud.
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Los resultados del estudio seran informados y explicados de manera personal y
confidencial al grupo objeto de estudio en forma anonima, por parte de las
estudiantes.

REQUERIMIENTOS. Yo, en pleno uso de mis facultades mentales, libre y
consiente, estoy de acuerdo en participar en este estudio y entiendo que éste
requiere de mi, lo siguiente: contestar un cuestionario de aproximadamente 10
minutos, para suministrar informacién personal, referente a mi edad, estado de
salud, estilo de vida, historia ocupacional y familiar. Si soy seleccionado para el
estudio debo donar de 2 a 4mL de sangre periférica a las personas encargadas de
la investigacién. La sangre se tomara de mi brazo, para ser procesada en el
laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca,
mediante las pruebas de Indice Mitdtico, Alteraciones Cromosomicas Yy
Micronucleos.

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

Para garantizar la confiabilidad de la informacioén suministrada, los resultados de
las pruebas seran codificados y se dara a conocer en “FORMA GRUPAL, MAS
NO INDIVIDUAL”.

BENEFICIOS PARA EL PARTICIPANTE: Motivacion hacia el cambio de actitud
para la prevencion de problemas de salud, y la concientizacién sobre el manejo
adecuado de implementos y medidas de proteccion.

SIENDO INFORMADO SOBRE LOS OBJETIVOS, PROPOSITOS,
JUSTIFICACION, METODOLOGIA, RIESGOS Y BENEFICIOS DEL ESTUDIO:

YO ENTIENDO QUE

Mi participacion es completamente voluntaria y puedo rehusarme a responder
cualquier pregunta, si asi lo deseo, o puedo tomar la decisiéon de finalizar mi
participacion en este monitoreo, en cualquier momento, sin que ello represente
perjuicios de indole legal con mi trabajo. La informacion recolectada, sera tratada
de manera confidencial y mis respuestas seran reunidas con las de los otros
participantes, para obtener resultados grupales.
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La Universidad del Cauca se compromete a vigilar que las muestras de sangré
seran reunidas por un profesional experto y autorizado, en forma aséptica para
evitar complicaciones, ademas, se garantiza que las muestras seran utilizadas
Unica y exclusivamente para este estudio.

Puedo formular cualquier interrogante o duda que tenga, durante o después del
estudio, a las estudiantes de la Universidad del Cauca, responsables del estudio,
en el Laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética, en la carrera 2° No 1 A
25, Barrio Caldas, Popayan. En el teléfono: 8209800 Ext. 2614.

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. Los resultados de este estudio podran ser divulgados
y/o publicados en revistas cientificas, en forma grupal, sin que se de a conocer
nombres.

He leido este consentimiento, he entendido en que consiste el estudio y también
me fueron aclaradas las dudas al respecto; en consecuencia, voluntariamente
acepto participar como sujeto de estudio en el monitoreo biolégico “EFECTO
CITOTOXICO Y GENOTOXICO POR EXPOSICION OCUPACIONAL AL
FORMALDEHIDO, EVALUADO IN VITRO, MEDIANTE LAS PRUEBAS DE
INDICE MIOTICO, ALTERACIONES CROMOSOMICAS Y MICRONUCLEOS?”.

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 200
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ANEXO D

REGISTRO ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Proyecto: Fecha: Cod. Placa:
Registrador: Fecha registro: Microscopio:
Aberraciones Aberraciones cromésomicas
Cromoésomicas
# Cel #Cr Cromat Cromos GAP # Cel #Cr Cromat Cromos GAP
Crot Cros Crot Cros
1 51
2 52
3 53
4 54
5 55
6 56
7 57
8 58
9 59
10 60
11 61
12 62
13 63
14 64
15 65
16 66
17 67
18 68
19 69
20 70
21 71
22 72
23 73
24 74
25 75
26 76
27 77
28 78
29 79
30 80
31 81
32 82
33 83
34 84
35 85
36 86
37 87
38 88
39 89
40 90
41 91
42 92
43 93
44 94
45 95
46 96
47 97
48 98
49 99
50 100
Total
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ANEXO E

REGISTRO DE MICRONUCLEOS

Proyecto: Fecha:
Registrador: Fecha registro: Microscopio:
Cadigo Cadigo placa No Células No Mn/2000 Coordenadas Observaciones
Paciente (ciego) Binucleadas Microntcleos células
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