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RESUMEN

Introduccion: segun la Agencia Internacional para la Investigacion sobre Céncer,
“existe suficiente evidencia en humanos de carcinogenicidad por exposicion
ocupacional como pintor”. Los pintores estan expuestos a mezclas complejas de
solventes organicos (SO) como el thinner 0.14. Objetivo: estimar el dafio
gendmico en leucocitos de sangre periférica en una poblacion expuesta
ocupacionalmente a SO en la ciudad de Popayan. Metodologia: se aislaron
leucocitos de sangre periférica de individuos expuestos (n = 52) y referentes (no
expuestos) (n = 52). Se estimo el dafio en el ADN gendémico mediante el ensayo
cometa alcalino de alta eficiencia en Gelbond. Se registraron 100 nucleoides por
individuo. Se determiné el porcentaje de ADN en la cola (% TDNA) y momento de
cola (TM), a través del programa Komet 6.0. Resultados: se observé una
diferencia significativa (p < 0.001; prueba U de Mann-Whitney) entre la mediana
del %TDNA (11.09 + 0.65) y del TM (0.101 + 0.011) del grupo expuesto con
respecto a la mediana del %TDNA (7.29 = 0.31) y del TM (0.061 + 0.004) del
grupo referente (no expuesto). Discusion: el incremento en los parametros del
cometa en el grupo expuesto a SO estad asociado con la induccion de lesiones
primarias (roturas de cadena sencilla y doble, y sitios labiles al alcali) por parte de
las especies reactivas de oxigeno, productos del metabolismo de los SO. Si estas
lesiones son mal reparadas o no reparadas pueden expresar mutaciones que son
eventos iniciales en el desarrollo de enfermedades complejas como el cancer.
Conclusion: la exposicion a SO induce dafio gendmico en leucocitos de sangre
periférica de pintores de carros de la ciudad de Popayan, luego, los pintores son
una poblacion en riesgo de desarrollar enfermedades asociadas con la
inestabilidad gendmica, y por lo tanto requieren mayor atencién por parte de las

entidades gubernamentales relacionadas con la promocion de la salud.

Palabras clave: solventes organicos, dafio gendmico, ensayo cometa, Gelbond.



INTRODUCCION

Segun la Agencia Internacional para la Investigacion sobre Céancer: “existe
suficiente evidencia en humanos de carcinogenicidad por exposicion ocupacional
como pintor” (IARC, 1989). Los pintores se encuentran expuestos a una variedad
de solventes organicos (SO), incluyendo hidrocarburos aromaticos (principalmente
tolueno), hidrocarburos alifaticos, cetonas, alcoholes y ésteres. A pesar que la
mayoria de estos compuestos, por si solos, no son considerados como
carcindgenos por la IARC, mezclados pueden potenciar el riesgo de desarrollar
diversas enfermedades, entre ellas, el cancer (Cassini et al., 2011). De hecho, la
IARC (2012) reporta que este tipo de exposicion estd asociado con un mayor

riesgo de desarrollar mesotelioma, cancer de vejiga y de pulmon.

En Colombia, la problematica que representa la exposicion ocupacional a SO no
ha sido lo suficientemente estudiada, lo cual se evidencia en el escaso numero de
investigaciones que relacionan la exposicion a estos compuestos quimicos con el
desarrollo de problemas de salud, y la inexistencia de programas de Vigilancia
Epidemiolégica Ocupacional (VEO) en poblaciones expuestas a SO. Ademas,
segun el Ministerio de la Proteccion Social y el Instituto Nacional de Cancerologia
(2009), en nuestro pais no existen registros sobre la incidencia de cancer
ocupacional por este tipo de exposicion. En el caso especifico de la ciudad de
Popayan, se observa un numero elevado de pintores de carros, quienes estan
expuestos a mezclas complejas de SO. Al contemplar las condiciones en las que
laboran estos pintores, se evidencia la falta de sistemas de ventilacion 6ptimos en
los talleres de pintura, y la carencia de Equipos de Proteccion Personal (EPPs)
eficaces contra la exposicién a los SO, lo cual facilita su absorcién a través de las
vias respiratoria y dérmica. Asimismo, se observa la incapacidad de muchos

trabajadores de acceder a los servicios de una Administradora de Riesgos
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Laborales (ARL) y/o una Entidad Promotora de Salud (EPS), estas caracteristicas

empeoran la problematica de la exposicidon ocupacional a los SO.

Algunos estudios epidemiolégicos asocian la exposicion a los solventes organicos
(SO) con la induccion de dafios en el ADN que se expresan en la célula como
Alteraciones CromosOmicas, Micronucleos e Intercambio de Cromatidas
Hermanas (Aksoy et al., 2006; Hoyos-Giraldo et al., 2009; Testa et al., 2005; Zhu
et al., 2001). El dafio en el ADN esta relacionado con el metabolismo de los SO,
durante el cual se producen metabolitos como las quinonas, moléculas que
mediante procesos de oxido-reduccion generan especies reactivas de oxigeno
(EROs), las cuales pueden causar estrés oxidativo e inducir dafio oxidativo en el
ADN (Murata et al., 1999). Entre las EROs, el radical hidroxilo (-OH) es
especialmente reactivo, éste puede interactuar con las bases nitrogenadas y con
la desoxirribosa del ADN, lo que origina lesiones primarias como roturas de
cadena sencilla y doble, bases oxidadas, y sitios apurinicos y apirimidinicos (AP)
(Dizdaroglu, 2012; Evans et al.,, 2004). Las lesiones primarias pueden ser
reparadas mediante la escision de bases (REB) en células proliferativas, sin
embargo, si estas lesiones son mal reparadas o no reparadas pueden llevar a la
expresion de mutaciones, que son consideradas eventos iniciales en el desarrollo

de enfermedades como el cancer (Dizdaroglu, 2005; Wallace et al., 2012).

En este estudio epidemioldgico molecular se emple6 un biomarcador citogenético
molecular de exposicion, como lo es el dafio en el ADN gendmico determinado
mediante el ensayo cometa alcalino. Esta es una prueba rapida y sensible, en la
cual las células con dafio en el ADN, luego de una electroforesis, se evidencian
con una forma similar a la de un cometa estelar, con una “cabeza” que representa
una concentracion de material genético, y una “cola” que expresa la induccion de
lesiones primarias en el ADN como roturas de cadena sencilla y doble (Valverde
and Rojas, 2009). Existen algunas variantes metodologicas del ensayo cometa

convencional, y para esta investigacion se emple6é una versién optimizada de la
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prueba que incorpora el uso de microplatos y de Gelbond (lamina de poliéster).
Con esta nueva metodologia se pueden manipular hasta 96 muestras en
simultanea, por lo tanto se disminuye la variabilidad entre los datos y se aumenta
la eficiencia del ensayo (McNamee et al., 2000). Con relacion al dafio identificado
por el ensayo cometa, éste se puede medir a través de parametros cualitativos y
cuantitativos. En este estudio se emplearon los parametros cuantitativos,
porcentaje de ADN en la cola (%TDNA) y momento de cola (TM), determinados
mediante el programa Komet 6.0, el cual disminuye el sesgo en la medicion, con

respecto al analisis cualitativo del dafio en el ADN, que resulta ser subjetivo.

Son pocas las investigaciones que evaltan el dafio en el ADN gendémico por la
exposicion ocupacional a los solventes organicos (SO) en pintores, mediante el
ensayo cometa (Cassini et al., 2011; Martino-Roth et al., 2003; Moro et al., 2012).
Por lo tanto, esta investigacion tuvo como objetivo “estimar el dafio genémico en
leucocitos de sangre periférica en una poblacién expuesta ocupacionalmente a
solventes organicos en la ciudad de Popayan”. Luego, este estudio aporta un
conocimiento sobre el dafio en gendémico causado por la exposicion ocupacional a
SO, el cual puede ser utilizado para generar un cambio de actitud en la poblacién
objeto de estudio, hacia el autocuidado en el lugar de trabajo. Asimismo, pretende
alertar y motivar a las instituciones gubernamentales hacia el disefio y ejecucion
de politicas y estrategias de promocion de la salud y prevencién de enfermedades
relacionadas con la exposicion a SO, como el cancer. Ademas, esta investigacion
hace parte y cumple uno de los objetivos del macro proyecto “Identificacion del
dafio oxidativo o alquilante en el ADN de linfocitos de personas expuestas a
solventes organicos en el departamento del Cauca”, registrado por la Vicerrectoria
de Investigaciones de la Universidad del Cauca, ID: 3606. Por ultimo, este estudio
sera publicado una revista indexada y se espera que sea tomado en cuenta por el
proyecto internacional ComNet, el cual busca la estandarizacion y la validacion del
ensayo cometa como un biomarcador confiable para la identificacion del dafio en

el ADN en estudios de biomonitoreo genético humano.
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1. JUSTIFICACION

La exposicion a solventes organicos (SO) es un problema de salud ocupacional a
nivel mundial. Este tipo de exposicion esta asociado con el riesgo de desarrollar
cancer de pulmon, cavidad bucal, laringe, es6fago, estbmago, higado, pancreas,
prostata, recto, leucemias y linfomas (Alguacil et al., 2002; Lynge et al., 1997;
Régo et al., 2002). Los pintores de carros estan expuestos a diferentes SO,
especialmente a tolueno, xileno, cetonas, ésteres de alcoholes y éteres de glicol
(Cassini et al., 2011). De acuerdo con la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre Céancer: “existe suficiente evidencia en humanos de
carcinogenicidad por la exposicion ocupacional como pintor” (IARC, 1989). Sin
embargo, en Colombia no se han realizado suficientes investigaciones que
relacionen la exposicion ocupacional a SO con el desarrollo de problemas de
salud. Por lo tanto, es pertinente el desarrollo de estudios de biomonitoreo
genético como éste, que permite “estimar el dafio gendmico en leucocitos de
sangre periférica en una poblacion expuesta ocupacionalmente a solventes

organicos en la ciudad de Popayan”.

En nuestro pais, la poca trascendencia que se le ha dado a la problemética de la
exposicién ocupacional a solventes organicos (SO), también se puede evidenciar
en la ausencia de registros sobre la incidencia de céncer ocupacional, y la
inexistencia de programas de Vigilancia Epidemiolégica Ocupacional (VEO) en
poblaciones expuestas a SO. Por estas razones, el Ministerio de la Proteccién
Social y el Instituto Nacional de Cancerologia (2009) proponen el Plan Nacional
para la Prevencion del Cancer Ocupacional en Colombia, cuya meta es reducir la
incidencia de este tipo de cancer y mejorar la calidad de vida de las personas que
por su trabajo son afectadas por la exposicidon a agentes cancerigenos. Luego, el
presente estudio es concordante con la meta mencionada anteriormente, puesto

gue brinda un conocimiento sobre el dafio en el ADN genémico inducido por la
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exposicion ocupacional a los SO, el cual permite alertar y motivar a las
instituciones gubernamentales hacia el disefio y ejecucidon de politicas y
estrategias de promocion de la salud e intervencion temprana, que eliminen o
reduzcan la exposicion ocupacional a agentes potencialmente cancerigenos, como
los SO.

Segun el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica, la proporcion de
trabajadores informales en trece ciudades representativas del pais, para el
trimestre movil septiembre - noviembre del 2012 fue de 51.6% (DANE, 2013). La
mayoria de estos trabajadores informales no estan incluidos en el Sistema de
Seguridad social Integral Colombiano. En Popayan existe un nimero elevado de
pintores de carros del sector informal, los cuales estdn expuestos en particular a
una mezcla compleja de solventes organicos (SO), conocida comercialmente
como thinner 0.14. Al contemplar las condiciones en las que laboran los pintores,
se evidencia la falta de sistemas de ventilacion 6ptimos en los talleres de pintura, y
la carencia de Equipos de Proteccion Personal (EPPs) eficaces contra la
exposicion dermal y respiratoria a los SO. Asimismo, se observa la incapacidad de
muchos trabajadores de acceder a los servicios de una Administradora de Riesgos
Laborales (ARL) y/o una Entidad Promotora de Salud (EPS), de igual forma, un
bajo nivel socioeconémico y educativo. Estas caracteristicas empeoran la
problematica de la exposicion ocupacional a los SO, por lo tanto, se espera que al
dar a conocer los resultados de esta investigacion a la poblacion objeto de estudio,
mediante un curso taller, se genere un cambio de actitud en los pintores de carros
y se motive hacia una cultura de promocion de la salud y autocuidado en el lugar
de trabajo.

En este estudio el biomarcador utilizado fue el dafio en el ADN gendmico
identificado mediante el ensayo cometa alcalino de alta eficiencia (McNamee et
al., 2000), este es un biomarcador citogenético molecular de exposicion, rapido y

sensible que permite evaluar las lesiones primarias en el ADN (roturas de cadena
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sencilla y doble, y sitios labiles al alcali), causadas por la exposicién a sustancias
genotoxicas (Burlinson et al., 2007). Por lo tanto, ademas de cumplir el objetivo
general y los objetivos especificos, el presente estudio traté de corroborar que el
empleo del ensayo cometa de alta eficiencia en el biomonitoreo genético de
poblaciones expuestas ocupacionalmente a solventes organicos (SO), permite
evaluar de manera confiable los efectos genotoxicos tempranos (lesiones
primarias), inducidos por este tipo de exposicion. De acuerdo con lo anterior, se
podria proponer a este biomarcador y a esta nueva metodologia como
herramientas Utiles para ser implementadas en programas de Vigilancia
Epidemiolégica Ocupacional (VEO), tal y como lo menciona el Plan Nacional para
la Prevencion del Cancer Ocupacional en Colombia (Ministerio de la Proteccion
Social and Instituto Nacional de Cancerologia, 2009), con el propésito de
identificar agentes xenobidticos potencialmente cancerigenos en el lugar de

trabajo, como los SO.

En este investigacidbn se emplearon leucocitos para estimar el dafio en el ADN
genomico, debido a que son células centinelas que circulan por todo el cuerpo, se
encuentran en estado no proliferativo (fase G del ciclo celular) y tienen un largo
tiempo de vida media (hasta décadas), de manera que pueden acumular lesiones
primarias en el ADN gendmico por varios afios, tales como roturas de cadena
sencilla y doble, y sitios labiles al &lcali, las cuales pueden ser evidenciadas
mediante el ensayo cometa alcalino (Dusinska and Collins, 2008; Fracasso et al.,
2009).

Diferentes estudios de biomonitoreo genético en poblaciones expuestas
ocupacionalmente a solventes organicos (SO), han empleado el ensayo cometa
convencional (en portaobjetos de vidrio), para la estimacién del dafio en el ADN
genomico. Seis de estas investigaciones analizan el dafio gendmico de forma
cualitativa, por lo que se infiere que no utilizan un programa de analisis de

imagenes que disminuya el sesgo durante la medicién (Cassini et al., 2011;
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Heuser et al., 2005; Heuser et al., 2007; Martino-Roth et al., 2003; Moro et al.,
2012; Torres et al., 2008). También se observa que la mayoria de estudios utilizan
un tamafo muestral pequefio (menor a 50 individuos), lo que aumenta la
variabilidad entre los datos y disminuye el poder estadistico, segun las directrices
para el monitoreo de los efectos genotdxicos de carcinbgenos en seres humanos,
propuestas por Albertini y colaboradores (2000). Aunque para el caso especifico
de Colombia, existen tres reportes que evallan la exposicion ocupacional a SO
(Cardenas-Bustamante et al., 2007; Hoyos-Giraldo et al., 2009; Torres et al.,
2008), estos estudios presentan resultados contradictorios entre ellos. Por todo lo
anterior, se puede afirmar que existe una brecha en el conocimiento sobre la
identificacion del dafio genémico inducido por la exposicion ocupacional a SO,
mediante el ensayo cometa de alta eficiencia. Luego, fue pertinente realizar este

estudio en la poblacién de pintores de carros de la ciudad de Popayan.
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2. MARCO TEORICO

2.1 SOLVENTES ORGANICOS

Un solvente es un liquido simple o compuesto, que es volatil bajo aplicacion y
capaz de disolver un aglutinante, normalmente los solventes utilizados para la
preparacion de pinturas son de naturaleza organica (IARC, 2010). Los solventes
organicos (SO) son compuestos que comparten una estructura comun (al menos
un atomo de carbono y uno de hidrégeno), presentan bajo peso molecular,
naturaleza lipofilica, alta volatilidad y existen en forma liquida a temperatura
ambiente. Estos pueden ser agrupados en compuestos de cadena alifatica, tales
como n-hexano, y en compuestos aromaticos con un anillo de seis carbonos, tales
como el benceno o el xileno (Rutchik, 2012). Los SO mas comunes en las pinturas
son el tolueno, xileno, cetonas, alcoholes, ésteres y éteres de glicol. El benceno se
utiliz6 como solvente de pinturas en el pasado, pero actualmente sélo se
encuentra en pequefias cantidades en algunas pinturas basadas en solventes
derivados del petréleo (IARC, 1989). Este tipo de agentes quimicos son utilizados
de manera rutinaria en la industria por su capacidad para disolver aceites, grasas,
resinas, pinturas, caucho y plasticos (Rutchik, 2012), por esta razén, pueden

adquirirse en el comercio en diferentes presentaciones.

El thinner 0.14 es una mezcla compleja de solventes organicos comunmente
utiizado en Colombia por los pintores de carros. Segun un analisis de
cromatografia de gases PIANO realizado por Ecopetrol, el thinner 0.14 esta
compuesto por: tolueno 21.58%, isobutano 17.45%, m-xileno 15.77%, hexano
11.45%, nonano 8.58%, 2,3-dimetilhexano 6.76%, etilbenceno 8.01%, p-xileno
5.79%, octano 3.55%, o-xileno 0.48%, y aproximadamente 50 compuestos con

una masa menor al 1% (Hoyos-Giraldo et al., 2009).
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Algunos solventes organicos (SO) presentes en las pinturas son hidrocarburos
aromaticos como el etilbenceno, el tolueno y el xileno, éstos tienen un caracter
liposoluble y presentan propiedades nocivas para los seres humanos,
especialmente, debido a su afinidad por el tejido graso del sistema nervioso
central y periférico, y la médula 6sea (Fonseca Patifio et al., 2011). El efecto téxico
de un solvente organico, como de cualquier xenobidtico, depende de la dosis
sobre un blanco especifico, es decir, el tiempo y la concentracién del agente activo
en el sitio diana. La absorcion de estos compuestos se realiza principalmente a
través de la via pulmonar, dérmica y oral y esta relacionada con su solubilidad,
siendo los liposolubles, como los hidrocarburos aromaticos, los de mas facil
absorcién. Los SO ingresan a los pulmones via aérea y mediante accién alveolar
pasan a la sangre. Por otra parte, su absorcibn percutdnea se produce
principalmente a través de difusion pasiva, y la tasa de absorcion depende del flujo
sanguineo cutaneo. Una vez estos compuestos quimicos han ingresado al
organismo, interactian con las células diana, atraviesan la membrana celular y
posteriormente son metabolizados en el interior de las mismas (Lof and Johanson,
1998).

2.2 METABOLISMO DE LOS SOLVENTES ORGANICOS

Durante la fase | del metabolismo, los solventes organicos (SO) son oxidados por
enzimas de la superfamilia citocromo P450 (CYP) (Valentine et al., 1996). Durante
la fase Il, las enzimas pertenecientes a la superfamilia glutation-S-transferasas
(GST), transforman los intermediarios oxidados y altamente reactivos de los
solventes organicos en metabolitos menos reactivos para su facil excreciéon
(Kirsch-Volders et al., 2006). Entre los SO que componen el thinner 0.14 se
encuentra el tolueno, el metabolismo de este compuesto puede llevarse a cabo a
través de dos vias, mediante la via principal, el tolueno se oxida por la

transformacién del radical metilo a radical carboxilo, el cual es conjugado con
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glicina para formar acido hipurico y de esta forma se elimina en la orina. Mediante
la via menor, el anillo aromatico del tolueno se oxida formando orto-, meta- y para-
cresoles, los cuales son hidroxilados y transformados a metilhidroquinona y
metilbenzoquinona. Estas quinonas mediante procesos de oxido-reduccion
generan especies reactivas de oxigeno (EROs) que pueden ser la causa de estrés
oxidativo e inducir dafio oxidativo en el ADN (Murata et al., 1999). Ademas, la
oxidacion enzimatica del para-cresol genera un metiluro de quinona, que puede
inducir dafio en el ADN por alquilacion directa, formando aductos (Gaikwad and
Bodell, 2003).

Un proceso similar ocurre en el metabolismo del etilbenceno, el cual es
principalmente excretado a través de la orina como acido mandélico y é&cido
fenilglioxilico. En menor proporcion y mediante la oxidacion del anillo aromatico, el
etilbenceno se convierte en 2-etilfenol y en 4-etilfenol, éstos compuestos son
hidroxilados dando origen a etilhidroquinona y 4-etilcatecol respectivamente, los
cuales pueden generar EROs (IARC, 2000; Midorikawa et al., 2004). De acuerdo a
lo anterior, los efectos genotdxicos de los solventes organicos estan relacionados
con la union covalente de sus metabolitos al ADN (dafio alquilante) y la induccién

de EROs a partir de sus metabolitos (dafio oxidativo).

2.3 DANO EN EL ADN GENOMICO POR ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Uno de los mecanismos mas reconocidos de formacion de lesiones en el ADN
esta relacionado con el estrés oxidativo, causado por el aumento de especies
reactivas de oxigeno (EROSs) en el organismo, entre ellas el radical hidroxilo (-OH),
radical superéxido (O,"), peréxido de hidrégeno (H,0,) y el oxigeno singlete (*O,)
(Lee et al., 2004). Estas moléculas electrofilicas pueden unirse con el ADN a
través de enlaces covalentes, debido a su afinidad por los centros nucleofilicos de

las bases nitrogenadas que componen este acido nucleico, especialmente las
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purinas. Entre las especies reactivas de oxigeno, el radical hidroxilo (-OH) es
especialmente reactivo, éste reacciona con las purinas y pirimidinas del ADN por
adicion a enlaces dobles. Un ejemplo de este tipo de interaccién es la formacion
de la 8-oxo0-7,8-dihidroguanina u 8-oxoguanina (8-oxoGua), a partir de la
hidratacion del catidn radical de la guanina o adicion del -OH al carbono nimero 8
(C8) del anillo de imidazol de la misma (Cadet et al., 2003). Ademas, el -OH puede
abstraer un radical hidrogeno (H-) del grupo metilo de la timina y de cada uno de
los enlaces carbono-hidrogeno (C-H) de la 2’-desoxirribosa. A través de las
reacciones mencionadas anteriormente, se generan roturas de cadena sencilla y
doble, y sitios apurinicos y apirimidinicos (AP) en el ADN (Dizdaroglu, 2012; Evans
et al., 2004). Los sitios AP son labiles al alcali, por lo tanto en el proceso de
desnaturalizacién del ensayo cometa, realizado a un pH > 13, se inducen roturas

de cadena sencilla en el ADN a partir de éstos.

2.4 REPARACION POR ESCISION DE BASES

Los dafios ocasionados por las especies reactivas de oxigeno (EROs) y los
agentes alquilantes, son considerados como lesiones primarias que normalmente
son reparadas por el mecanismo de reparacién por escision de bases (REB), en
células en estado proliferativo. En términos generales, en este tipo de reparacion,
una ADN glicosilasa reconoce la base anormal y cataliza la escision hidrolitica del
enlace N-glicosil que une la base al azucar. Después de la generacién de un sitio
apurinico / apirimidico (AP), las enzimas AP endonucleasas y fosfodiesterasas
generan una brecha de un solo nucleétido que contiene un terminal hidroxilo 3’ y
uno fosfato 5’, lo que permite que una ADN polimerasa rellene el vacio con un
nuevo nucledtido. Por dltimo, una ADN ligasa sella la union (Norbury and Hickson,
2001).
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2.5 LESIONES PRIMARIAS Y CANCER

No siempre las lesiones primarias del ADN son reparadas eficientemente. En
ocasiones, polimorfismos en los genes que codifican las proteinas involucradas en
los procesos de reparacion, sumado a la exposicion cronica o aguda a
xenobidticos, deficiencias en la alimentacion, y la edad, conllevan a una
reparacion deficiente o no reparacion. Estas anormalidades traen consecuencias
biolégicas, en el mejor de los casos, las células optan por la via de muerte celular,
lo cual no representa un peligro para el organismo, pero también puede ocurrir que
irregularidades en los sistemas de reparacion del ADN y de muerte celular
permitan que las lesiones primarias en células proliferativas, se expresen como
mutaciones, las cuales son de caracter irreversible y se consideran como eventos
iniciales en el desarrollo de enfermedades asociadas con la inestabilidad

cromosomica, entre ellas el cancer (Dizdaroglu, 2005).

2.6 BIOMONITOREO Y BIOMARCADORES

El monitoreo biol6gico o biomonitoreo puede definirse como la medicién repetida y
controlada de marcadores quimicos o bioquimicos en los fluidos, tejidos u otras
muestras accesibles de sujetos expuestos en el pasado o en el presente a
factores de riesgo quimicos, fisicos o bioldgicos en el lugar de trabajo y/o el medio
ambiente en general. Segun el Instituto de Ciencias de la Salud y Medio Ambiente
(HESI, por sus siglas en inglés), el biomonitoreo puede ser usado para evaluar no
sélo la exposicion, sino también, el efecto y la susceptibilidad humana individual a
los factores de riesgo en el trabajo, por lo cual se ha convertido en una de las
areas mas activas en materia de investigacion sobre salud ocupacional (Manno et
al., 2010; Needham et al., 2007). Estas estimaciones se realizan a través de
biomarcadores, los cuales pueden ser definidos como una caracteristica que es

objetivamente medida y evaluada como un indicador de procesos bioldgicos
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normales, procesos patogénicos o respuestas farmacolégicas a una intervencion
terapéutica (He and Yu, 2010). Los biomarcadores también pueden ser
considerados como indicadores de eventos celulares y moleculares en los
sistemas biol6gicos que pueden aclarar las relaciones entre los riesgos
ambientales, los efectos en la salud humana y los procesos de enfermedad
(Dusinska and Collins, 2008).

2.7 ENSAYO COMETA

La técnica conocida actualmente como ensayo cometa comenzé a establecerse a
partir del protocolo propuesto por Ostling y Johanson (1984), en el cual utilizaban
la electroforesis en microgel para evaluar de manera sensible el dafio en el ADN
de células individuales. El protocolo consistia en embeber las células en agarosa
sobre un portaobjetos de vidrio, lisarlas, someter el ADN fragmentado a
electroforesis en condiciones neutras (pH 9.5) y tefiir con bromuro de etidio. Una
célula con migracion de ADN se asemeja a un cometa estelar con una
concentracion de material genético en la “cabeza” y un recorrido difuso de
migracion del ADN hacia el polo positivo (anodo) denominado “cola”, lo que indica
la induccion de dafio gendémico. Si la célula no ha sufrido dafio en el ADN, se
observa la acumulacion del material genético en un nucleo carente de membrana
nuclear, similar al nucleoide de células procariotas. Esta técnica bajo condiciones
de pH neutro, permite especialmente, la deteccion de roturas de cadena doble en
el ADN (Valverde and Rojas, 2009). Con el tiempo se realizaron algunas
modificaciones al protocolo inicial, es asi como Singh y colaboradores (1988),
utilizaron la electroforesis alcalina (pH > 13) para desnaturalizar el ADN y asi
detectar con mayor eficacia roturas de cadena sencilla y sitios labiles al alcali,

ademas de las roturas de cadena doble.
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Otra modificacion de la metodologia convencional cambia el uso de portaobjetos
de vidrio, en los que solo se podian depositar una o dos muestras, por una lamina
de poliéster flexible y transparente conocida como Gelbond que permite manipular
hasta 96 muestras al tiempo. Con el protocolo clasico cada placa de vidrio debia
ser procesada por separado, lo cual demandaba mucho tiempo y cuidado para
evitar sesgos de manipulacion, mientras que con el uso del Gelbond se aumenta
la eficiencia sin sacrificar la fiabilidad de la prueba (McNamee et al., 2000).
Asimismo, el empleo del Gelbond mejora la adhesion de la agarosa de bajo punto
de fusidén en la que son inmersas las células durante el desarrollo del ensayo
cometa, y disminuye background de la fluorescencia con bromuro de etidio, agente

intercalante utilizado para la coloracion del ADN (Andreoli et al., 1997).

El andlisis del dafio gendmico, expresado en la cola del cometa, se puede realizar
mediante métodos cualitativos o cuantitativos. Existen diferentes programas
informaticos que miden de forma cuantitativa la fluorescencia del dafio en el ADN
utilizando diversos parametros. Los tres pardmetros mas usados son la longitud de
la cola (TL), la intensidad relativa de fluorescencia de la cabeza y la cola
(normalmente expresado como porcentaje de ADN en la cola 0 %TDNA), y el
momento de cola (TM) que expresa el producto de la longitud de la cola por la
intensidad relativa de fluorescencia de la cabeza y la cola. El parametro mas (util
es el porcentaje de ADN en la cola, ya que tiene una relacion lineal con la
frecuencia de roturas, es relativamente poco afectado por valores extremos, y
permite la discriminacion de los dafios en el rango mas amplio posible (en teoria,
de 0 a 100%) (Collins, 2004).

El ensayo cometa ha sido cada vez mas utilizado para el biomonitoreo humano,
gracias a su capacidad para detectar diferentes tipos de dafio en el ADN de
células eucariotas expuestas a agentes genotdxicos, y a su facil aplicacion
(Albertini et al., 2000). Ademas, mediante investigaciones que evaltuan el dafio

gendmico después de una dosis de radiacion ionizante, se ha comprobado que los
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resultados del ensayo cometa pueden ser expresados como equivalentes Gy
(Gray), de esta forma se logra medir la frecuencia de roturas de cadena de ADN
por célula, teniendo en cuenta que 1 Gy de irradiacién X o y (gamma) produce
0.31 roturas por 10° Da de ADN celular (Collins et al., 2008). Asimismo, los
resultados de esta técnica se pueden correlacionar con otros ensayos para
aumentar su eficacia en la evaluacion del peligro que representa la exposicion a

diferentes agentes quimicos o fisicos (Valverde and Rojas, 2009).

2.8 ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS MOLECULARES Y PREVENCION DE
ENFERMEDADES

La epidemiologia molecular es un campo muy prometedor, puesto que dia a dia se
estdn desarrollando nuevas técnicas para hacer frente a la etiologia, la
susceptibilidad genética y los mecanismos relacionados con la induccion de
diferentes enfermedades. En estas investigaciones, el uso de biomarcadores
juega un papel clave debido a que aportan informacion que se puede utilizar para
predecir el desarrollo de diversas patologias y para ejecutar programas de
prevencion de las mismas (Bonassi and Au, 2002). Por consiguiente, estudios
epidemioldgicos moleculares en poblaciones expuestas a agentes genotoxicos,
como éste, permiten alertar, reflexionar y motivar a las instituciones
gubernamentales que controlan la salud de los trabajadores, hacia el disefio y
ejecucion de politicas y estrategias de promocion de la salud e intervencion
temprana, que eliminen o reduzcan la exposicibn ocupacional a agentes

potencialmente cancerigenos, como los solventes organicos.

26



3. ANTECEDENTES

Existen estudios que relacionan la exposicidbn a solventes organicos (SO) con
dafio en el ADN mediante biomarcadores diferentes al dafio en el ADN gendmico
determinado mediante el ensayo cometa. Hoyos y colaboradores (2009), por
ejemplo, asocian la exposicion ocupacional a SO en pintores de carros de la
ciudad Popayan, con un incremento en la frecuencia de Alteraciones
Cromosomicas (AC). Aksoy (2006) y Testa (2005) asocian la exposicion a estos
compuestos con un aumento en las frecuencias de AC, Intercambio de Croméatidas
Hermanas (ICH) y Micronacleos (MN). Por otra parte, Vitali (2006) reporta la
relacion entre la exposicion a los compuestos quimicos de las pinturas, con altos

niveles de metabolitos de los mismos, en la orina de individuos expuestos.

Al realizar una revision en algunas bases de datos como Science Direct, ISI Web
of Knowledge, Hinari y ProQuest, ademas de buscar a través de la herramienta de
Google Académico, se encontraron algunos articulos de biomonitoreo genético en
poblaciones expuestas ocupacionalmente a SO, que emplean el ensayo cometa
(ver cuadro 1). Sélo uno de los estudios encontrados reporta el uso del Gelbond,
sin embargo no siguen las directrices propuestas para la version de alta eficiencia
del ensayo cometa (Andreoli et al., 1997). Seis de ellos reportan el dafio genémico
de forma cualitativa (categorias de dafio), por lo tanto, se infiere que no utilizan un
programa de analisis de imagenes que disminuya el sesgo en la medicién (Cassini
et al., 2011; Heuser et al., 2005; Heuser et al., 2007; Martino-Roth et al., 2003;
Moro et al., 2012; Torres et al., 2008). Ademas, la mayoria utilizan un tamafio
muestral pequefio (menor a 50 individuos), lo que aumenta la variabilidad entre los
datos y disminuye el poder estadistico (Albertini et al., 2000). Por ultimo, dos
investigaciones no muestran una asociacion estadisticamente significativa entre la
exposicion a solventes organicos y el dafio en el ADN gendémico determinado por

el ensayo cometa (Cardenas-Bustamante et al., 2007; Pitarque et al., 1999).
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Cuadro 1. Estudios de biomonitoreo genético en poblaciones expuestas a solventes organicos, que utilizan

el biomarcador dafio en el ADN genémico evaluado mediante el ensayo cometa

Referentes: (40 3y 31 Q)

Linfocitos aislados.

POBLACION (# FACTOR DE DANO EN EL ADN GENOMICO MEDIANTE EL ENSAYO COMETA REFE-
EXPUESTOS/ # EXPOSICION PARAME- ASPECTOS RESULTADO ASOCIACION CON OTRAS VARIABLES RENCIA
REFERENTES) Y CELULAS (TIEMPO DE TRO(S) DE METODOLOGICOS
EXPOSICION) | MEDICION RELEVANTES
3 trabajadores en | Benceno ™ Uso de Gelbond Film, | 1 sig. en TM en | Habito de fumar y edad: no hay | (Andreoli
estaciones de gasolina en | (media = 0.3 pero no para la versién | expuestos  con | correlacién (datos no presentados) et al.,
Italia. mg/m?®) y del ensayo cometa de | respecto a 1997)
(12/12) metabolitos del alta eficiencia. referentes Consumo de alcohol y tiempo de
benceno. (p=0.028) exposicién: no se registraron estas
Linfocitos aislados. Registro de 100 variables.
(N.E.) nucleoides/ individuo.
Andlisis de imagenes
con Casys-Synoptics,
(Cambridge, UK).
Q trabajadoras en fabrica de | Tolueno, ™ y | Uso de portaobjetos. No diferencia sig. | Habito de fumar y edad: no hay influencia | (Pitarque
zapatos en Bulgaria. gasolina, %TDNA. (p>0.05) en el | de estas variables. et al.,
(34/19) acetona, Registro de 100 | TM 'y %TDNA 1999)
etilacetato y nucleoides/ individuo entre expuestos | Consumo de alcohol: no se registré esta
Fabrica A: 16 expuestas metilenedifenilo y referentes. variable
Fabrica B: 18 expuestas diisocianato Andlisis de imagenes
con Komet 3.0 (Kinetic Tiempo de exposicién: no fue analizada
Leucocitos aislados | (X + DE= 12.15 Image Analysis la influencia de este factor en el
criopreservados. + 9.88 afios) Company, UK) incremento de dafio genémico.
4y @ trabajadores en fabrica | Benceno, ™ Uso de portaobjetos. 1 sig en TM en | Habito de fumar: efecto independiente | (Zhu et al.,
de manufactura de | tolueno, xileno pintores sobre TM. 2001)
autobuses en China. y humo de Registro de 50 | (p=0.002),
(275/71) soldadura. nucleoides/ individuo trabajadores Consumo de alcohol y edad: el consumo
auxiliares de alcohol (p = 0.508) y la edad (p=0.185),
Expuestos: Andlisis de las | (p=0.011) y | no tuvieron efecto sobre el TM.
120 Soldadores (S), (X + DE, imégenes con software | mecanicos
30 mecanicos (M), S=16.7+10.2 Komet 4.0 (Kinetic | (p=0.044) con | Tiempo de exposicién: no correlacion
80 pintores (P) y M= 22.7+8.8 Image Analysis | respecto a | con el TM (r parcial = 0.023, p = 0.91)
45 auxiliares (A) P=16.1+9.1 Company, UK) referentes.
(200 3y 75 Q) A=19.7+8.8 Género: efecto marginal sobre TM (p =
afos) 0.059)

N.E.: no especifico; TM: momento de cola; % TDNA: porcentaje de ADN en la cola; 1 sig.: incremento significativo
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Cuadro 1. (Continuacion)

POBLACION (# FACTOR DE DANO EN EL ADN GENOMICO MEDIANTE EL ENSAYO COMETA REFE-
EXPUESTOS/ # EXPOSICION PARAME- ASPECTOS RESULTADO ASOCIACION CON OTRAS VARIABLES RENCIA
REFERENTES) Y CELULAS (TIEMPO DE TRO(S) DE METODOLOGICOS
EXPOSICION) MEDICION RELEVANTES
& trabajadores con maquinas | 1,1 bifenil; | TL Uso de portaobjetos. 1 sig (p<0.01) en | Habito de fumar: efecto no sig. en ambos | (Goud et
fotocopiadoras en India estirenos; TL de expuestos | grupos. al., 2001)
propilbenceno; Registro de 50 | con respecto a
(29/26) HPA,s nitrados, nucleoides/ individuo referentes Edad: no efecto sobre el dafio genémico
ozono y diéxido
Para estudios de reparaciéon | de nitrégeno. Medicion de la imagen | Disminucién en | Consumo de alcohol: no se registré esta
(20/10) con micréometro. la eficiencia de | variable.
(N.E.) reparacion en
Leucocitos de sangre total. expuestos  con
respecto a
referentes.
4 trabajadores en imprentas | Benceno %TDNA, TM | Uso de portaobjetos. 1 sig en %TDNA, | Habito de fumar y edad: no hay | (Sul et al,
de Korea del Sur. y OTM. TM y OTM en | correlacion. 2002)
(4 meses — 25 Registro de 100 | linfocitos B
(41/ 41) afos) nucleoides/ individuo (p=0.0001), Consumo de alcohol: no se registré esta
linfocitos T | variable
Linfocitos T/B (LT/LB) vy Analisis de imagenes | (p<0.05; excepto
granulocitos (G) aislados. con Komet 4.0 (Kinetic | TM, p=0.19), y | Tiempo de exposicién: no fue analizada
Image Analysis | granulocitos la influencia de este factor.
Company, UK) (p=0.0001) entre
expuestos  con
respecto a
referentes.
4y Q trabajadores en fabrica | Benceno (0.5 - ™ Uso de portaobjetos. 1 sig (p < 0.001) | Habito de fumar: 1 sig (P < 0.001) en TM | (Lam et al.,
de manufactura de | 3.2 mg/m®), en ™ en | de fumadores, respecto a no fumadores. 2002)
ascensores en China. Tolueno (1.2 - Registro de 50 | expuestos con
223  mg/m®), nucleoides/ individuo respecto a | Edad: no fue analizada la influencia de
(205/154) Xileno (0.5 - referentes. este factor.
12.0 mg/im® vy Andlisis de iméagenes
Expuestos: 137 'y 68 @ polvo (0.17 - con Komet 4.0 (Kinetic Consumo de alcohol 1 sig (P < 0.001) en
1.2 mg/m®) Image Analysis TM en consumidores de alcohol, respecto
Referentes: 115 &' y 39 @ Company, UK) a no consumidores, pero luego del ajuste
(oficinistas) (N.E)) para fumadores, esta diferencia no fue sig.

Linfocitos aislados.

Género: 1 sig. (P < 0.001) en T™M en &,
respecto a Q.

N.E.: no especifico; TL: longitud de la cola; % TDNA: porcentaje de ADN en la cola; TM: momento de cola; OTM: momento de cola olive; 1 sig.: incremento significativo
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Cuadro 1. (Continuacion)

POBLACION (# FACTOR DE DANO EN EL ADN GENOMICO MEDIANTE EL ENSAYO COMETA REFE-
EXPUESTOS/ # EXPOSICION PARAME- ASPECTOS RESULTADO ASOCIACION CON OTRAS VARIABLES RENCIA
REFERENTES) Y CELULAS (TIEMPO DE TRO(S) DE METODOLOGICOS
EXPOSICION) MEDICION RELEVANTES
4 Trabajadores en talleres | Solventes TL, Uso de portaobjetos 1 sig (p<0.001) | Habito de fumar: no se realiz6 el ajuste | (Martino-
de automoviles en Brasil. organicos y | Categorias en TL de | para andlisis estadistico. Roth et al.,
pinturas visuales de | 100 nucleoides/ | expuesto con 2003)
(20/20) dafio en el | individuo. respecto a | Edad, tiempo de exposicion y consumo
(7, rango) ADN (0-4) e referentes. de alcohol: no fue analizada la influencia
Expuestos: ID. Medicion de la imagen de estos factores.
10 pintores (P) (P = 12.3, 4-38 con micrémetro 1 sig (p<0.001)
10 renovadores de bateria | afios) en valores de ID
(RB) (RB = 10.2, 3- de expuestos con
38 afios) respecto a
Leucocitos de sangre total. referentes.
) trabajadores en | Tolueno, n- | Categorias Uso de portaobjetos 1 sig en el ID, LI | Habito de fumar y consumo de alcohol: | (Heuser et
manufactura de calzado, en | hexano, visuales de y FD obtenido en | no se realizé el andlisis estadistico por la | al., 2005)
Brasil, expuestos a dos tipos | acetona, dafio en el | 200 nucleoides/ | leucocitos de | baja frecuencia de fumadores y la no
de adhesivos: a base de | particulas de | ADN (0-4) | individuo. sangre total de | diferencia significativa entre grupos.
agua o ABA (16) y a base de | degradacion de | ID, LI, FD. expuestos a ABS
solventes 0 ABS (29) materiales Medicion de la imagen | con respecto a | Edad, tiempo de exposicién: no fue
con micrémetro. expuestos a ABA | analizada la influencia de estos factores.
(45/25) (X+DE= (p<0,001) y a
5.80+4.03 afios referentes
Leucocitos de sangre total. expuestos  a (p<0,05).
ABA)
(X+DE=
3.98+4.13 afios
expuestos a
ABS)
& trabajadores en refineria | Hidrocarburos TL Uso de portaobjetos 1 sig (p < 0.05) | Habito de fumar y edad: no hay | (Roma-
de petréleo en Portugal derivados  del de TL en el grupo | correlacion. Torres et
petréleo Registro de 100 | expuesto, con al., 2006)
(48/30) (benceno, nucleoides/ individuo. respecto al | Consumo de alcohol: no se registré esta
tolueno, xileno) referente. variable.

Leucocitos aislados.

(N.E)

Analisis de imagenes

con QWIN Comet
software (Leica
Imaging Systems,

Cambridge, UK)

Tiempo de exposicion: correlacién entre
tiempo de exposicién (> 19 afios), y el 1 TL
(r=0.34; p<0.01).

N.E.: no especifico; TL: longitud de la cola; ID: indice de dafio; LI: longitud de la imagen del cometa; FD: frecuencia de dafio; 1 sig.: incremento significativo
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Cuadro 1. (Continuacion)

POBLACION (# FACTOR DE DANO EN EL ADN GENOMICO MEDIANTE EL ENSAYO COMETA REFE-
EXPUESTOS/ # EXPOSICION PARAME- ASPECTOS RESULTADO ASOCIACION DEL DANO GENOMICO RENCIA
REFERENTES) Y CELULAS (TIEMPO I?E TRO(S) DE METODOLOGICOS CON OTRAS VARIABLES
EXPOSICION) MEDICION RELEVANTES
4 y @ trabajadores en la | Tolueno, n- | Categorias Uso de portaobjetos 1 sig (P < 0,001). | Habito de fumar: no se analiz6 por la baja | (Heuser et
manufactura de calzado en | hexano, visuales de en ID y FD en | frecuencia de fumadores y la no diferencia | al., 2007)
Brasil acetona, dafio en el | Registro de 200 | leucocitos de | sig. entre grupos.
(39/55) particulas de | ADN (0-4), | nucleoides/ individuo. sangre total de
polvo, y | IDyFD. expuestos con | Edad y Género: no fue analizada la
Expuestos: producto de respecto a | influencia de estos factores.
313y8¢9 degradacion de referentes, tanto
materiales. para hombres | Consumo de alcohol: no se registré esta
Referentes: como para | variable.
44 3y11Q (X+DE= 4.78+ mujeres.
6.18 afos) Tiempo de exposicién: no fue analizada
Leucocitos de sangre total. la influencia de este factor.
4 y @, trabajadores de | Benceno, TL Uso de portaobjetos No diferencia sig. | Tiempo de exposicién, habito de fumar, | (Cardenas-
fabricas de pinturas en | tolueno, xileno en el valor de TL | edad, género, y consumo de alcohol: Bustamant
Bogota, Colombia. (contenidos en 100 nucleoides/ | entre expuestos | Aunque hubo comparaciéon entre grupos, | e et al,
pinturas), individuo y referentes en | no fue analizada la influencia de estos | 2007)
(33/28) thinner, varsol y sangre total. factores.
boxer. Medicion de la imagen
34 3y279Q con micrémetro No diferencia sig.
(minimo 6 en el valor de TL
Leucocitos de sangre total y | meses) entre expuestos
Linfocitos aislados. y referentes en
linfocitos
aislados.
4 y @, trabajadores de | Benceno, TL y | Uso de portaobjetos 1 no sig. (p=0.62) | Tiempo de exposicion y habito de | (Torres et
fabricas de pinturas en | tolueno, xileno | categorias en TL, pero 1 | fumar: no fue analizada la influencia de | al., 2008)
Bogota, Colombia. (contenidos en | visuales de | Medici6on de laimagen | sig. (p=0.0007) | este factor.
las  pinturas), | dafio en el | con micrometro. en el % de
(30/60) thinner, varsol y | ADN. células con dafio | Edad, género, consumo de alcohol:
boxer. medio  (19,0%) | aunque hubo comparacién entre grupos,
Expuestos: en expuestos | no fue analizada la influencia de estos
273y39 (minimo 6 con respecto a | factores.
meses) referentes.
Referentes:
383y 229

Leucocitos de sangre total.

ID: indice de dafio; FD: frecuencia de dafo; TL: longitud de la cola; 1 sig.: incremento significativo
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Cuadro 1. (Continuacion)

POBLACION (# FACTOR DE DANO EN EL ADN GENOMICO MEDIANTE EL ENSAYO COMETA REFE-
EXPUESTOS/ # EXPOSICION PARAME- ASPECTOS RESULTADO ASOCIACION DEL DANO GENOMICO RENCIA
REFERENTES) Y CELULAS (TIEMPO I?E TRO(S) DE METODOLOGICOS CON OTRAS VARIABLES
EXPOSICION) MEDICION RELEVANTES
4 trabajadores de la | Humo de | %TDNA Uso de portaobjetos 1 sig en %DNAT | Habito de fumar: 1 sig en %TDNA | (Sardas et
construccion de edificios en | soldadura, (p<0.01) en | (p<0.01) de fumadores expuestos con | al., 2010)
Turquia. plomo Registro de 100 | expuestos con | respecto a referentes.
contenido  en nucleoides/ individuo. respecto a
(52/26) las pinturas a referentes. Edad: no fue analizada la influencia de
base de Anélisis de las este factor.
Soldadores: 26 solventes imagenes con 1 sig en %DNAT
Pintores: 26 orgéanicos. BAB Bs200Pro Image | (p< 0.01) en | Consumo de alcohol: no se registré esta
Processing and | soldadores con | variable.
Linfocitos aislados. (minimo 3 Analysis System of | respecto a
afos) BAB Muh., Turkey. pintores. Tiempo de exposicion: no diferencia sig.
en %TDNA en pintores ni en soldadores
(p=0.571).
4 operarios en industria | Benceno %TDNA, TL, | Uso de portaobjetos 1 sig (p<0.02) en | Habito de fumar: (Fracasso
petroquimica (OIP), TMy FD. TM, %TDNAy TL | No interfiere con los resultados en ninguno | et al.,
estaciones de servicio (OES) Registro de 100 | de OES, e 1 sig. | de los grupos. 2010)
y mantenimiento de bombas | (X + DE: nucleoides/ individuo. (p<0.0001) en
de gasolina (TMBG), en | OIP= TM y TL de OIP, | Consumo de alcohol: No se registr6 esta
Italia. 25.36+6.12; El analisis de | con respecto a | variable.
(82/51) OES= imagenes mediante | referentes.
14.20+14.13; software. Tiempo de exposicién y edad:
33 (OIP), 28 (OES), 21 | TMBG= 1 sig (p<0.0001). | No fue analizada la influencia de estos
(TMBG) 10.68+10.39 en FD en OIP | factores.
afios) con respecto a
Leucocitos de sangre total. referentes.
d pintores de una industria | Tolueno, xileno, | Categorias Uso de portaobjetos 1 sig (p < 0.05) | Habito de fumar: no incluyen fumadores. (Cassini et
metalmecénica en Brasil etilbenceno, visuales de en ID de al., 2011)
butilacetato, dafio en el | Registro de 100 | expuestos Edad: correlacion positiva entre el ID en el
(33/29) etilacetato, ADN (0-4) e | nucleoides/ individuo. (muestras del | ADN y la edad (muestras Viernes, r =
metil-isobutil- ID. viernes), con | 0,371, p=0,034).
Leucocitos de sangre total | cetona, respecto a
obtenida durante una | acetona. referentes. Consumo de alcohol y tiempo de
semana de trabajo (lunes en exposicién: no fue analizada la influencia
la mafana y viemes en la | (X + EE: de estos factores.
noche) 9.10 £1.35)

%TDNA: porcentaje de ADN en la cola; TL: longitud de la cola; TM
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Cuadro 1. (Continuacion)

Leucocitos de sangre total.

(X + DE= 46.15
+9.94 meses)

0.05).

Tiempo de exposicion: correlacion con ID
(r2 = 0.55; p < 0.001).

POBLACION (# FACTOR DE DANO EN EL ADN GENOMICO MEDIANTE EL ENSAYO COMETA REFE-
EXPUESTOS/ # EXPOSICION PARAME- ASPECTOS RESULTADO ASOCIACION DEL DANO GENOMICO RENCIA
REFERENTES) Y CELULAS (TIEMPO I?E TRO(S) DE METODOLOGICOS CON OTRAS VARIABLES
EXPOSICION) MEDICION RELEVANTES
4 pintores de carros en | Solventes ™ Uso de portaobjetos 1 sig (p<0.05) en | Habito de fumar: no se realizé andlisis por | (da Silva et
Brasil organicos y TM de expuestos | baja frecuencia de fumadores. al., 2012)
pinturas 50 nucleoides/ | con respecto a
(24/19) individuo referentes. Edad, tiempo de exposicion: no fue
(46 h por analizada la influencia de estos factores.
Leucocitos de sangre total. semana, X= 25 Andlisis de imagenes
afios) con Comet assay |l Consumo de alcohol: no se incluyeron
(Perceptive bebedores habituales y no se analizé la
Instruments,  Suffolk, influencia de este factor.
Haverhill, UK)
& pintores industriales en | Tolueno y | Categorias Uso de portaobjetos 1 sig (p < 0.001) | Habito de fumar y consumo de alcohol: | (Moro et
Brasil. solventes  de | visuales de en ID de | no diferencia sig. con respecto al dafo | al., 2012)
pinturas dafio en el | Registro de 100 | expuestos  con | genomico.
(34/27) ADN (0-4) e | nucleoides/ individuo respecto a
ID. referentes. Edad: correlacién con ID (* = 0.27; p <

TM: momento de cola; ID: indice de dafio; 1 sig.: incremento significativo
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Estimar el dafio gendmico en leucocitos de sangre periférica en una poblacion

expuesta ocupacionalmente a solventes organicos en la ciudad de Popayan.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el dafio gendmico en leucocitos de sangre periférica (porcentaje de ADN
en la cola y momento de cola), en el grupo expuesto ocupacionalmente a
solventes organicos y el grupo referente (no expuesto), mediante el ensayo

cometa de alta eficiencia.

Asociar el dafio gendmico en leucocitos de sangre periférica (porcentaje de ADN
en la cola y momento de cola), con el tiempo de exposicidon, en el grupo expuesto

ocupacionalmente a solventes organicos.

Asociar el dafio genémico en leucocitos de sangre periférica (porcentaje de ADN
en la cola y momento de cola), con la edad y el consumo de alcohol, en el grupo
expuesto ocupacionalmente a solventes organicos y el grupo referente (no

expuesto).
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5. MARCO METODOLOGICO

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Este es un estudio epidemiolégico molecular de corte transversal, analitico,
observacional, en un grupo de individuos expuestos ocupacionalmente a solventes
organicos y un grupo de individuos referentes (no expuestos), en la ciudad de

Popayan.

5.2 POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

La poblacion objeto de estudio fue grupo de pintores de carros de la ciudad de
Popayan, expuestos ocupacionalmente a solventes orgénicos, y que habian
participado anteriormente en otros estudios de biomonitoreo genético realizados
por el Grupo de Investigacidn en Toxicologia Genética y Citogenética de la
Universidad del Cauca. La muestra estuvo integrada por 52 individuos expuestos a

solventes organicos y 52 individuos referentes (no expuestos).

5.3 HIPOTESIS

La hipétesis planteada en el presente estudio fue: si la exposicion ocupacional a
solventes orgéanicos induce dafio en el ADN gendmico, se espera que el valor de
la mediana de dafio en el ADN gendmico (expresado como porcentaje de ADN en
la cola y momento de cola) en leucocitos humanos del grupo de individuos
expuestos ocupacionalmente a solventes organicos, sea significativamente mayor
que el valor de la mediana de dafio en el ADN gendmico estimado para el grupo

de individuos referentes (no expuestos) (Hi). De lo contrario, el valor de la
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mediana de dafio en el ADN gendmico (expresado como porcentaje de ADN en la
cola y momento de cola) en leucocitos humanos del grupo de individuos expuestos
ocupacionalmente a solventes organicos, serd igual o menor que el valor de la
mediana de dafio en el ADN gendmico estimado para el grupo de individuos

referentes (no expuestos) (Ho).

5.4 DEFINICION DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO

Luego de identificar el problema, se definieron y clasificaron las variables (ver

cuadro 2) para plantear los objetivos de esta investigacion.

Cuadro 2. Clasificacion de las variables del estudio

Variable Tipo de Naturaleza | Escala Niveles Dato Medida de
variable de me- Frecuencia
dicién 0 Resumen
Exposicién | Independiente | Cualitativa | Nominal | 1. Expuesto Si/No Frecuencia
2. No absoluta
expuesto
Edad Independiente | Cuantitativa | Razén Afos Afios Media
aritmética
Tiempo de | Independiente | Cuantitativa | Razén Afos Afos Media
Exposicién aritmética
Uso de Independiente | Cualitativa | Nominal | 1. Uso Si/No Frecuencia
Equipos de 2. No uso absoluta y
Proteccion relativa
Respirato-
ria (EPRS)
Consumo Independiente | Cualitativa | Nominal | 1. Consumidor | Si/No Frecuencia
de alcohol 2. No absoluta y
consumidor relativa
Dafio basal | Dependiente | Cuantitativa | Razon NA % ADN Mediana
en el ADN en la cola
gendémico Momento | Mediana
de cola
NA = No aplica
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5.5 SELECCION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Para seleccionar a los individuos que participaron en el estudio, primero se acordo
su participacion voluntaria, luego se les realizé una encuesta, mediante la cual se
obtuvo informacion personal sobre el estado de salud, estilo de vida, antecedentes
familiares y de exposicion a los solventes organicos. De acuerdo con los datos
obtenidos en la encuesta y segun los criterios de inclusion y de exclusion, se
conformé una muestra poblacional integrada por un grupo de 52 individuos
expuestos a solventes organicos, los cuales fueron emparejados por edad (+ 2

afios) con un grupo de 52 individuos referentes (no expuestos).

5.5.1 Criterios de inclusiéon y de exclusién. Los criterios de inclusion que se
tomaron en cuenta para la seleccién de los grupos de estudio, tanto del grupo
expuesto como del referente (no expuesto), fueron: ser individuos saludables con
edad entre 18-50 afios. Ademas, para los individuos que hicieron parte del grupo

expuesto, tener un tiempo de exposicién a solventes organicos minimo de 5 afios.

Los criterios de exclusion, tanto para el grupo expuesto como el grupo referente
(no expuesto), fueron: ser fumadores o ex fumadores, estar bajo tratamientos de
quimicos o de radioterapia, y haber recibido radiaciéon a rayos X en un tiempo
menor o igual a 4 meses antes de tomar la muestra de sangre. Asimismo, para los
individuos que hicieron parte del grupo referente (no expuesto), haber estado

expuestos a solventes organicos en el lugar de trabajo.

5.6 CONSIDERACIONES ETICAS

A los individuos seleccionados para esta investigacion se les informé sobre el

objetivo, el propdsito, los posibles riesgos, los beneficios y el impacto social del
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estudio, para qué se utilizarian sus muestras biolégicas, y el manejo confidencial
de los datos que suministraron. Ademas, se les indico que las muestras de sangre
serian tomadas por personal capacitado y se les advirtio sobre los posibles riesgos
durante y después de la toma de la muestra. Luego de brindarles esta informacion,
los individuos firmaron voluntariamente el consentimiento informado para participar
en el macro proyecto: “Identificacion del dafio oxidativo o alquilante en el ADN de
linfocitos de personas expuestas a solventes orgénicos en el departamento del
Cauca”, el cual cuenta con el aval del Comité de Etica para la Investigacion
Cientifica de la Universidad del Cauca y de la Universidad del Valle. Este
consentimiento cumple con las normas cientificas, técnicas y administrativas, y
con los principios éticos para la investigacion médica en humanos, propuestos
tanto a nivel nacional, Resolucién niamero 8430 de 1993 (Ministerio de Salud,
1993), como a nivel internacional, Declaracion de Helsinki (World Medical
Association, 2008).

5.7 TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE Y AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS

Las muestras de sangre fueron colectadas de forma aséptica, por personal
capacitado, en horas de la mafiana (8:00 — 11:00 AM), para evitar la posible
sobreexpresiéon de dafio en el ADN genémico a causa de una jornada laboral larga
con actividad fisica constante (Mastaloudis et al., 2004). Se colectaron 5 mL de
sangre por venopuncidbn en vacutainers con el anticoagulante EDTA,
posteriormente, las muestras fueron transportadas en cadena de frio al
Laboratorio del Grupo de Investigacion en Toxicologia Genética y Citogenética
(GTGC) de la Universidad del Cauca, donde se aislaron los leucocitos de cada

individuo, mediante gradiente de densidad empleando histopaque.
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5.8 ENSAYO COMETA ALCALINO DE ALTA EFICIENCIA

El protocolo basico que se usO para el desarrollo del ensayo cometa fue el
propuesto por Singh (1988), utilizando un pH>13, con algunas modificaciones para
un estudio de biomonitoreo genético (Collins and Dusinska, 2002; Dusinska, 2000;
Rojas et al., 1999) y el procedimiento en laminas de Gelbond para aumentar la

eficiencia de la prueba (McNamee et al., 2000).

5.8.1 Cultivo y tratamiento de leucocitos para establecimiento de los
controles positivo y negativo del ensayo cometa. Un dia antes de iniciar el
ensayo cometa, se realizaron cultivos de leucocitos aislados de un individuo
saludable de 23 afios de edad, seleccionado segun los criterios de exclusion. Para
establecer los cultivos se sembraron en un microplato de 96 pozos
aproximadamente 3.0 x 10* leucocitos/pozo, en un volumen final de 170 pL de
Medio RPMI 1640 suplementado con Suero Bovino Fetal, L-Glutamina y
Fitohemaglutinina. Luego de 24 horas de cultivo, los leucocitos fueron tratados con
Per6oxido de Hidrégeno (H.O,, 40 uM) y Etilmetanosulfonato (EMS, 2.24 mM),
ambas sustancias de reconocida actividad genotoxica (De Boeck et al., 2000;
Fairbairn et al., 1995), e incubados por 30 minutos y dos horas respectivamente, a
37 °C. Los leucocitos tratados fueron empleados como controles positivos,
mientras que los leucocitos suspendidos en buffer fosfato salino (PBS), se
utilizaron como control negativo. Después del tratamiento e incubacion, las células

fueron lavadas con PBS.

5.8.2 Determinacién de la viabilidad celular. En este estudio se determiné la
viabilidad celular mediante la prueba de exclusién celular con azul de tripano, para

ello se mezclaron en proporcion 1:1, azul de tripano (0.1% V/V) y suspension de
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leucocitos, tanto de los controles positivo y negativo del ensayo cometa, como de

las muestras de individuos del grupo expuesto y del referente (no expuesto).

5.8.3 Ensayo cometa alcalino de alta eficiencia. Para el ensayo cometa,
primero se distribuyeron en un microplato de 96 pozos aproximadamente 1.0 x 10*
leucocitos en suspension por pozo, tanto de los individuos objeto de estudio como
de los leucocitos tratados con H,O, y EMS (controles positivos) y los suspendidos
en PBS (control negativo). Cada suspension de leucocitos se mezcld con 90 uL de
agarosa de bajo punto de fusién (LMA) a 37 °C. Se tomaron y depositaron 5 uL de
cada mezcla sobre una lamina de Gelbond (15 cm x 11 cm), colocada sobre una
placa de aluminio fria. En la ldmina se depositaron las muestras de 12 individuos
del grupo expuesto y 12 individuos del grupo referente (no expuesto), con dos
réplicas por individuo; asimismo, las muestras de los controles positivos y
negativo, con 4 réplicas por control (ver figura 1). Luego, la lamina de Gelbond se
mantuvo en refrigeracion por 10 minutos a 4 °C, para solidificar la agarosa y

formar un gel en el que quedaron inmersas las células (microgel).

Posteriormente, la lamina del Gelbond se sumergié en un buffer de lisis (pH=10,
NaCl 2.5M, Na;EDTA 100 mM, Trizma base 10 mM, DMSO 10%, Tritbn X-100
1%) durante una noche a 4 °C y en completa oscuridad. Al dia siguiente, la lamina
se lavo con PBS frio por 5 minutos, se llevé a una camara electroforética, se
sumergi6 en buffer de electroforesis (pH>13; NaOH 10 N, EDTA 200 mM) por 40
minutos a 4 °C, y se corrié una electroforesis durante 30 minutos (28 V; 390 mA).
Después, la lamina se lavé 3 veces con buffer de neutralizacion (pH=7.5, Tris
base, 0.4 mM) a 4 °C y se fijaron los microgeles con etanol (100%) frio. Luego, el
Gelbond se guardd a temperatura ambiente hasta la realizacién del registro y

analisis de los nucleoides.
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Figura 1. Disefio de la distribucién de las muestras en microplatos y Gelbond

12 INDIVIDUOS EXPUESTOS 12 INDIVIDUOS REFERENTES
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Borde del microplato sin muestra

Montaje utilizado para el procesamiento de 60 muestras pertenecientes a 12 individuos
expuestos, 12 individuos referentes (2 réplicas por cada individuo) y los controles
positivos y negativo del ensayo cometa (4 réplicas por cada control). Los microgeles del
borde de la lamina de Gelbond se formaron con agarosa LMA sin leucocitos.

Para el registro de los nucleoides, los microgeles se hidrataron por 20 minutos con
agua destilada fria y se tifieron con 5 uL de Bromuro de Etidio (20 ug/mL) por un
minuto. Se registraron las imagenes de 50 nucleoides por cada microgel con la
camara Nikon, el programa NIS Elements 3.2 y el microscopio de Fluorescencia
Nikon (filtro de excitacion BP 546/10 nm, filtro de barrido de 590 nm, ldmpara de
mercurio). El analisis de las imagenes se realizo con el programa Komet 6.0, y los
pardmetros seleccionados para cuantificar el dafio en el ADN gendémico fueron el
porcentaje de ADN en la cola (% TDNA) y el momento de cola (TM) (ver figura 2).
El procedimiento del cometa solo fue considerado exitoso, si luego de la
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electroforesis no se observo corrimiento del ADN en el control negativo y si por el
contrario, se evidencio corrimiento del ADN (dafio en el ADN genomico) en los

controles positivos.

Figura 2. Metodologia para el establecimiento del ensayo cometa de alta
eficiencia

a) Deposito de la mezcla (LMA més suspension celular) sobre el Gelbond; b) Montaje
para lisis celular; ¢) Cémara electroforética para realizar el desenrollamiento y
electroforesis del ADN; d) Registro de nucleoides con microscopio de fluorescencia; e)
Nucleoide coloreado con Bromuro de Etidio; f) Analisis de imagenes con el programa
Komet 6.0.
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5.9 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

En este estudio la unidad de muestreo fue el individuo, para cada uno de ellos se
realizaron dos replicas, se registraron 50 nucleoides por réplica (100 por individuo)
segun lo propuesto por Collins (2004), luego se hallé la media aritmética de los
100 datos para obtener un valor promedio por individuo. Posteriormente, se aplico
la prueba de Kolmogérov-Smirnov para determinar si los datos se ajustaban a la
distribucion normal y la prueba de Levene para identificar si existia homogeneidad
de varianzas. Como los datos no se ajustaron a la distribucion normal se utilizé la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para identificar la asociacion entre las
variables exposicién y dafio en el ADN genomico. Las medidas de resumen
empleadas para reportar los datos fueron la mediana, como medida de tendencia

central y el error estandar, como medida de dispersion.

Los datos relacionados con la edad y el tiempo de exposicion fueron resumidos
mediante la media aritmética. Luego se empled la prueba t de Student para
comparar el grupo expuesto con el grupo referente (no expuesto), de acuerdo con
la edad. La informacion relacionada con el uso de equipos de proteccion
respiratoria y el consumo de alcohol fue expresada en frecuencias absoluta y
relativa, y se comprobo si existia diferencia entre los grupos de estudio de acuerdo
con el consumo de alcohol mediante la prueba de Chi cuadrado.

Finalmente, se determind la relacion entre los parametros de dafio gendémico
(%TDNA y TM) y las variables cuantitativas tiempo de exposicion y edad de los
individuos expuestos, mediante la prueba de correlacion de Spearman. También
se calculd la relacion entre los parametros de dafio gendmico (%TDNA Yy TM) y la
variable cualitativa consumo de alcohol de la muestra poblacional, a través de la
prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Todo el procesamiento de datos y
analisis estadistico se realizo con el software SPSS 11.5, ademas se utilizé un

valor alfa de 0.05 y una potencia estadistica del 80%.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

La muestra poblacional estuvo integrada por 104 hombres sanos de la ciudad de
Popayan, el grupo expuesto conformado por 52 pintores de carros expuestos
ocupacionalmente a solventes organicos (SO), y el grupo referente (no expuesto),
por 52 individuos. Las caracteristicas demograficas de ambos grupos se muestran
en la tabla 1, en ella se puede apreciar que no hubo diferencia estadisticamente
significativa (p > 0.05) en el promedio de edad entre los dos grupos de estudio.
Los pintores de carros estuvieron expuestos a solventes organicos por un tiempo
promedio de 19 afios con un rango entre 5 a 38 afios, todos ellos manifestaron no
usar traje, gafas y guantes protectores contra la exposicién. Sin embargo, el
40.4% de los pintores utilizaban equipos de proteccion respiratoria (EPR), en este
caso, mascaras para gases y vapores con filtros de carbon activo, aunque

manifestaron no cambiar los filtros con regularidad.

En cuanto a factores relacionados con el estilo de vida, los individuos de la
muestra poblacional presentaron caracteristicas similares respecto al estrato
socioeconémico y la dieta (datos no mostrados). Ademas, el 73.1% de los
individuos del grupo referente (no expuesto), manifestaron ser consumidores no
habituales de alcohol y el 26.9% no consumidores, las mismas cifras se pueden
apreciar para el grupo expuesto, por lo tanto no hubo diferencia significativa (p >
0.05) entre ambos grupos respecto al consumo de alcohol. Con relacién al habito
de fumar, en este estudio se excluyeron a los individuos fumadores, debido a que
esta variable es considerada como un posible factor de confusién en estudios de

biomonitoreo genético.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion objeto de estudio,

grupo referente (no expuesto) y grupo expuesto a solventes organicos

Caracteristicas Grupo referente Grupo expuesto p

(n =52) (n =52)
Edad (afios, promedio * EE) 40.15+1.24 39.54+£1.22 0.724%
Tiempo de exposiciéon - 19.10+1.20

(afios, promedio + EE)

Uso de equipos de
proteccion respiratoria, n (%)

No uso - 31 (59.6)

Uso - 21 (40.4)

Consumo de alcohol, n (%)

No consumidores 14 (26.9) 14 (26.9)

Consumidores 38 (73.1) 38 (73.1) 1.000°

EE: Error Estandar; n: nimero total de individuos; (%): porcentaje por grupo.
a. Mediante la prueba t de Student.
b. Mediante la prueba de Chi cuadrado.

6.2 DANO GENOMICO EN LEUCOCITOS POR EXPOSICION OCUPACIONAL A
SOLVENTES ORGANICOS

El dafio en el ADN gendmico fue cuantificado a través de los parametros
porcentaje de ADN en la cola (%TDNA) y momento de cola (TM). La tabla 2
muestra una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) entre el valor
promedio de %TDNA y TM en leucocitos del grupo de pintores expuestos a
solventes organicos y el valor promedio estimado para el grupo referente (no
expuesto). Esta diferencia en el ADN gendmico también se puede apreciar

cualitativamente en la figura 3.
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Tabla 2. Porcentaje de ADN en la cola (%TDNA) y momento de cola (TM) en
leucocitos de individuos del grupo referente (no expuesto) y del grupo

expuesto a solventes organicos

Grupo n %TDNA p ™ p
Referente 52 7.29+0.31 0.061 + 0.004
Expuesto 52 11.09 + 0.65 <0.001% 0.101 +£0.011 <0.001%

Los valores son expresados como mediana + Error Estandar.
a. Mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Figura 3. Imagenes de nucleoides, coloracién con Bromuro de Etidio,

microscopio de fluorescencia (400x)

a) Nucleoides de un individuo del grupo referente (no expuesto) con un dafio basal en el
ADN genomico; b) Nucleoides de un individuo del grupo expuesto con una mayor

expresion del dafio en el ADN gendmico.
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6.3 ASOCIACION ENTRE EL DANO EN EL ADN GENOMICO, LA EDAD, EL
TIEMPO DE EXPOSICION Y EL CONSUMO DE ALCOHOL

Como lo muestra la tabla 3, no se encontr6 asociacion estadisticamente
significativa (p > 0.05; correlacion de Spearman) entre el dafio en el ADN
genomico, expresado como porcentaje de ADN en la cola (% TDNA) y momento de

cola (TM), la edad y el tiempo de exposicion a los solventes organicos.

Tabla 3. Asociacion entre el dafio en el ADN gendmico, la edad y el tiempo de

exposicion, mediante la correlacién de Spearman

Parametro de dafio en el Edad Tiempo de exposicidn
ADN gendmico
r«=-0.011 rs =0.120
Porcentaje de ADN en la p=0.913 p =0.398
cola (%TDNA) n=104 n=>52
rs = 0.031 rs=0.176
Momento de cola (TM) p=0.754 p=0.213
n =104 n =52

rs: coeficiente de correlacion de Spearman; p: significancia estadistica; n: nimero total de
individuos.

Asimismo, como lo indica la tabla 4, el consumo de alcohol no estd asociado
significativamente (p > 0.05) con el dafio en el ADN gendmico (%TDNA y TM) de
los individuos tanto del grupo referente (no expuesto) como del grupo expuesto.
Luego, la edad, el tiempo de exposicidon a los solventes y el consumo de alcohol,
son variables independientes que no influyen sobre la expresion del dafio en el
ADN gendmico, por lo tanto, en este estudio el dafio en el ADN esta asociado

principalmente con la exposicion ocupacional a los solventes organicos.

47



Tabla 4. Porcentaje de ADN en la cola (%TDNA) y momento de cola (TM) en
leucocitos de individuos del grupo referente (no expuesto) y del grupo

expuesto a solventes orgénicos, con relacién al consumo de alcohol

Grupo n %TDNA p T™M p
Referente

No consumidores 14 7.89+0.72 0.059+0.009
Consumidores 38 7.27+0.33 0.398* 0.061+0.004 0.757%
Expuesto

No consumidores 14 12.55+1.15 0.120£0.020
Consumidores 38 11.00+0.78 0.621*  0.094+0.013 0.529?

Los valores son expresados como mediana + Error Estandar.
a. Mediante la prueba U de Mann-Whitney.
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7. DISCUSION

En el municipio de Popayan (Cauca), se observé un gran numero de individuos
que laboran como pintores de carros, la mayoria de ellos pertenecen al sector
informal de la economia, por lo tanto no estan incluidos en un sistema de
Vigilancia Epidemiologica Ocupacional (VEO). Este estudio epidemiologico
molecular tuvo como objetivo: “estimar el dafio gendmico en leucocitos de sangre
periférica en una poblacion expuesta ocupacionalmente a solventes organicos en
la ciudad de Popayan”, el cual es concordante con la meta del Plan Nacional para
la Prevencion del Cancer Ocupacional en Colombia, propuesto por el Ministerio de
la Proteccion Social y el Instituto Colombiano de Cancerologia (2009), quienes
manifiestan que la ausencia o0 deficiencia de indicadores bioldgicos
(biomarcadores) de exposicion o de efecto en trabajadores expuestos a agentes
carcindgenos, es una de las limitaciones en la identificacion de la presencia de

factores de riesgo causal-ocupacional en el lugar de trabajo.

Algunos estudios de biomonitoreo han empleado biomarcadores clasicos de
efecto, como Alteraciones Cromosomicas, Intercambio de Cromatides Hermanas y
Micronucleos, para evaluar la exposicion ocupacional a solventes organicos (SO) y
pinturas (Gajalakshmi et al., 2002a; Gajalakshmi et al., 2002b; Hoyos-Giraldo et
al., 2009; Pinto et al.,, 2000; Testa et al., 2005). Aunque las investigaciones
mencionadas anteriormente brindan una valiosa informacién, puesto que asocian
la exposicion ocupacional a SO con dafio genotdxico, se debe tener en cuenta que
en los dltimos afios la exposicion a agentes quimicos en el lugar de trabajo ha
disminuido (Sul et al., 2002). Por lo tanto, los nuevos estudios de biomonitoreo en
poblaciones expuestas a posibles compuestos cancerigenos, se deben enfocar en
el empleo de biomarcadores de exposicion como el ensayo cometa, puesto que
esta técnica es mas sensible que otras pruebas citogenéticas clasicas en la

cuantificacion del dafio en el ADN de trabajadores expuestos a concentraciones
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bajas de agentes genotoxicos (Kassie et al., 2000). Luego, en el presente estudio
se empled el dafio en el ADN gendmico identificado mediante el ensayo cometa,
como biomarcador para evidenciar el riesgo para la salud, asociado con la

exposicion ocupacional a los solventes organicos en pintores de carros.

Recientemente, se ha desarrollado una version optimizada del ensayo cometa,
con el proposito de aumentar la eficiencia y validez de los resultados obtenidos
con la prueba (McNamee et al., 2000; Ritter and Knebel, 2009; Stang and Witte,
2009). En este estudio, se empled el ensayo cometa de alta eficiencia, el cual
integra el uso de de microplatos y de Gelbond (lamina de poliéster), para facilitar la
manipulacion y procesamiento de las muestras. Ademas, el uso del Gelbond
mejora la adhesion de la agarosa de bajo punto de fusién en la que son inmersas
las células, y disminuye el background de la fluorescencia con bromuro de etidio.
Sin embargo, hasta el momento, los reportes que evallan el dafio genémico por la
exposicibn a solventes organicos (SO) han utilizado el ensayo cometa
convencional en portaobjetos de vidrio (Cassini et al., 2011; Heuser et al., 2007;
Moro et al., 2012; Torres et al.,, 2008). Luego, en esta investigacion, el ensayo
cometa de alta eficiencia permiti6 estimar el dafio en el ADN gendémico de
leucocitos de pintores de carros, y es la primera vez que se emplea esta
metodologia en el biomonitoreo genético de una poblacién ocupacionalmente

expuesta a SO.

Los leucocitos son células centinelas que circulan por todo el cuerpo, se
encuentran en estado no proliferativo (fase Go del ciclo celular) y tienen un largo
tiempo de vida media (hasta décadas), de manera que pueden acumular lesiones
primarias en el ADN gendémico por varios afios, razén por la cual son muy usadas
en el biomonitoreo genético (Dusinska and Collins, 2008; Fracasso et al., 2009).
Asimismo, las lesiones primarias en el ADN de leucocitos por la exposicion a un
agente xenobiotico, reflejan la ocurrencia de dafios similares en otro tipo de

células blanco del organismo expuesto, de esta forma se pueden predecir los
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riesgos de desarrollar problematicas de salud, como el cancer, por la exposicion
ocupacional a los solventes organicos. Por estas razones, en este estudio se
emplearon leucocitos para evidenciar el dafio en el ADN gendmico de la poblacion
objeto de estudio. Ademas, se utilizaron leucocitos aislados porque se conoce que
cuando se trabaja con sangre total, durante el desarrollo del ensayo cometa,
especificamente en el proceso de lisis celular, los neutrofilos y eritrocitos
aumentan los niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs) en el medio
extracelular e incrementan los dafios en el ADN de células adyacentes como los
leucocitos (Narayanan et al., 2001). Por lo tanto, los resultados de este estudio
son mas confiables en comparacién con otros que utilizan sangre total (Cassini et
al., 2011; da Silva et al., 2012; Heuser et al., 2007; Moro et al., 2012), puesto que
se disminuyd el sesgo asociado con el efecto originado por los neutréfilos y
eritrocitos, y en consecuencia, se redujeron o eliminaron los posibles falsos

positivos.

El dafio en el ADN gendmico determinado por el ensayo cometa puede ser
cuantificado mediante diversos parametros de medicion, en los ultimos afios los
mas utilizados en estudios de biomonitoreo son el porcentaje de ADN en la cola
(%TDNA) y el momento de cola (TM) (Dusinska and Collins, 2008), los cuales se
emplearon en este estudio. El momento de cola (producto de la longitud de la cola
y el porcentaje de ADN en la cola) presenta algunos inconvenientes tales como no
poseer unidades de medida estandar y variar de acuerdo con el sistema de
analisis de imagenes que se utilice para su obtencion y las condiciones de
electroforesis de la prueba. En esta investigacion, el empleo del ensayo cometa de
alta eficiencia disminuyo la variacion de los valores de la longitud de la cola, y por
consiguiente del momento de cola, gracias a la reduccién del namero de
electroforesis necesarias para estimar el dafio en el ADN gendémico de la muestra
poblacional. Luego, el uso de la version optimizada del ensayo cometa, permitio
superar los problemas asociados con este parametro de medicion en la

metodologia convencional (en portaobjetos de vidrio).
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Segun la informacion obtenida en las encuestas, los pintores de carros estan
expuestos con mayor frecuencia a una mezcla compleja de solventes organicos,
conocida como thinner 0.14. Es dificil establecer la composicién de este producto
con base en las etiquetas de su presentacion comercial, pero mediante un analisis
de cromatografia de gases PIANO, se determiné que el thinner 0.14 contiene
principalmente tolueno, isobutano, xileno, hexano, nonano, 2,3-dimetilhexano,
etilbenceno y octano (Hoyos-Giraldo et al., 2009). Aunque estos compuestos por
si solos, no son considerados como cancerigenos (IARC, 1999, 2000), la mezcla
de ellos puede potenciar sus efectos e incrementar el estrés oxidativo, el dafio en
el ADN vy por lo tanto el riesgo de cancer (Cassini et al., 2011; Martinez-Alfaro et
al., 2010; Moro et al., 2012).

Los resultados de este estudio muestran un incremento estadisticamente
significativo de los valores de porcentaje de ADN en la cola (% TDNA) y momento
de cola (TM) del grupo de pintores, en comparacion con los valores del grupo
referente (no expuesto), lo cual evidencia que la exposicion ocupacional a los
solventes organicos (SO) induce dafio en el ADN gendmico de leucocitos de
sangre periférica. Estos resultados son concordantes con otras investigaciones
gue reportan un incremento significativo del dafio en el ADN gendémico de pintores
de carros mediante el empleo del ensayo cometa (Cassini et al., 2011; da Silva et
al., 2012; Martino-Roth et al., 2003; Moro et al., 2012). En contraste, otros estudios
muestran que no existe asociacion entre el dafio en el ADN gendémico y la
exposicidén ocupacional a SO en una fabrica de calzado (Pitarque et al., 1999) y en
una fabrica de pinturas (Cardenas-Bustamante et al., 2007), posiblemente porque
trabajan con un tamafio muestral menor al del presente estudio (34 expuestos/ 19
referentes y 33 expuestos/ 28 referentes, respectivamente), ademas emplean la
metodologia convencional del ensayo cometa, incluyen individuos fumadores en la
muestra poblacional y los individuos expuestos tienen diferentes ocupaciones, lo
cual puede cambiar la concentracion de los SO en el lugar de trabajo. Asimismo,

hay que tener en cuenta que la diferencia en los resultados puede estar asociada
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con la influencia de la susceptibilidad individual, especificamente por
polimorfismos en genes del metabolismo de los solventes organicos en la
poblacion objeto de estudio. En el presente estudio, también se observé que el
valor de la mediana del %TDNA (7.29 £ 0.31) en el grupo referente (no expuesto),
el cual expresa el dafio basal de la muestra poblacional, esta dentro del rango (4.4
- 14.5) de los valores de referencia del %TDNA determinados por el ensayo
cometa en el ADN gendmico de leucocitos, propuesto por Moller (2006) en un
articulo de revision que integra la informacioén de 125 estudios de biomonitoreo,
con un tamafio poblacional de 4998 individuos, por lo tanto los resultados

obtenidos mediante el ensayo cometa de alta eficiencia son confiables.

El incremento del dafio en el ADN observado en el grupo expuesto a solventes
organicos (SO), esta asociado con el metabolismo de compuestos como el tolueno
(principal componente del thinner 0.14), el cual puede oxidarse y formar orto-,
meta- y para-cresoles, que son hidroxilados y transformados a metilhidroquinona y
metilbenzoquinona, moléculas que mediante procesos de oxido-reduccion generan
especies reactivas de oxigeno (EROs) que pueden causar estrés oxidativo y
conllevar al dafio oxidativo en diferentes biomoléculas (Murata et al., 1999).
Ademas, la oxidacion del para-cresol forma un metiluro de quinona que puede
inducir dafio en el ADN por alquilacion directa (Gaikwad and Bodell, 2003). Un
proceso similar ocurre en el metabolismo del etilbenceno (otro componente del
thinner 0.14), puesto que la oxidacion del anillo aromatico de esta molécula puede
producir 2-etilfenol y 4-etilfenol, éstos compuestos son hidroxilados dando origen a
etilhidroquinona y 4-etilcatecol respectivamente, los cuales son causantes de dafio
oxidativo en el ADN debido al incremento de EROs (IARC, 2000; Midorikawa et al.,
2004). Las EROs, especialmente el radical hidroxilo (-OH), reacciona con las
purinas y pirimidinas del ADN por adicion a enlaces dobles, ademas puede
abstraer un radical hidrogeno (H-) del grupo metilo de la timina y de cada uno de
los enlaces carbono-hidrogeno (C-H) de la 2’-desoxirribosa. A través de estas

reacciones se generan roturas de cadena sencilla y doble, y sitios apurinicos y
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apirimidinicos (AP) en el ADN (Dizdaroglu, 2012; Evans et al., 2004). Los sitios AP
son labiles al alcali, por lo tanto en el proceso de desnaturalizacion del ensayo
cometa, realizado a un pH > 13, se inducen roturas de cadena sencilla en el ADN
a partir de éstos. Luego, este estudio permitié estimar el incremento en las roturas
de cadena sencilla y doble en el ADN gendmico de leucocitos, asociado con la

exposicion a los SO.

Algunos factores demogréficos y el estilo de vida de las personas pueden
influenciar el nivel basal de dafio en el ADN gendmico, por lo tanto, estudios de
biomonitoreo humano que utilicen como biomarcador el ensayo cometa deben
analizar el efecto de posibles variables de confusiébn como la edad, el tiempo de
exposicion, el consumo de alcohol y el habito de fumar sobre el dafio basal en el
ADN genomico, y asi evitar resultados erréneos o malinterpretados (Dusinska and
Collins, 2008). Con relacién a la edad, Moller (2006) reporta que esta variable
influye sobre el dafio basal en el ADN gendmico de forma directamente
proporcional, es decir que el dafio en el ADN aumenta con el incremento de la
edad, debido a que el envejecimiento causa el deterioro y el mal funcionamiento
de procesos biolégicos como el metabolismo de los xenobibticos y la reparacion
del ADN, lo cual ha sido corroborado por Mdalinic y colaboradores (2010).
Contrario a lo anterior, en el presente estudio no se encontré una correlacion entre
los parametros de dafio en el ADN gendmico y esta variable, posiblemente porque
los individuos del grupo expuesto fueron emparejados por edad (+ 2 afios), con los
individuos del grupo referente (no expuesto). Este tipo de muestreo se realizé con
el proposito de eliminar las diferencias del dafio en el ADN gendémico por la
influencia de la edad entre los grupos de estudio, de manera que los resultados de
la investigacion expresaran especificamente el efecto de la exposicion ocupacional
a los solventes organicos. Ademas, en la revisién de Moller (2006) se evidencia un
mayor rango de edad (0 - 90 afios) de la muestra poblacional, en comparacion con
el rango de edad (18 - 50 afos) de la muestra poblacional del presente estudio, lo

cual también podria influenciar en la correlaciéon entre el dafio en el ADN gendmico
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y la edad. Otros estudios de biomonitoreo genético en individuos
ocupacionalmente expuestos a solventes organicos, tampoco muestran asociacion
entre estas variables (Fracasso et al., 2009; Roma-Torres et al., 2006; Sul et al.,
2002). No obstante, también existen reportes que concuerdan con la revisién de
Moller (2006) (Cassini et al., 2011; Moro et al., 2012).

La influencia del tiempo de exposicion sobre el dafio en el ADN gendmico,
determinado por el ensayo cometa ha sido poco estudiada. Georgieva y
colaboradores (2008) afirman que la exposicion prolongada a una dosis anual de
radiacion inferior a dos veces la dosis normal en una central nuclear, disminuye el
dafio en el ADN e incrementa su tasa de reparacién, puesto que la célula aumenta
la resistencia al agente genotdxico y reduce, de manera paulatina, los niveles de
estrés oxidativo. Puede ser que una situacion similar ocurra en individuos
expuestos de forma cronica a bajas concentraciones de agentes quimicos, sin
embargo, en esta investigacién no se encontrd una asociacion significativa entre el
dafio en el ADN gendmico determinado por el ensayo cometa y el tiempo de
exposicién a los solventes organicos (SO), probablemente porque el nimero de
pintores expuestos fue insuficiente para evaluar el efecto del tiempo de exposiciéon
sobre el dafio en el ADN (Albertini et al., 2000). De igual forma, otros estudios de
biomonitoreo genético no encuentran esta relacion (Sardas et al., 2010; Zhu et al.,
2001). En contraste, una investigacion reporta una correlacién entre el dafio en el
ADN genomico y un tiempo de exposicion a SO mayor a 19 afios (Roma-Torres et
al., 2006), ésta difiere del presente estudio en el tipo de exposicidbn ocupacional,
puesto que es un biomonitoreo en trabajadores de una refineria de petroleo,
donde los individuos estan expuestos a diferentes hidrocarburos, entre ellos el
benceno, el cual es considerado, por si sb6lo, como un potencial agente

carcindgeno para el ser humano (IARC, 1982).

Algunos estudios asocian el consumo cronico de bebidas alcohdlicas con un

aumento de lesiones en el ADN, especificamente bases oxidadas y roturas de
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cadena sencilla, las cuales son generadas durante el metabolismo del etanol, a
través de la produccion de especies reactivas de oxigeno como el radical libre
hidroxietilo (Weng et al., 2010; Yan et al., 2011). Sin embargo en este estudio no
se encontr6 una relacion significativa entre el dafio en el ADN gendmico
determinado por el ensayo cometa y esta variable de confusién, tanto en el grupo
expuesto como el referente (no expuesto), posiblemente por la frecuencia irregular
en la ingesta de alcohol de los individuos de la muestra poblacional (pocas veces
al mes o al afio), ademas porque no hubo diferencia significativa entre el grupo
expuesto a solventes organicos y el grupo referente (no expuesto), respecto al
consumo de alcohol. Este resultado es concordante con los reportados en otros
estudios de biomonitoreo en individuos expuestos ocupacionalmente a solventes
organicos (Lam et al., 2002; Moro et al., 2012; Zhu et al., 2001).

Con relacién al habito de fumar, se conoce que el humo de cigarrillo contiene una
variedad de carcinégenos, cocarcindbgenos, mutdgenos y promotores tumorales,
los cuales pueden interactuar directa o indirectamente con el ADN, causando
dafios oxidativos o alquilantes (Vadhanam et al., 2012). Sin embargo, el efecto de
fumar sobre el dafio en el ADN gendmico detectado a través del ensayo cometa
aun no es claro. Moller (2006) y Speit y colaboradores (2003) afirman que el habito
de fumar no es un factor determinante de la genotoxicidad detectada por la prueba
del cometa, aunque algunos autores reportan que el dafilo oxidativo es
significativamente mayor en fumadores respecto a no fumadores (DuSinska et al.,
2001; Fracasso et al., 2006). En algunos estudios de biomonitoreo se muestra un
efecto sinérgico entre la exposicibn ocupacional a solventes organicos y la
exposicion a los componentes del humo de cigarrillo (Lam et al., 2002; Sardas et
al.,, 2010; Zhu et al, 2001). No obstante, también existen reportes de
investigaciones con grupos pequefios de fumadores y no fumadores que no
encuentran diferencia entre ambos, respecto al dafio gendmico (Fracasso et al.,
2009; Moro et al., 2012; Roma-Torres et al., 2006). Por lo anterior, es evidente que

el habito de fumar es un potencial factor de confusién en estudios de biomonitoreo
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que utilicen el ensayo cometa para detectar dafio en el ADN gendémico. Luego,
para controlar esta variable y por el conocimiento que se tiene sobre los efectos
cancerigenos de los componentes del humo de cigarrillo, en el presente estudio se
excluyeron fumadores y ex fumadores de la muestra poblacional, de manera que
los resultados observados expresaran especificamente la relacion entre la
exposicion ocupacional a los solventes organicos y el dafio en el ADN. Con
relacion al uso de equipos de proteccion respiratoria, no se realizo la asociacion
entre el dafio en el ADN gendmico y esta variable debido a que la mayoria de
pintores no utilizaban correctamente las mascaras para gases y vapores con filtros

de carbodn activo, por lo tanto los datos obtenidos no serian concluyentes.

La estimacion del dafio en el ADN gendmico de leucocitos de individuos expuestos
ocupacionalmente a solventes organicos (SO), permite inferir la ocurrencia de
lesiones similares en otras células de los individuos expuestos a estos
compuestos quimicos. Si estas lesiones son mal reparadas o no reparadas en las
células proliferativas, pueden expresarse como mutaciones, las cuales son
consideradas como eventos iniciales en el desarrollo de enfermedades asociadas
con la inestabilidad genémica, como el cancer (Dizdaroglu, 2005). Luego, el
propésito de este estudio epidemiolégico molecular en una poblacion expuesta a
SO, es alertar y motivar a las instituciones gubernamentales que controlan la salud
de los trabajadores, hacia el disefio y ejecucién de politicas y estrategias de
promocién de la salud e intervencion temprana, que eliminen o reduzcan la
exposicidbn ocupacional a agentes potencialmente cancerigenos, como los

solventes orgénicos.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio indican que la exposicibn a solventes
organicos induce dafio en el ADN gendémico de leucocitos de sangre periférica en
pintores de carros de la ciudad de Popayan, por lo tanto, estos individuos son una
poblacion en riesgo de desarrollar enfermedades asociadas con la inestabilidad

gendmica, como el cancer.

No se encontrd asociacion entre el dafio en el ADN gendmico de leucocitos de
sangre periférica en pintores de carros expuestos a solventes organicos, estimado
mediante el ensayo cometa de alta eficiencia, y las variables de confusion edad,

tiempo de exposicion y consumo de alcohol.

El dafio en el ADN genomico determinado mediante el ensayo cometa de alta
eficiencia es un biomarcador de exposicion util en la identificacion de poblaciones
en riesgo de desarrollar problemas de salud por la exposicion ocupacional a
agentes quimicos como los solventes organicos, por lo tanto puede ser utilizado
como una herramienta en programas de vigilancia epidemiolégica ocupacional

(VEO), en trabajadores tanto del sector formal como del sector informal.
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9. COMUNICACION DE RESULTADOS

9.1 A NIVEL SOCIAL

Los resultados del presente estudio fueron presentados a los individuos objeto de
estudio, a través del curso taller “Autocuidado en el trabajo, por una mejor salud”,
en el cual se dieron a conocer los riesgos a la salud asociados con la exposicion a
los solventes orgéanicos, entre ellos el riesgo de desarrollar enfermedades
complejas como el cancer. Lo anterior, con el fin de crear conciencia sobre la
importancia de usar equipos de proteccion personal (EPPs) para minimizar la
exposicion a los compuestos quimicos. Asimismo, mediante la publicacion de los
resultados, esta investigacion brindard informacién atil a las instituciones
gubernamentales para que desarrollen politicas de seguridad publica en torno a la
salud ocupacional, y se genere una cultura de promocién de la salud y prevencién
temprana de enfermedades relacionadas con la exposicion a agentes

xenobidticos, mutagénicos y/o cancerigenos en el lugar de trabajo.

9.2 A NIVEL CIENTIFICO

Mediante la publicacién del respectivo articulo cientifico en una revista indexada,
este estudio brindara un conocimiento sobre el dafio en el ADN genémico causado
por exposicidon ocupacional a solventes organicos, lo que motivara el disefio y
desarrollo de nuevas investigaciones en poblaciones similares. Ademas, se espera
aportar al proyecto internacional ComNet, el cual busca la validacion del ensayo

cometa como un biomarcador de confianza en el biomonitoreo genético humano.
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10. RECOMENDACIONES

Estudios de biomonitoreo genético en poblaciones expuestas ocupacionalmente a
posibles agentes genotdxicos, que utilicen el biomarcador citogenético molecular,
dafio en el ADN genomico determinado mediante el ensayo cometa de alta
eficiencia, brindarian una mayor informacion si se complementan con el empleo de

otros biomarcadores y metodologias, por ejemplo:

Monitoreo Ambiental: seria pertinente determinar de manera especifica la
concentracion de los compuestos quimicos a los que estdn expuestos los

individuos en el lugar de trabajo.

Biomarcadores de exposicidn en sangre y orina: seria conveniente estimar la
concentracion de los xenobidticos en la sangre y de sus productos metabdlicos en
la orina, para determinar el nivel de absorcion y el metabolismo de estos

compuestos quimicos en el organismo.

Empleo del ensayo cometa con enzimas glicosilasas: seria pertinente integrar
al ensayo cometa de alta eficiencia, el empleo de enzimas glicosilasas que
reconozcan bases oxidadas (Endo Il y FpG), y bases alquiladas (AlkA), para

identificar el tipo especifico de dafio que inducen los compuestos quimicos.

Biomarcadores de susceptibilidad: seria conveniente identificar genotipos
polimoérficos de genes del metabolismo de los xenobidticos en la muestra
poblacional, para determinar subgrupos susceptibles de expresar un mayor o
menor dafio en el ADN gendmico por la exposicibn ocupacional a estos

compuestos quimicos.
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