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Resumen

Las sustancias quimicas se usan ampliamente en el mundo moderno para mudltiples fines, sin
embargo su exposicibn representa un potencial riesgo para la salud humana. Los estudios de
biomonitoreo humano son una valiosa herramienta para estimar el riesgo genético de la exposicién a
mezclas complejas de quimicos en condiciones rutinarias de trabajo. Se realiz6 un estudio
citogenético para estimar los posibles dafios genéticos en 39 trabajadores del CBQ, 14 expuestos y
25 controles, usando el ensayo de micronucleos (MN) en células epiteliales bucales. Los grupos
fueron homogéneos en relacion a edad, sexo, habito de fumar, consumo de alcohol, antecedentes
familiares de céancer, estilos de vida y otros. La media de células con MN en el grupo expuesto fue
significativamente mayor (10.79 + 2.65) que en los controles (5.96+/-x 2.47). Se observaron otras
anomalias nucleares en las células bucales (células con gemacion, células cariorréticas, picnoticas,
cariolitcas, binucleadas y con cromatina condensada). La frecuencia de MN se asoci6
significativamente con las variables: exposicién, nivel y tipo de riesgo, exposicidbn a sustancias
pulverizadas y a derivados del carbono. Se encontraron otras asociaciones con el consumo de
pescado, carne roja y frutas. En resumen nuestros hallazgos sugieren que la exposicién ocupacional
junto a otros factores asociados a estilos de vida podria estar relacionada con una mayor incidencia

de micronucleos en trabajadores del CBQ.

Palabras Clave: Exposicidon ocupacional, ensayo de micronucleos, células epiteliales bucales



Abstract

Chemicals are world-widely used to many purposes; nevertheless, their exposure represents a
potential risk to human health. Human biomonitoring provides a useful tool to estimate the genetic risk
from exposure to a complex mixture of chemicals under routine working conditions. In order to assess
possible genetic damage on CBQ workers, 14 exposed workers and 25 non-exposed individuals, a
cytogenetic study was carried out by applying the micronucleus (MN) assay on the buccal epithelial
cells. The groups were homogeneous regarding age, sex, smoking habit, alcohol consumption, family
history of cancer, life style, and others variables. The mean number of micronucleated cells in the
exposed group (10.79 + 2.65) was significantly higher than in controls (5.96+/-+ 2.47). Other nuclear
anomalies in buccal cells (cells with nuclear buds, karyorrhectic, pyknotic, karyolitic, binucleated and
condensed cells) were also observed. The MN frequency was associated with variables like:
exposure, degree and nature of risk, exposure to powdery substances and carbon derivatives. In
addition, we found others association with the consumption of fish, red meat and fruit. In summary, our
findings suggested that occupational exposure together with other factors associated with lifestyle

might be linked to an increased incidence of micronuclei in CBQ workers.

Keywords: Occupational Exposure, micronucleus tests, buccal epithelial cells
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1. INTRODUCCION

Actualmente es dificil concebir alguna actividad en la sociedad moderna en la cual no intervenga o
haya intervenido una gran variedad de productos quimicos. De ahi que el aprovechamiento de
numerosas sustancias se identifigue como indicador de desarrollo, sin embargo, este proceso
también trae aparejado importantes problemas ambientales que afectan a la humanidad y los
ecosistemas (Kirsch-Volders et al., 2014).

Existe unanimidad entre la comunidad cientifica respecto a la necesidad de caracterizar el peligro que
representa para la perennidad de los ecosistemas y la salud del hombre la presencia incrementada

de agentes xenobiéticos.

El interés primigenio por los efectos toxicos de las sustancias quimicas se centraba en aquellas
sustancias que actuaban rapidamente afectando la vida o la salud, sin embargo hoy se ha ido
incrementado la atencion sobre compuestos que causan efectos adversos detectables solo después
de largos periodos de exposicién. En este grupo se incluyen los que acttan directa o indirectamente
sobre el ADN conocidos como compuestos genotéxicos. Estos agentes pueden modificar la
estructura del ADN en células somaticas y germinales, tanto a nivel génico, como cromosémico
(Arellano et al., 2013), siendo ese potencial genotoxico un factor de riesgo primario para efectos tales

como carcinogénesis y teratogénesis (Ascarrunz et al., 2005).

La genética toxicoldgica surge como disciplina que asume el reto de evaluar la genotoxicidad y riesgo
carcinogénico de agentes quimicos, fisicos o biolégicos (Arencibia et al., 2003). Se complementa con
la genética, la toxicologia, la ecotoxicologia, y otras disciplinas en el esfuerzo por caracterizar y
prever los riesgos probables de los xenobioticos sobre la salud humana y los ecosistemas. Para ello
se valen del monitoreo ambiental y el monitoreo biol6gico. Mientras el monitoreo ambiental establece
las formas mediante las cuales se liberan los compuestos y determina cual es su destino en
ambiente, el biolégico evalla los efectos adversos sobre individuos, poblaciones, comunidades y

ecosistemas expuestos (Larrea, 2007).

Significativa atencién se le ha prestado al monitoreo biolégico basado en marcadores de exposicién y
de respuesta. Las aberraciones cromosémicas (AC) se han usado como signo de advertencia
temprana para el desarrollo de cancer (Ascarrunz et al., 2005), y por ende como biomarcador
citogenético para establecer correlaciones entre factores de riesgo y la mayor incidencia de

enfermedades genéticas o cancer.
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Las técnicas citogenéticas mas utilizadas para detectar cambios cromosémicos estructurales y
numeéricos, y evaluar el riesgo genético de determinadas poblaciones expuestas a mutagenos, son
las de andlisis de AC y de micronucleos (MN) (Ascarrunz et al., 2005).

Los estudios clasicos se basan en la deteccion de las alteraciones cromosomicas en linfocitos de
sangre periférica, pero cada vez se impone mas la busqueda de tejidos que supongan menos
invasividad, con lo cual las células exfoliativas de tejidos epiteliales se han adoptado como un
material biolégico sensible y de facil manejo. Particularmente el ensayo de micronucleos (MN) en
epitelios de descamacioén ha demostrado ser una técnica sensible, sencilla, no invasiva, ideal para
monitorear la exposicién a carcindgenos (Nersesyan y llin, 2007, Bolognesi et al., 2013).

En el Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad Central de las Villas, se han sintetizado una
serie de compuestos bioactivos de la familia de los furiletilenos, siendo la sintesis y algunas acciones
biolégicas objetos de invencion con patentes concedidas en 18 territorios que incluyen Cuba (Cuba
No. 22 446; 1994; No 22677, 2000; No. 22932, 2003) y varios paises de Europa (Espafia No.
1249449, 2002; Espafia, Francia, Italia, No 06791280, 2009), Latinoamérica (México No. 225947,
2004; Brasil P10107723-6, 2011), Asia (China No. ZL 01803842.5, 2004) y EUA (USA No. US 6,624,
316 B2, 2003).

Este quehacer ha conllevado la caracterizacidn toxicoldgica de los ingredientes activos y su desarrollo
a ciclo completo en CBQ, sin embargo los trabajadores que por mas de 20 afios han estado
implicados en la sintesis, caracterizacion, andlisis y evaluacion de estos compuestos no han sido
estudiados en relacién al riesgo genético que implica su exposicién ocupacional, por lo que se hace

necesario utilizar un biomarcador citogenético que permita biomonitorear este grupo laboral.

Problema cientifico
El riesgo genético que supone la exposicion ocupacional de los trabajadores del CBQ a varias

sustancias quimicas en los procesos de sintesis, analisis o manipulacion no han sido estudiados.

1.1. Hipotesis

El posible riesgo genético que implica la exposicion ocupacional para los trabajadores del CBQ podra
ser caracterizado por medio del ensayo de Microndcleo en mucosa bucal, como biomarcador

citogenético
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1.2. Objetivos
General

Evaluar el posible dafio genotdxico derivado de la manufactura y manejo del principio activo G-1y el
producto Vitrofural a través del biomarcador micronudcleos en células epiteliales.

Especificos

1. Describir las caracteristicas demograficas y sanitarias del grupo poblacional descrito.

2. Determinar la relaciéon entre la exposicion y la induccion de alteracion genética (clastogenicidad, y
aneugenicidad) mediante el ensayo de micronucleos.

3. Buscar la posible asociacion de varios factores ambientales (género, habitos, alcohol, y tabaco,

etc.) sobre el riesgo genético en la poblacién de estudio.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Riesgo biolégico

2.1.1. Antecedentes

Las sustancias quimicas estan en la mayoria de los productos que utilizamos y consumimos. Su ciclo
de vida se inicia con la extraccién en la naturaleza o su sintesis quimica, continda con su formulacion
para uso y termina con su eliminaciéon al finalizar su periodo Gtil. En cada una de las fases los
trabajadores estan expuestos a sus efectos, en muchos casos letales, como ilustracion, la utilizacion
del amianto, del benceno, de plaguicidas como el DDT, o metales pesados, como el mercurio, entre
otros (Canales-Aguirre et al., 2011, Cassiani, 2011, Moran-Martinez et al., 2013).

La historia nos ha demostrado que aprendemos tarde, cuando los dafios son demasiado importantes
para la salud de los trabajadores, y con frecuencia para la sociedad civil y para el medio ambiente.
Los efectos se manifiestan, en muchos casos, cuando ya no hay solucién; por lo que las respuestas
suelen llegar a destiempo, quedandonos en estos casos la presion y la denuncia para la eliminacion
del producto téxico, cuando lo l6gico seria utilizar sustancias que no entrafien peligro conocido para
los trabajadores. Las politicas de las empresas productoras de sustancias quimicas y las empresas
gue las utilizan en sus procesos productivos suelen no considerar si los mismos son inocuos o no;

simplemente si son Utiles para lograr el fin perseguido.

En los albores de las civilizaciones humanas la exposicion a xenobibticos no era significativa en
términos de magnitud y diversidad por lo que la preocupacion publica al respecto era pequefa,
centrandose el interés en aquellos agentes que actian rapidamente produciendo la muerte (Borgert
et al., 2015).

Sin embargo, sea de forma inadvertida, accidental e incluso inevitable todos los organismos estan
expuestos a elementos que por sus propiedades fisicas, quimicas y/o biolégicas, son capaces de
provocar reacciones biol6gicas de cardcter tdxico que resultan no solo en la muerte sino en
alteraciones morfolégicas, funcionales, y/o bioquimicas, presentadas como fenémenos de
mutagenicidad, teratogenicidad, carcinogenicidad, o enfermedades de diversas indole (Cima, 2011,
Calabrese et al., 2015).

En la actualidad se ha incrementado el uso, tanto en cantidad como en variedad de sustancias que
interacciona con elementos biéticos del ecosistema, y con ello la atencién sobre los efectos adversos
mediatos y los que se producen después de largos periodos de exposicion. Hay dos razones

principales para este cambio; una es que el promedio de vida del hombre se ha incrementado



Biomonitoreo citogenético de trabajadores del CBQ mediante el ensayo de micronucleos

enormemente debido a los cuidados y tratamientos de enfermedades infecciosas; tomando las
enfermedades no infecciosas de naturaleza cronica una mayor relevancia. La segunda razon es el
incremento en la presencia de sustancias quimicas en la vida diaria. Hoy dia la problemética de la
contaminacién se considera como una de las consecuencias inevitables del progreso tecnoldgico
(Feretti et al., 2014).

2.1.2. Evaluacion del riesgo

La toma de conciencia sobre este riesgo potencial origin6 el problema de como evaluar la severidad
de la amenaza que cada toxico tendria bajo determinadas condiciones de uso. Esta accion se conoce

como evaluacién del riesgo (Risk Assessment) y se basa en la medicion de la capacidad de inducir

daflo que una determinada sustancia posee, es decir su toxicidad, y en la evaluacion de las
consecuencias de la potencial exposicion de los humanos bajo situaciones particulares, como por

ejemplo en el ambiente laboral (Pastor, 2002).

El concepto de evaluacion del riesgo no era una novedad en los afios 70, ya que tanto en la industria
alimentaria como en la farmacéutica la valoracion de los posibles efectos toxicos de los diferentes
productos utilizados se estaba llevando a cabo desde comienzo de siglo, aunque a baja escala. No
obstante en los afios 70 los procedimientos de analisis de riesgo para todos los compuestos quimicos
fueron reevaluados, mejorados vy, lo que es mas importante, validados. Asi mismo, se desarrollaron
nuevas técnicas estandarizadas para una evaluacidn mas consciente, ajustadas a las pautas del
método cientifico (Brusick, 1987, Gentile, 1988).

La NCEA, National Center for Environmental Assessment, de EEUU, define la valoracién del riesgo

como un proceso que incluye varias etapas (Albertini, 2001b):

¢ Valoracion de la toxicidad Incluyen observaciones tanto
e . . de laboratorio como de
3 . ,
Identificacién de la peligrosidad (Hazard) campo; requieren métodos de

¢ Medicién de dosis-respuesta extrapolacion

¢ Medicién de la exposiciéon —— > Medidas de campo y
caracterizacion de la
poblacion.

2.1.3. Riesgo genético

En un comienzo, la definicion del término de riesgo genético se referia “al desarrollo de estimas
cuantitativas de induccién de mutaciones transmisibles como consecuencia de una exposicidon

determinada” (Gentile, 1988, Brusick, 1994). Asi, las pruebas que cumplian estas condiciones eran
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aquellas capaces de medir dafio en las células germinales, o efectos heredables en las sucesivas
generaciones de los individuos expuestos. Actualmente, el concepto de riesgo genético es mas
amplio, requiriéndose la extrapolacion en la interpretacion de las pruebas utilizadas, ya no
exclusivamente para la linea germinal, sino en diferentes células somaticas, para su aplicacion en las
investigaciones de cancer y sus posibles causas (Lewtas, 2007).

La exposiciébn a agentes ambientales puede originar una amplia variedad de efectos que pueden

manifestarse inmediata o tardiamente y que puede ser monitoreada.

Cuando el interés consiste en determinar la naturaleza y proporcion del agente potencialmente

genotoéxico, se siguen dos disefios de investigacion:

e Estudios de poblaciones humanas

e Experimentos con animales de laboratorio

El andlisis del riesgo es un proceso complejo que depende de la calidad de la informacion cientifica
de la que se dispone. La incertidumbre aumenta cuanto mayor es el periodo de tiempo transcurrido
entre el momento de la exposicion y la aparicién de sintomas, ya que son muchos los factores que
intervendran en el efecto final a determinar. En no pocas situaciones, estas incertidumbres hacen

practicamente imposible hallar conclusiones definitivas respecto al riesgo (Wultsch et al., 2014).
2.2. Biomonitorizacion

Los estudios de biomonitorizacion intentan establecer la relacidon entre los factores ambientales y la
salud. La fortaleza de un estudio de este tipo dependera del nimero de casos y controles incluidos en
el estudio: cuantos mas casos individuales se incluyan mayor serd la probabilidad de que se
encuentre una asociacion significativa, ya sea positiva 0 negativa. Los estudios de biomonitoreo
pueden basarse en el analisis de los compuestos quimicos 0 sus metabolitos, en muestra de sangre,
orina, pelo, etc., o también pueden evaluar el riesgo de exposicion mediante la determinacién de las

posibles alteraciones, tanto fisicas como bioquimicas (Larrea, 2007).

De igual manera, importara el tipo de parametro elegido para la valoracion, su correcta interpretacion
y diferenciacién de los factores de confusion, entendiendo como tales al resto de caracteristicas de la
poblacién, a nivel general e individual, que constituirdn las variables a considerar en el posterior
anlisis.

En dltima instancia, los estudios de biomonitorizacion estdn destinados a completar estudios

epidemiolégicos, es decir andlisis de correlacién entre el factor de riesgo analizado y una mayor



Biomonitoreo citogenético de trabajadores del CBQ mediante el ensayo de micronucleos

incidencia de cancer o enfermedades genéticas en la poblacién expuesta, (Peralta et al., 2011) ello

implica que proporcionaran una estima de asociacion pero no de causalidad.

2.2.1. Valoracién de la exposicién

En el sentido mas estricto, ésta se refiere al examen directo de la poblacion, es decir la medicion
directa de la/s sustancia/s de interés, o sus metabolitos, en los fluidos organicos; sin embargo su
utilidad se limita a situaciones concretas (Pastor, 2002):

e la sustancia, o sus metabolitos, son conocidas;

e no se presenta como muestra compleja;

e es especialmente aplicable en situaciones de exposicion reciente, ya que los cambios producidos
en el organismo tienden al equilibrio a medida que pasa el tiempo, esto impide el conocimiento de
duracion y magnitud de la exposicion.

En general, las valoraciones directas resultan fiables cuando se trata de eventos recientes.

La evaluacibn de la exposicion deberia estar basada sobre cuestionarios y marcadores

caracterizando exposicion interna y externa (Bonassi et al., 2009).
2.2.2. Medidas de dosis-respuesta

Se debe hacer la distincién entre dos situaciones o tipos de exposiciones:

AGUDA: es en principio la mas facil de valorar. En el caso concreto de poblaciones humanas, se
utilizan como referencia los valores obtenidos en accidentes medio ambientales, que son buenos
indicadores de los niveles en los que un agente o sustancia producira efectos adversos en el ser

humano

CRONICA: es la situacion mas frecuente y también la mas dificil de evaluar, y en este caso son de
particular relevancia los estudios epidemioldgicos. En los mismos, determinadas poblaciones
humanas son detalladamente observadas en base a ensayos que permitan establecer correlaciones
entre exposiciones especificas y el efecto particular que se estudia. De especial interés y aplicacion
en estos estudios es la investigacion en ambientes laborales, donde la exposicién es prolongada y a
dosis relativamente altas de mezclas de sustancias potencialmente genotdxicas (Burkart y Jung,
1998, Seffrin et al., 2009).

2.2.3. Exposicién laboral y riesgo genético

Idealmente, la monitorizacion de los posibles efectos genotdxicos de mutadgenos ambientales puede

utilizarse para las estimas de riesgo. Sin embargo, si el dafio genético es reparado, poca o ninguna
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evidencia existira para que pueda relacionarse con mutaciones heredables o tumores. Ademas, las
exposiciones cronicas se ven limitadas en su analisis ya que los efectos genotdxicos expresados
como incrementos en las frecuencias de aparicién de enfermedades genéticas y procesos malignos,
no se producen sino después de un determinado periodo de tiempo. Es a partir de estas limitaciones
que los esfuerzos en investigacion se destinaron, en primera instancia, a la aplicacion de los test de
mutagenicidad a corto plazo (Short Term Test) para mezclas complejas, con el fin de evaluar la
exposicion humana a agentes mutagénicos/carcinogénicos, y proporcionar medidas de screening de
las fases tempranas de la alteracion de la salud. Los resultados de tales ensayos de mutagenicidad
han resultado de gran valor en la prediccion de la carcinogénesis (Brusick, 1994, Manno et al., 2014,
Groh et al., 2015).

A través de los estudios epidemiolégicos llevados a cabo en poblaciones de trabajadores industriales
fue posible demostrar varias correlaciones de gran interés: que el amianto esta fuertemente ligado al
cancer de pulmén, el cloruro de vinilo a una forma particular de cancer hepatico y el benceno a la
leucemia (Surralles et al., 1997, Celik et al., 2003, Radziszewska et al., 2015). También hay varias
referencias acerca de la asociacion entre la incidencia de cancer y la exposicion a plaguicidas en los
agricultores (Bortoli et al., 2009, Benedetti et al., 2013, Krishnatreya et al., 2015, Salerno et al., 2015,
Welton et al., 2015).

2.3. Biomarcadores

Los estudios epidemiolégicos pueden biomonitorear el riesgo a través de biomarcadores.

El término biomarcador hace referencia a cualquier medida que refleje una interaccion entre un
sistema bioldgico y un agente medioambiental, ya sea quimico, fisico, o biolégico (Pastor, 2002).
También han sido definidos como una alteraciébn en los componentes celulares, bioguimicos,
procesos, estructura o funciones, que nos permiten definir el tipo de dafio que sobre la salud esta

acaeciendo, y que son medibles en una muestra o sistema biolégico (Bonassi et al., 2009).

Segun Albertini y colaboradores, los biomarcadores se pueden dividir en tres grupos: biomarcadores
de exposicidn, de efecto y de sensibilidad (Albertini, 2001a, b, 2004).

Los biomarcadores de exposicion indican que el agente ha entrado en el organismo, proporcionando
informacién cuantitativa sobre la exposicion y el ingreso de substancias téxicas en el organismo. Se
basan en estimas y mediciones de dosimetria interna, o sea de la valoracion de la concentracién de
los xenobidticos y/o sus metabolitos en los medios biolégicos. Los biomarcadores de exposicion
detectan también la presencia de agentes mutagénicos y/o carcindbgenos o sus metabolitos en

diversos tejidos o secreciones corporales.
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Los biomarcadores de efecto reflejan la interaccién del quimico con los receptores bioldgicos. Estas
alteraciones pueden anteceder al dafio estructural, y su deteccion permitir la identificacion precoz de
exposiciones excesivas 0 peligrosas yo ser lesiones que indican estados avanzados del proceso de
dafo. Estos ultimos llegan a ser cambios permanentes en la célula, 6rgano u organismo producidos
por exposiciones pasadas, lo que los hace utiles para el estudio de dafio acumulativo. Si nos
restringimos al caso de compuestos quimicos potencialmente genotéxicos, los biomarcadores de
efecto seran aquellos parametros que permiten identificar cambios que afectan la integridad de

material genético, a nivel cromosémico o gendmico.

Los biomarcadores de sensibilidad por su parte se utilizan para identificar aquellos individuos dentro
de una poblacién que, por sus caracteristicas genéticas, son mas susceptibles a los dafios causados

por diversos agentes ambientales

La identificacion de todos estos biomarcadores de genotoxicidad es muy util ya que puede definir un
estado de prepatogénesis, de vital importancia para la prevencion de la enfermedad, que es el

objetivo final de la biomonitorizacion (Pastor, 2002).

2.3.1. Biomarcadores citogenéticos

Si se quiere detectar un dafio cromosémico, los biomarcadores de efecto que se pueden utilizar
incluyen las aberraciones cromosémicas (AC), los micronudcleos (MN), y cambios mas sutiles como
los intercambios de cromatidas hermanas (SCE) y, si se quiere detectar un dafio génico, se pueden
analizar las mutaciones puntuales. Los primeros son conocidos como biomarcadores citogenéticos y
revelan lesiones que incluyen roturas cromatidicas o cromosdmicas, reordenamientos y mala
segregacion cromosémica. Los métodos mas extensamente empleados para determinar tales
efectos, se han realizado clasicamente en linfocitos de sangre periférica (Yildirim et al., 2006, Fenech
et al., 2011) y en células epiteliales (Fan et al., 2006, Haveric et al., 2010) (Tabla ).

Tabla I. Comparacién cualitativa de los diferentes parametros citogenéticos

Parametro S Gleiea s Células Sensibilidad Especificidad Recuento
mutacion linfocitos
AC . médula agentes especializado
oncogenicidad , elevada . .
estructural . osea clastdgenos tedioso
letalidad
esperma
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- linfocitos
AC mutacion médula agentes que menos
L oncogenicidad i media alteran las especializado y
numérica . Osea . .
letalidad proteinas menos tedioso
esperma
linfocitos no especializado
SCE ? médula  muy elevada amplio rango P )
. menos tedioso
Osea
linfocitos
mucosa agente clastogeno
MN mutacion bucal . no especializado
. . media . .
oncogenicidad médula alteracion de menos tedioso
Osea proteinas
esperma

La eleccion de un determinado parametro citogenético depende de varios factores (Nefic y Handzic,
2013):

a- larelevancia de la deteccion directa del dafio genético, o un marcador que lo refleje;
b- la disponibilidad de células para llevarlos a cabo;

c- la sensibilidad de la prueba para la deteccidén de bajos niveles de exposicion;

d- la capacidad de detectar efectos residuales de exposiciones antiguas;

e- la especificidad con respecto al mutageno a detectar;

f- la exactitud y facilidad en el recuento.

Cualquier pardmetro elegido significard, inevitablemente, una situacibn de compromiso entre estos
diferentes factores (Albertini, 2001b).

Asi, las radiaciones ionizantes inducen dafio de tipo cromosémico en G-0 y G-1; cromosémico y
cromatidico en S, y de tipo cromatidico en G,. En tanto con los mutagenos quimicos, las aberraciones
producidas son basicamente del tipo cromatidico: las lesiones inducidas han de pasar por la fase de
sintesis para que se manifiesten como aberraciones. Estos agentes, también denominados S-

dependientes, son inductores eficientes de SCE.

2.3.2. Micronucleos: ventajas e inconvenientes del ensayo

Los MN, son pequefios nucleos con membrana definida que presentan una apariencia morfolégica
redonda o almendrada, similar a la del nacleo principal de la célula, con un didmetro que varia desde
0.4 a 1.6 micras; son conocidos en el campo de la hematologia como cuerpos de Howell-Jolly. Se

tratan de fragmentos cromosomicos acéntricos o cromosomas enteros resultantes de acciones
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clastogénicas (roturas cromosémicas) o aneugénicas (venenos del huso), respectivamente. Estos
fragmentos o cromosomas carecen del elemento indispensable para orientarse en el huso acromatico
y se retrasan durante la division celular quedando excluidos del nucleo principal de la célula
interfasica. De modo que si el compuesto estudiado es un clastégeno, se formaran micronucleos
pequefios, pero si es un aneuploidégeno, lo que observaremos sera la formacion de micronucleos
grandes (Gonzalez y Gbmez-Meda, 2006).

Por otro lado, esta técnica revela los efectos citotdxicos (apoptosis y necrosis) de células previamente
expuestas a sustancias quimicas, fisicas y de origen biolégicos (Holland et al., 2008, Hintzsche y
Stopper, 2010). La Figura 1 muestra esquematicamente el origen citogenético de los MN.

Ag. Clastogénico Ag. Aneugénico

e
|
)

Figura 1. Origen citogenético de los MN

@@

Este origen citogenético confiere dos implicaciones importantes a los MN (Cassiani, 2011):

e Se requiere una division celular (que las células sean mitéticamente activas) para que los MN
se expresen en la poblacién celular.

e Para que se generen es necesario una accion clastogénica (rotura cromosémica) o
aneugénica (dafio en el sistema de microtubulos, en la regiéon centromérica o en las proteinas

del cinetocoro) (Torres-Bugarin y Ramos-lbarra, 2013).
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El hecho de que se puedan identificar los efectos producidos por agentes clastogénicos y
aneugénicos permite al ensayo detectar diferentes tipos de lesiones (Migliore L et al., 1996, Pastor,
2002, Basu et al., 2004, Bonassi et al., 2009):
- Roturas de doble cadena de ADN
- Roturas de cadena simple de ADN, mal reparadas o sin reparar. La mayoria de MN derivan de
la mala reparacion de diferentes lesiones, por lo que el ensayo de MN también se podria
utilizar para evaluar la eficacia de la reparacion.
- Alteraciones de las proteinas implicadas en la segregacion cromosémica.
- Diferentes aberraciones cromosdmicas, que pueden dar lugar a MN.

- Apoptosis, mediante la frecuencia de nucleos condensados.

Los MN tienen un doble significado biolégico; los originados por agentes clastogénicos tendran igual
efecto que el producido por las aberraciones cromosémicas, dado que a nivel celular son
equivalentes las lesiones. Asi, en funcion de la cantidad de ADN y de la region involucrada en la
rotura serdn mas o menos graves las consecuencias, pudiendo incluso provocar la muerte celular.
Dicha muerte ha sido asociada a procesos de envejecimiento, alteraciones vasculares, e induccion de

carcinogeénesis (Torres-Bugarin et al., 2014).

Por su parte, los MN producidos por aneugénesis tienen variadas y graves consecuencias sobre la
salud humana, las aneuploidias soméaticas o germinales se correlacionan con desérdenes genéticos
diversos, abortos espontaneos, retraso mental y carcinogénesis (Torres-Bugarin et al., 2014).

El ensayo para detectar los MN fue descrito por W. Schmid en 1975, quien originalmente la propuso
para practicarse en medula ésea de raton. Para su desarrollo es indispensable utilizar un tejido en
constante division, por lo que la técnica se ha instrumentado en una gran variedad de tejidos de
diferentes especies: eritrocitos policromaticos de médula 6sea, cultivos de linfocitos de sangre
periférica, eritrocitos jovenes y maduros de sangre periférica, queratinocitos, células de la mucosa
bucal, hepatocitos de rata, células germinales y células de descamacion de la vagina y vejiga, entre
otros (Fig. 2) (Schmid, 1975, Gonzélez y Gimez-Meda, 2006).

Desde su desarrollo, el ensayo ha sido utilizado no con poca frecuencia en estudios de vigilancia de
exposicion laboral a bajas dosis de sustancias potencialmente mutagénicas/carcinogénicas,
destacando su utilidad como biomarcador temprano en el analisis de riesgo de cancer y otras
patologias (Suhas et al., 2004, Furness et al., 2010, Nersesyan y Chobanyan, 2010). Segun el

resultado de una encuesta realizada en varios laboratorios europeos (Bonassi et al., 2011, Fenech et
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al.,

2011, Kirsch-Volders et al., 2014) se pueden puntualizar las siguientes ventajas y desventajas del

ensayo:

sangre deratdn

Muda de ;lnbyﬂoma

Mucosa bucal de Humano

Figura 2. Microfotografias de células MN en diferentes tejidos y especies. Fotos propias y cortesia de Dra.

Gisselle Pérez Machado

VENTAJAS

&

&
&
&

&

La principal: la rapidez y simplicidad de la técnica.
Permite la deteccidn de agentes clastogénicos y aneugénicos.
No requiere personal especializado para su recuento.

Permite el recuento de un nimero elevado de células, haciéndolo especialmente aplicable para
ensayos de monitorizaciéon de rapida determinacion en salud laboral, y brindandole por el mismo

motivo mayor poder estadistico.

Los portaobjetos tratados con la tincion de color clasica (Giemsa) pueden reevaluarse mediante la

técnica de hibridacion in situ fluorescente, FISH.
Los MN inducidos in vivo persisten en el tiempo y pueden detectarse in vitro.
La frecuencia basal es baja.

Los estudios in vitro no requieren gran cantidad del producto a evaluar.

13



Biomonitoreo citogenético de trabajadores del CBQ mediante el ensayo de micronucleos

INCONVENIENTES

® Incapacidad para determinar el tipo de aberracién cromosémica.

49

Alta variabilidad interindividual e interlaboratorios en las frecuencias de MN.

$ Esta considerablemente influenciado por variables experimentales y biolégicas, lo que hace auin
mas importante el control de calidad del ensayo y un protocolo estandarizado (Castro et al., 2004)

$® No es un parametro adecuado para la determinacion de exposiciones pasadas, ya que tienen su

origen en las aberraciones inestables.

Mas alla de las controversias planteadas, no cabe duda que puede resultar una buena y eficaz
alternativa al ensayo de AC, principalmente en situaciones donde se requiere una evaluacién rapida

de un colectivo relativamente numeroso.

La alta confiabilidad y el bajo costo de la técnica del MN, ha contribuido al éxito y a la adopcién de
este biomarcador para estudios, in vitro e in vivo. El amplio uso del ensayo de MN es una oportunidad
para aplicarlo en la planificacion y validacion de programas de vigilancia y prevencion de cancer
(Cassiani, 2011).

2.3.2.1. Micronucleos en células de la mucosa bucal

El hecho de que un porcentaje muy elevado de los canceres tenga un origen epitelial sugirié que el
ensayo de MN en células epiteliales podria tener un enorme potencial epidemiolégico (Pastor, 2002).
Se ha descrito a la cavidad oral como el espejo que refleja la salud del individuo, cambios en la
mucosa oral pueden revelar condiciones sistémicas, como la diabetes, deficiencia vitaminica, y
efectos secundarios de tratamientos como la terapia contra el cancer (quimioterapéuticos y
radioterapia) y del consumo de tabaco o alcoholismo (Torres-Bugarin y Ramos-lbarra, 2013).

Los tejidos epiteliales son muy proliferativos y muchos estan en continuo contacto con el medio. A
diferencia de otros tipos celulares, el epitelio estd formado por varias capas de células que se van
exfoliando a medida que alcanzan la superficie, por lo que el dafio genético que vamos a detectar es
el que ha ocurrido en las capas basales, el lugar en donde las células se han dividido. La rapida
renovacion de los tejidos epiteliales hace que el maximo indice de formacién de MN aparezca entre 1
y 3 semanas después de la exposicion al agente genotdxico (Motgi et al., 2014), que sera el tiempo
necesario para que las células migren desde las capas basales del epitelio hasta la superficie (Pastor
et al., 2003).
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Los cambios citogenéticos en estos tejidos son dificiles de estudiar por métodos tradicionales (CA o
SCE), ya que se necesita tener metafases. Para solucionar este problema se deben utilizar técnicas
citogenéticas que permitan hacer el analisis en interfase, como ocurre con la técnica de MN. Este
ensayo es de los pocos disponibles para analizar alteraciones citogenéticas tempranas en tejidos
epiteliales.

En 1983, Stich y Rosin adaptaron la metodologia del ensayo de MN de linfocitos a células de
exfoliacion de la mucosa bucal (Stich y Rosin, 1983) para evaluar los efectos genotoxicos de la
exposicion al tabaco. Estos autores postularon que este sistema se podia utilizar para evaluar los
efectos genotoxicos en todos los tejidos de los que se pudieran obtener células de exfoliacion. La
utilizacion de células epiteliales en el analisis de MN fue reforzada por Van Pelty colaboradores
(1991) y, desde entonces, el ensayo se ha utilizado con éxito en una amplia variedad de células para
medir los efectos genotéxicos de exposiciones ambientales y ocupacionales. Pronto comenzaron a
aparecer estudios con células de mucosa nasal, bronquiales, de vejiga urinaria y cuello del Gtero
(Pastor, 2002, Kashyap y Reddy, 2012).

El estudio de MN de mucosa bucal tiene la ventaja de que se realiza directamente sin la elaboracién
de cultivos (Gonzalez y Gémez-Meda, 2006). Los MN observados en células exfoliadas de tejido
epitelial se forman en las células de la capa basal que es donde se lleva a cabo la division celular,
éstas migran a la superficie en el transcurso de cinco a catorce dias, de tal suerte que el monitoreo de
poblaciones mediante la observacién de este tejido puede reflejar el dafio ocurrido durante este
tiempo (Torres-Bugarin y Ramos-lbarra, 2013), la técnica es rapida, simple y las muestras son faciles
de obtener . Para realizar esta prueba, se requiere gque la persona se enjuague la cavidad bucal,
luego, se realiza un raspado de la parte interna de las mejillas y el material es esparcido sobre un
portaobjetos limpio, donde se deja secar para después fijarlo y tefiirlo. Las observaciones se hacen
en un microscopio con objetivo de inmersion (Gonzalez y Gbmez-Meda, 2006).

Este tipo de células son excelentes candidatas, gracias a su alta sensibilidad a muchas sustancias
peligrosas. Otra ventaja que poseen estas células es debido a su epitelio no queratinizado pueden
colorearse con facilidad utilizando giemsa y eosina (Cassiani, 2011, Torres-Bugarin y Ramos-lbarra,
2013). Una propiedad mas es que las células del epitelio de la mucosa bucal presentan abundante
citoplasma y conservan el nucleo al momento de ser exfoliadas (Torres-Bugarin y Ramos-lbarra,
2013).

La evaluacion de MN en células exfoliadas de la mucosa bucal se ha convertido en un biomarcador
atil del dafio genético en humanos (Kashyap y Reddy, 2012).

Ademas de los micronucleos en células exfoliadas, Tolbert y su grupo describieron en 1991 otras

anormalidades nucleares que son fendémenos que podrian ocurrir en procesos normales de
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diferenciaciéon celular y son indicadores de dafio al ADN, citotoxicidad y muerte celular, ya que las
alteraciones mas sugestivas en la morfologia de las células neoplasicas se producen en el nicleo;
dichas modificaciones consisten en cambios en el tamafio, densidad y distribucion de la cromatina.
Estas anormalidades pueden distinguirse de células normales, ya sea en el citoplasma o en la
morfologia del nucleo; entre ellas se encuentran la cromatina condensada, cariorrexis, nucleo
picnotico, cariolisis, nucleo lobulado, presencia de células binucleadas. El mecanismo de formacion o
el significado biologico de cada una de estas anormalidades nucleares no esta del todo esclarecido
hasta el momento. Sin embargo, bajo condiciones patolégicas o condiciones de exposicion se
observan altas frecuencia (Tolbert et al., 1992, Torres-Bugarin et al., 2013).

Esta informacién es fundamental para determinar el riesgo a padecer cancer u otras alteraciones en
poblaciones expuestas a determinados compuestos genotédxicos (Cassiani, 2011). Estas evidencias
conllevan al desarrollo de programas de proteccion y vigilancia epidemiologica, para garantizar una

disminucion en el indice de morbilidad y mortalidad en esta area laboral.
2.4. Exposicién ocupacional en el Centro de Bioactivos Quimicos

El Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad Central “Marta Abreu “de Las Villas, tiene como
mision el desarrollo de nuevas entidades moleculares biolégicamente activas y utiliza para ese fin, en
lo fundamental, materias primas nacionales como por ejemplo residuos de la cosecha de la cafa de
azlcar y otros reactivos. A partir del furfural, obtenido por hidrélisis acida del bagazo y la paja de la
cafia de azlcar, se han logrado obtener representantes de los compuestos nitrovinilfuranicos con
propiedades farmacoldgicas. Este centro ha registrado nacionalmente tres productos con el
ingrediente activo 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano, denominado G-1, cuyas marcas son 1)
Queratofural®, ungiiento oftalmico veterinario, para el tratamiento de enfermedades bacterianas y
fungosas, 2) Vitrofural®, esterilizante quimico para la produccién de vitroplantas y 3) Dermofural®,
unglento, para el tratamiento de enfermedades dermatolégicas de origen bacteriano y fungoso en

humanos (Gaitan Placeres, 2006).

Este Centro realiza el proceso a ciclo completo (sintesis a comercializacion) de estos ingredientes
activos por lo que cuenta con un equipo de trabajadores de caracter multidisciplinario que se
involucran en la sintesis, analisis y caracterizacion quimico farmacéutica, farmaco y toxicolégica asi
como su comercializacion. Esto conlleva una poblacion laboral ocupacionalmente expuesta a agentes

con potencial de dafio sobre la salud y en particular sobre el material hereditario.
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2.4.1. Caracteristicas particulares de la exposicion

El procedimiento patentado en el CBQ para la obtencion del ingrediente activo G-1 consiste en la
bromacién del 2-(2-nitrovinil)-furano (G-0) utilizando como solvente disulfuro de carbono. La
deshidrobromacion se realiza con piridina pura después que el exceso de solvente es eliminado por
destilacion. El licor obtenido, se diluye con alcohol etilico y por enfriamiento cristaliza el producto
crudo que se separa por filtracién; la purificacion se realiza mediante adsorcion sobre carbén activado
en etanol, obteniendo por recristalizaciones sucesivas el producto activo.

i 2 3

Destllacién Deshidroebromacién
2 CS., Exceso Con Piridina
e ‘#sc =80 °C
w
5] 5 4
r 5
Cristalizacion
Filtracidn , Dilucidn
Presién reducida Por eﬂr“;aﬁrgb&nm Alchol etllico
\ J
k
T B 9
'-ul:l':-uf‘:::lillnncp::ul: Lristalizacion Secado
R ' por enfriamisnto :
Carbu;'l“.ﬂsztwado y filtracién a E‘g uaéfzuf'f
L Filtracio vacio
Facion

Mo cumple reguerimientos

.

C.Calidad
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5l cumple requisitcp
98-102 %pza,
< Z% MEBr

Figura 3. Esquema del procedimiento a escala de laboratorio para obtencion de G-1. Tomado de (Gaitan
Placeres, 2006).

El esquema del procedimiento a escala de laboratorio comprende once operaciones principales: 1-
Bromacion, 2-destilacion, 3-deshidrobromacion, 4-dilucién, 5-cristalizacion, 6-filtracion bajo presion
reducida, 7-purificacion mediante carbdén activado y filtracion, 8-cristalizacion por enfriamiento y

filtracién, 9-secado, 10-evaluacion de la calidad y 11- envase del producto final (Fig. 3). En tal
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manufactura se utilizan varias sustancias quimicas y solventes y ademas se generan vapores de Br,y

de HBr), con potencial toxicidad (Gaitan Placeres, 2006).

El producto G-0, constituye el intermediario para la obtencion de G-1, pero ademas se le han
patentado acciones como anticoccidiano y se han estudiado propiedades como inhibidores de la
corrosion electroquimica y microbiana. Los métodos de sintesis del G-0 reportados hasta el presente,
utilizan furfural, nitrometano y un catalizador basico (Rodriguez, 2007).

La elaboracion del Vitrofural involucra un proceso de molinado del G-1 para obtener una dispersion

solida al 30% del principio activo en polietilenglicol6000.

En la Tabla Il se presentan los principales quimicos a que estan expuestos ocupacionalmente los
trabajadores del CBQ.

Tabla Il. Sustancias quimicas utilizadas en el Centro de Bioactivos Quimicos

Area Sustancia Quimica Proceso

Furfural

nitrometano Obtencién de G-0

Planta de Produccién isobutilamina
Alcohol etilico
Carbon

G-0

Bromo
Piridina .,
Obtencion de G-1
Disulfuro de carbono

Anhidrido acético

Polietilenglicol 6000

Obtencioén de Vitrofural
G-1

Piridina
Polietilenglicol 6000
G-1 Andlisis de pureza y
G-0 estabilidad de G-1, G-0y

Anhidrido acético vitrofural

Laboratorios de Andlisis y

control

isobutilamina
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2.4.2. Efectos sobre la salud

Furfural

La exposicion a esta sustancia tiene sobre todo conocidos efectos téxicos agudos con sintomas
inespecificos acorde a la forma de exposicidn. La inhalacién puede provocar tos, dolor de cabeza,
dificultad respiratoria, jadeo y dolor de garganta. Por su parte la ingestion causa dolor abdominal,
diarrea, dolor de cabeza, irritacion o quemaduras del eséfago o del tracto gastrointestinal, dolor de
garganta y vomitos. El contacto con ojos y piel puede provocar enrojecimiento y dolor (Gomez-Arroyo
y Souza, 1985, 1995, Abraham et al., 2011). No hay referencia de estudios subcrénicos, crénicos o
genotoxicos, por lo que se carece de clasificacion como mutageno y se ubica en la categoria 3 como

no cancerigeno para el ser humano

Nitrometano

El nitrometano puede ser absorbido por inhalaciéon y por ingestion, causando efectos agudos tales
como nauseas, vomitos, dolor de cabeza, debilidad, pérdida de coordinacion y diarrea. El contacto
con mucosas y piel puede irritar la piel secarla y agrietarla, irritar 0jos, nariz, garganta, y vias
respiratorias bajas causando tos y respiracion con silbido. Puede llegar a irritar los pulmones. La
exposicion repetida podria causar dafio hepético y renal.

Los altos niveles de esta sustancia pueden reducir la capacidad sanguinea de transportar oxigeno,
causando cansancio, mareo y una coloracién azulada en la piel y los labios (metahemoglobinemia).
La exposicion a muy altos niveles puede causar dificultad respiratoria, colapso e incluso la muerte. La
exposicion a largo plazo ha causado en animales cancer glandular, renal y hepatico (Mullins y
Hammett-Stabler, 1998, IARC, 2000, NTP, 2010).

Isobutilamina

Este producto segun su hoja técnica de seguridad del material, (OXEA, 2011) es altamente
inflamable, sus vapores pueden formar una mezcla explosiva con el aire. Los componentes del
producto pueden ser absorbidos por el cuerpo por inhalacién, ingestién y a través de la piel siendo
altamente tdxicos. Provoca graves guemaduras en la piel y lesiones oculares e irritacién respiratoria.
Derivados de la isobutilamina Nitrosodi-se citan como carcinogenos, con localizacion tumoral en

cavidad nasal y traguea (Lijinsky y Reuber, 1981).
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Alcohol etilico

El alcohol es la droga mas aceptada de nuestra sociedad y la mas antigua de nuestra cultura. Sin
embargo, es ampliamente tdxico para el organismo sea por consumo voluntario como por exposicion
ocupacional. La exposicién aguda por contacto puede irritar la piel y los ojos, la inhalacién puede
irritar la nariz, la garganta y el pulmon, causando tos o falta de aire. También puede causar dolor de
cabeza, nauseas, vomitos, pérdida del conocimiento y afectar a la concentracion y la vision (Health,
2011).

La sobreingesta tiene repercusiones en todos los aparatos y sistemas: nervioso, cardiovascular,
digestivo, sexual o a nivel de la médula 6sea (Figuero et al., 2004)

Hay referencias de que su ingestion podria aumentar el riesgo de ciertos canceres (higado, eso6fago,
mama, prostata, colon, recto) en humanos. La exposicion repetida a esta sustancia podria causar
abortos espontaneos, asi como malformaciones en recién nacidos y otros problemas en el desarrollo.
Ademas existen indicios limitados de que la exposicion al alcohol etilico podria disminuir la fertilidad
masculina. El riesgo de padecer cancer por exposicion ocupacional al alcohol etilico no es

concluyente.

Carbon

Los contaminantes del carbon afectan a los principales sistemas de 6rganos del cuerpo y contribuyen
con cuatro de las cinco principales causas de mortalidad en los Estados Unidos: enfermedades
cardiacas, cancer, accidentes cerebro-vasculares y enfermedades crénicas del aparato respiratorio
inferior (Lockwood et al., 2009).

Segun op cit cada paso del ciclo de vida del carbon — su extraccion, transporte, lavado, combustion y
desecho de residuos de postcombustién — tiene influencia sobre la salud humana. La combustion del
carbon, en especial, contribuye con enfermedades que afectan a grandes sectores de la poblacion de
los Estados Unidos, incluyendo asma, cancer de pulmén y accidentes cerebro-vasculares, agravando
los principales problemas de salud publica de nuestros tiempos. Interfiere con el desarrollo pulmonar,

incrementa el riesgo de infartos y compromete la capacidad intelectual.

Disulfuro de Carbono (D,C)

El (D,C) tiene conaocidos efectos téxicos, agudos y a largo plazo. Los efectos agudos se aprecian en
funciones sistémicas y locales, irrita la piel y los ojos. Puede causar nauseas, vomitos, diarrea, dolor
abdominal, sensacién de desvanecimiento, desmayo e incluso la muerte

La exposicién repetida puede causar cambios de personalidad, tales como depresion, ansiedad,

irritabilidad, pérdida de la memoria y pérdida de la audicién. Ademas provoca dafio al higado, rifién, y
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corazon. También representa riesgo para la salud reproductiva, reduce la fertilidad en hombres y
mujeres, causando anomalias espermaticas y abortos espontdneos. Puede ser un teratégeno en
humanos, ya que lo es en los animales. En cambio su potencial carcinogénico no ha sido clasificado
(ATSDR, 1997).

Bromo

El bromo es extremadamente corrosivo para los ojos, la piel, el arbol respiratorio y las membranas
mucosas en forma de liquido o vapor, (van Leeuwen y Sangster, 1987, Sanidad, 2007b). Su
inhalacion puede causar secrecion de las mucosas, tos, rinitis, epistaxis, sensacion de opresion,
vértigo y dolor de cabeza. Ademas de dificultad respiratoria, asma y disnea. Pueden aparecer
sintomas no inmediatos como nauseas, diarrea y dolores abdominales. La inhalacién de altas
concentraciones puede causar lesiones inflamatorias de las membranas mucosas del tracto
respiratorio superior, y quemaduras graves en los pulmones. La lengua y el paladar pueden aparecer
inflamados y con edemas, presentando un olor caracteristico en el aliento. Varias horas después de
la exposicién pueden manifestarse espasmos de la glotis, bronquitis asmatica, edema pulmonar, y
pulmonia op cit.

La ingestion puede causar quemaduras en la boca, garganta y estdmago, corrosion y coloracién
marron en lengua y membranas mucosas. Vomitos, dolor abdominal y diarrea pueden ser sintomas
de una gastroenteritis corrosiva grave. Puede desencadenar hipotensién, taquicardia, cianosis y otros
indicios de shock. La muerte puede ser debida a colapso circulatorio, asfixia por edema de la glotis,
neumonia por aspiracién o edema pulmonar.

El vapor concentrado en contacto con la piel es irritante 0 nocivo. El contacto directo con el liquido
penetra rapidamente por el tejido produciendo erupciones, irritacion y quemaduras quimicas. El
contacto con los ojos causa irritacion, lagrimeo e inflamacion. Pueden aparecer blefaro espasmos y
fotofobia a altas concentraciones. Salpicaduras en los ojos pueden resultar en quemaduras graves.
La IARC no ha aportado datos sobre su carcinogenicidad ni evidencias de propiedades mutagénicas
(Sanidad, 2007a).

Piridina

La inhalacién de piridina puede irritar la nariz y la garganta, causando tos y respiracion con silbido.
Causa dolor de cabeza, nduseas, mareo, vomitos, diarrea, dolor abdominal e incluso coma y muerte
Es irritante para la piel y los ojos (Health, 2002)

No hay indicios de que la piridina cause cancer en animales, aunque si se refieren riesgos en la

organogénesis, dafio hepatico y renal op cit.

21



Biomonitoreo citogenético de trabajadores del CBQ mediante el ensayo de micronucleos

Anhidrido acético

El anhidrido acético, comunmente abreviado Ac20, es uno de los anhidridos carboxilicos mas
simples pero mas ampliamente usados en sintesis organica.

Los efectos sobre la salud se suceden luego de la inhalacion, la ingestién y el contacto con la piel
(Sanidad, 2008, Labbox, 2014).

La inhalacion produce disnea, edema en las vias respiratorias superiores, y pulmonar, hipoxemia,
broncoespasmos, neumonitis, traqueobronquitis y anormalidades persistentes en la funcion pulmonar.
La ingestion puede provocar dolor de garganta, sensaciéon de quemazon, dolor abdominal y colapso.
En contacto con la piel ocasiona enrojecimiento, dolor, quemaduras y ampollas El contacto con los
0jos puede causar enrojecimiento, dolor y quemaduras graves, erosion corneal y ceguera.

Segun la bibliografia consultada a la vista de los datos disponibles, no se cumplen los criterios de

clasificacién para este compuesto en cuanto a mutagenicidad, carcinogénesis, y teratogenicidad.

Polietilenglicol 6000

Esta sustancia no esta clasificada como peligrosa, los mayores dafios que podria causar, son el
efecto laxante tras la ingestién de grandes cantidades de la misma, e irritacién de ojos y piel en caso
de contacto (Acofarma, 2010, GUINAMA, 2010, GTM, 2014).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Poblaciéon estudiada

Se evaluaron trabajadores del CBQ en un estudio de casos y controles. Los trabajadores que
accedieron a participar en el ensayo se distribuyeron en ambos grupos. Antes de la realizacion de
cualquier procedimiento, los sujetos potenciales a incorporarse al estudio recibieron una explicacion
clara sobre los objetivos del estudio, el riesgo, los beneficios y el caracter voluntario de su
participacién. Los mismos manifestaron su consentimiento por escrito, el cual se bas6 en la
Declaraciéon de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial y los reglamentos gubernamentales e
institucionales ((WMA), 1964, CIOMS, 1993). El grupo caso incluy6 los individuos expuestos
ocupacionalmente y el grupo control se conformé con trabajadores cuyas funciones no implican

interaccidn continua y directa en procesos de sintesis, analisis y manejo de sustancias quimicas.

La seleccion de cada grupo estuvo determinada por la disponibilidad de voluntarios, y el cumplimiento
de los criterios de inclusién y exclusién, siendo excluidos aquellos con enfermedad oncolégica, con

tratamiento radioterapico o de quimioterapia, o que no respondieron al cuestionario.

El nimero total de individuos alcanzé la cifra de 39, divididos en 14 expuestos y 25 controles.
3.2. Cuestionarios

Paralelamente a la extraccion de las muestras biolégicas, y para tener un buen conocimiento de las
caracteristicas, tanto del colectivo expuesto como del control, cada donante se sometid a una
encuesta exhaustiva (ver Anexo 1) con el fin de obtener informacion, lo mas detallada posible sobre
su actividad laboral y sus antecedentes personales. Se realizaron las preguntas habituales sobre
demografia (edad, sexo, lugar de residencia,...), preguntas relacionadas con su historial médico
(enfermedades, anomalias genéticas, medicacion, antecedentes familiares de céncer, abortos
espontaneos,...), con la ocupacion previa y actual, actividades de ocio, dieta, habitos de consumo
(alcohol, tabaco, café, drogas), exposiciones peligrosas (RX, productos cancerigenos, etc.), y
cualquier otro factor que pudiera inducir dafio genotoxico o interaccionar con la exposicién. Los
trabajadores tuvieron que responder, ademas, a una serie de preguntas relacionadas medidas de
proteccion y seguridad en su puesto de trabajo.

El objetivo de la encuesta es detectar cualquier factor que pueda crear confusién con los resultados

obtenidos.
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3.3. Ensayo de MN en mucosa bucal

3.3.1. Obtencidn y preparacion de las muestras

Antes de obtener las muestras, cada donante se enjuagé la boca con agua destilada estéril para
eliminar posibles restos de alimentos.

Las células de descamacion de la mucosa bucal se obtuvieron friccionando el interior de las mejillas,
evitando tocar la lengua y los dientes, con hisopo o cepillo dental de fibra suave humedecido en
solucién salina fisiologica. Estas muestras fueron inmediatamente sumergidas en 15mL de solucion
salina fisiologica agitando vigorosamente para obtener el mayor nimero posible de células. Las

muestras fueron mantenidas a 4 grados hasta su posterior procesamiento.
3.3.2. Protocolo

Las muestras de mucosa bucal se centrifugaron durante 10 minutos a 1500 rpm, se aspir0 el
sobrenadante y se afiadieron 15 ml de solucién tampén (0,1M EDTA, 0,01M tris-HCI, 0,02 M NaCl, pH
=7), se centrifugd durante 10 minutos 1500 rpm, repitiendo este paso hasta tres lavados. Acabado el
tercer lavado, se aspir6 el sobrenadante y se adicion6 solucién fijadora de Carnoy (Acido Acético:
metanol 1:3) fria por 5 min, se centrifugd dejando una cantidad suficiente de tampén para tener una
concentracion celular adecuada (Titenko-Holland et al., 1998). Se gotearon 6 gotas de 50uL del boton
celular sobre portaobjetos (2 por muestra) calentados en una placa calefactora a 55°C durante 15 min
y se dejaron secar durante otros 15 min en la placa calefactora. Una vez que estaban bien secas, se
guardaron a -20°C hasta su evaluacion.

Las preparaciones secas se tifieron con una solucion al 10% de Giemsa durante 10 minutos.
Después de lavadas (con agua de la llave) se secaron al aire, y una vez secas se sellaron con
cubreobjetos (24 x 60 mm) utilizando Entellan. Los portaobjetos, fueron codificados previamente, ya
que mediante el estudio “a ciegas” se evita subjetividad en el analisis. La observacién se hizo con
aumento de 1000 X con ayuda de un microscopio de campo claro (Fig. 4).

El nimero de células con MN por individuo se obtuvo del conteo de 1000 células. Para considerar
gue estabamos en presencia de MN seguimos los criterios de Tolbert (Tolbert et al., 1992), debia
cumplirse que el diametro de los mismos fuera menor de 1/3 del tamafio de los nucleos, que la
coloracién fuera semejante a la de los nucleos principales y que el MN estar totalmente separado o

solo superponerse parcialmente a uno de los nucleos principales.
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Figura 4. Esquema de protocolo de ensayo de MN en mucosa bucal

3.3.3. Analisis estadistico

Se hizo la estadistica descriptiva de las diferentes variables demograficas y de estilos de vida tanto
para poblacién total como para los grupos: casos y controles.

Se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney de muestras independientes para contrastar la
hipétesis de que las medias de las variables continuas (ejemplo edad, afios de ocupacién, nimero de
micronucleos) de los dos grupos son iguales. La prueba no paramétrica fue usada debido a que no se
cumplié el supuesto paramétrico de normalidad de las variables anteriores por grupo. La asociacion
entre dos variables discretas fue analizada usando el test de Chi cuadrado, el cual fue usado para

comparar frecuencias entre grupos.

Para determinar los factores de riesgos asociados con la incidencia de micronucleos por grupo se usé
la técnica de arbol de decision CHAID (Chi-squared Automatic Interaction Detector) basado en el

estadigrafo chi-cuadrado. En este estudio se consideraron como factores de riesgos, la edad, sexo,
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ocupacion, afios de exposicion ocupacional, riesgos en puesto de trabajo actual y previo, lugar de
residencia y riesgos asociados a este y a estilos de vida: consumo de alcohol, tabaco café, dietas,
agua enfermedades, antecedentes familiares, etc. Todos los andlisis estadistico fueron realizados con

el SPSS, version 20 y se considerd un nivel de significacion de a = 0.05.
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4. RESULTADOS

Las caracteristicas descriptivas de ambos grupos para diferentes variables demograficas, de estilos

de vida y datos personales extraidos de la encuesta se presentan en la Tabla Ill.

Tabla lll. Caracterizacion demogréfica y de estilos de vida de la poblacién.

o Control Expuesto Total
Caracteristicas p
n=25 (%) n=15 (%) N=39
Edad (media) 4221+ 452 42.50 £ 6.87 42.32 £ 3.62 NS
Femenino 16 (64.0) 10 (71.4) 26 (66.7)
Sexo _ NS
Masculino 9 (36.0) 4 (28.6) 13 (33.3)
Blanca 22 (88) 12 (85.7) 34 (87.2)
Color de piel Mestizo 2 (8) 0 (0) 2(5.1) NS
Negra 14 2(14.3) 3(7.7)
Consumo de No consumo 9 (36) 5 (35) 14 (35.9) NS
medicamentos Consumo 16 (64) 9 (64) 25 (64.1)
Fumador 2 (8) 0 (0) 2(5.1)
No fumador 14 (56) 10 (71.4) 24 (61.53) NS
Consumo de
Fumador
tabaco _ 8 (32) 2 (14.3) 10 (25.64)
pasivo
Ex fumador 1 (4) 2 (14.3) 3(7.8)
Consumo de Si 8 (32) 8 (57.1) 16 (41) NS
alcohol No 17 (68) 6 (42.9) 23 (59)
Consumo de Si 23 (92) 8 (57.1) 31 (79.5) 0.01
embutidos No 2 (8) 6 (42.9) 8 (20.5)
Consumo de Si 12 (48) 1(7.1) 13 (33.3) 0.009
carne roja No 13 (52) 13 (92.9) 26 (66.7)
Consumo de Si 7 (28) 12 (85.7) 19 (48.7) 0.001
pescado No 18 (72) 2 (14.3) 20 (51.3)
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Tabla lll. Continuacién

Bioldgica 15 (60) 0 (0) 15 (38.5)
Area Quimica 10 (40) 7 (50) 17 (43.6) <0.001
ocupacional Planta de
y 0 (0) 7 (50) 7(17.9)
Produccion

Exposicion en residencia

Si (P, AT, PR, Q) 4 (16) 7 (50) 11 (28.2) 0.004
No 21 (84) 7 (50) 28 (71.8)
Antecedentes No 17 (68) 6 (42.9) 23 (59) NS
cancer Si 8 (32) 8 (57.1) 16 (41)

P (plaguicidas), AT (alta tension), PR (planta de residuales), Q (quimicos) NS (No hay diferencias significativas)

La edad tuvo una media, para el total de la poblacion de 42.32 afios; y de 42.21 + 4.52 y 42.50 + 6.87
para controles y expuestos. Hubo un predominio del sexo femenino en ambos grupos, 64% para los
controles y 71.4 % para los expuestos. El 87.2% de los individuos son blancos, la mayoria son no
fumadores (92% en los controles y 100 % en los expuestos). El 41% de la poblacion analizada es
consumidora casual de alcohol e igual porcentaje presenta antecedentes familiares con algun tipo de
cancer, ya sea pulmoén, prostata, Utero y mayoritariamente de mama. El grado de parentezco
reportado fue en abuelos y abuelas, tias y madre.

Como se aprecia no hubo diferencias significativas entre los grupos en relacion a la edad, el sexo, el
color de la piel, el habito de fumar y de consumir alcohol, asi como en los antecedentes familiares de
cancer. Igualmente no se hallaron diferencias en cuanto a consumo de agua de diversas fuentes,
enfermedades, uso de medicamentos y riesgos asociados a actividades de ocio (datos no mostrados,
ver Anexo2).

Los afios de ocupacion en el puesto de trabajo actual tuvieron una media de 11.63+4.53 y
12.71+46.15 para el control y el expuesto, respectivamente; por lo que esta variable no resultd de
interés estadistico. Asi mismo los afios de trabajo en ocupaciones previas tampoco exhibieron
diferencias entre los grupos.

En relacion a los estilos de vida solo se hallaron diferencias entre los grupos, en la dieta,
particularmente en el consumo de carne, pescado y embutidos.

De lo anterior se infiri6 que estudiamos una poblacién bastante homogénea respecto a variables
“confusoras” para estimar el riesgo asociado a una exposicion ocupacional.

En cambio detectamos diferencias significativas entre los grupos relacionadas con el riesgo en el area

ocupacional, el 50 % de los expuestos pertenecian al Departamento quimico y el otro 50 % a la
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Planta de produccion, mientras que el control estuvo conformado en un 60 % por trabajadores del
Departamento biolégico y un 40 % por trabajadores de oficina del Departamento Quimico. Esta
variable resulté ser diferente con significacion estadistica, lo que motivé a profundizar en el analisis
de variables asociadas a la exposicion, los resultados de este analisis se muestran en la Tabla IV.

Tabla IV. Caracterizacion de riesgo ocupacional de la poblacion estudiada.

Caracteristicas Control Expuesto Total
Tamafo de muestra n=25 (%) n=14 (%) n= 39 (%) P
Exposicion Si 19 (76) 14 (100) 33 (84.61) 0.04
ocupacional No 6 (24) 0 (0) 6 (15.38) '
Afios de trabajo
» 11.63 +4.53 12.71 +6.15 12.17 NS
Ocupacién actual
Bajo 23 (92) 1(7.2) 24 (61.53)
Grado de riesgo Moderado 2 (8) 5(25.7) 7 (17.94) <0.001
Alto 0 (0) 8 (57.1) 8 (20.51)
Exposicion Si 17 (68) 14 (100) 31 (79.48) 0.018
Quimicos No 8 (32) 0 (0) 8 (20.51) '
Polvo Si 5 (20) 8 (57.1) 13 (33.33) 0.018
No 20 (80) 6 (42.9) 26 (66.66) '
Derivados del Si 1 (4) 8 (57.1) 9 (23.07)
<0.001
carbono No 24 (96) 6 (42.9) 30 (76.92)
Afos de trabajo
» _ 8.88 + 4.96 5.43 +3.78 7.15 NS
Ocupacion previa
Alto 7 (28) 2 (14.3) 9 (23.07)
Grado de riesgo
_ Moderado 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.024
previo
Bajo 18 (72) 12 (85.7) 30 (76.92)

NS (No hay diferencias significativas)

La exposicion ocupacional resultd una variable con diferencias estadisticas de significacion, porque
aunque los controles presentaron un 76% de sus casos con cierto grado de exposicién a factores de
riesgo de diversa naturaleza, el 100% de los individuos del grupo de exposicién estuvieron en
interaccion con sustancias riesgosas.

Este resultado se corrobora cuando se estratifican los grupos por grado de riesgo vy, se detectan

diferencias altamente significativas, el 92 % de los controles se consideraron de riesgo bajo, segun
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namero de sustancias que manipulan volimenes y frecuencia de uso; por el contrario en el grupo
expuesto el 57.1% esta considerado como poblacién con alto riesgo. Al desglosar los riesgos por su
naturaleza se hallaron diferencias significativas entre controles y expuestos en relacion a sustancias
quimicas, polvos y derivados del carbono, siendo esta ultima variable la que mas peso tuvo en la
diferencia. Un resultado interesante es el grado de riesgo en ocupaciones previas donde también se
detectaron diferencias pero en este caso los controles resultaron tener el mayor porcentaje de
individuos con alto riesgo (28%), y los expuestos tan solo un 14.3%.

El desarrollo de este trabajo permitid la identificacion de aberraciones cromosémicas en células
epiteliales de la mucosa bucal de los participantes.

Las anomalias encontradas fueron microndcleos (MN), células con yemas nucleares, puentes
nucleoplasmaticos, células binucleadas, cariorrexis y cromatina condensada (Fig. 5). Estas ultimas
estan estrechamente relacionadas con la citotoxicidad siendo solo cuantificadas las células

micronucledas como biomarcador de dafio genético.

Figura 5. Células de mucosa bucal tefiidas con Giemsa al 10 %: A) Célula con microntcleo (MN); B) Célula
normal; C); Célula con yema nuclear D) célula binucleada; E) célula con cariorrexis; F) cromatina condensada;
G); fragmentacion nuclear H) Célula con puente nucleo plasmaético: I) Célula con nicleo picnético; J) Célula con

cariolisis. Microscopio Binocular compuesto. Imagenes capturadas a 400 y a 1000 aumentos reales.
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La prueba no paramétrica de Mann-Whitney de muestras independientes mostré diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los valores de MN en 1000 células para el control
y el expuesto. La media de microndcleos para el control fue de 5,96 + 2.47 mientras que para el
expuesto fue de 10.79 + 2.65 (Fig. 6).

Frecuencia de MN

O N B~ O
|

control expuesto

Figura 6. Frecuencia media de MN para el control y el expuesto.

El andlisis de la asociacion de factores de riesgo con la incidencia de microndcleos a través de la
técnica de arbol de decision CHAID permitié determinar un valor de corte para la variable nimero de
micronucleos, que definié6 dos niveles para esta poblacién: baja incidencia y alta incidencia de
micronucleos. El valor de corte 7 resultante (Anexo 3) fue usado para encontrar nuevas asociaciones
entre la variable micronucleos discretizada (bajo/alto nivel de microntcleos) y los factores de riesgos.
Este valor tiene sentido bioldgico pues coincide con el valor referido como frecuencia normal para las
poblaciones humanas (Bonassi et al., 2001).

Cuando fueron consideradas todas las variables en el andlisis resulté que la incidencia de
micronucleos se asoci6 significativamente con la variable grupo (p < 0.001). El primer nodo del arbol
(nodo 0) indica que de los 39 casos estudiados, 21 tiene una incidencia de microndcleos por debajo
de 7, y los restantes 18 tienen una frecuencia superior a 7. En el grupo expuesto el 85.7 % de los

casos exhiben mayor incidencia de micronucleos, por el contrario el 76 % de los del grupo control
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presentan menor incidencia de micronucleos (Fig. 7). Este resultado confirma la buena asignacion de
los individuos a los grupos de estudio. Una asociacion interesante que se hallé en el analisis de este
arbol fue la asociacion significativa entre la incidencia de MN en grupo control con el grado de riesgo
en la ocupacion previa, los individuos controles que antes ocuparon puestos de riesgos exhibieron

mas células micronucleadas que sus homdlogos de grupo pero no expuestos con anterioridad.

MM recodificacada

Hode 0

Categony i n
r-—————=—-—----- | B menorincidencia de 53.8 21
| B menorincidencia de | Microniclaos
I Micronicleos | B mayorincidencia de G52 18
: B mayorincidencia de | Micronicleos

: . |

,  Microndcleos | Total 100.0 =9

Grupo Gisselle
Adj. P-walue=0.000, Chi-square=13.753, df=1

Contral Expuesta
Mode 1 Mode 2
Categony % n Categony ] n
B menorincidencia de TE.0 19 B menorincidencia de 1432 2
Micronicleos Microndcleas
B mayorincidencia de 240 6 B mayorincidencia de 257 12
Micrandcleos Microndcleos
Total B4.1 25 Total 3589 14
| =]

Grado de riesgo considerando ccupacion previa
Adj. P-value=0.016, Chi-square=5.855, d=1

Ni:l Eii
Mode 3 Mode &

Categony i n Categany % n
B menorincidencia de 22016 B menorincidencia de 4z0 3

Micranlcleos Microndeleos
B mayorincidencia de 114 2 B mayorincidencia de 571 4

Microndcleos Microndcleos

Tatal 45.2 18 Total 1789 7

Figura 7. Arbol de decision considerando todas las variables.
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La siguiente asociacion significativa (p < 0.05) que se encontré fue entre la frecuencia de
micronucleos y el tipo de riesgo actual. Cuando el grupo estaba expuesto a riesgo biolégico por
trabajar en esa area de investigacion el 6.7 % de los casos present6 alta incidencia de MN, cuando
se tratdé de trabajadores del area quimica el 58.8% presenté alta incidencia de MN. El mayor
porcentaje de individuos con frecuencia de MN por encima de 7 fue en aquellos que laboraban en la
planta de produccion (100%) (Fig. 8).

MM recodificacada

Mode O

Categony i n
r-————-———------ | B menorincidencia de 53.8 21
| @ menarincidencia de | Micronicleos
I Microniclens | B mayorincidencia de 46.2 18
: B mayorincidencia de | Microndclens

: . |

 Microniclens | Total 100.0 39

Tipo de riesgo
Adj. P-walue=0.000, Chi-square=12.675, df=2

bialdgica quimico planta de praduccian
Mode 1 Mode 2 Mode 3
Categony i n Categony i n Categony % n
B menorincidencia de 933 14 B menorincidencia de 412 7 B menorincidencia de 0o oo
Micronicleos Micronicleos Micronicleos
B mayorincidencia de 67 1 B mayorincidencia de 52.2 10 B mayorincidencia de 1000 7
Micronicleos Micronicleos Micronicleos
Taotal 385 15 Taotal G356 17 Taotal 178 7
=
Selxu:-
Adj. P-value=0.036, Chi-square=4.408, d=1
Femlnino h.ﬂasclulin-:-
Mode 4 Mode 5
Categony i n Categony % n
B menorincidencia de 250 2 B menorincidencia de 200 4
Micronicleos Micronicleos
B mayorincidencia de 750 9 B mayorincidencia de 200 1
Micronicleos Micronicleos
Taotal 0.8 12 Taotal 128 5

Figura 8. Arbol de asociacion entre frecuencia de MN vy tipo de riesgo

Del nodo 2 de este arbol se derivé otra asociacién significativa (p=0.03) entre los trabajadores del

area quimica y el género, apreciando una mayor frecuencia de MN en las mujeres 9/12 para un 75%
(Fig. 8).

Este resultado fue confirmado para todos los trabajadores, independientemente del area pues en el

Nodo O del arbol presentado en la Figura 9 se aprecié una asociacion significativa entre la
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frecuencia de MN y el sexo (p= 0.04). El 57.7 % de las personas con mayor numero de células

micronucleadas eran mujeres.

| B manar incldencia de :
1 Micnacleos |
! B mavyer inoidencia de |
Miggndeleos :

-

MH meodificacads

Hodo O
Categona % n
B maenos incidencia de 538 21
Migrondoleos
® mayer incidenoia de a2 18
MigionGelgos
Total 1000 20
| =

L ES]

Valer F omegide=008, Chi-cuadrado=317Q, #=1

Famaning Mazouling
Hodo 1 Hodn 2
Categona % ] Categaria ] ]
B mgnor incidencia de az3 1 B mgnar incidencia de T80 10
Micranie|&ss Misraniicleos
B mayor incidencia de 57T 15 B mayor incidencia de 231 3
Tatal B&T 26 Taotal pru o O

Figura 9. Arbol de asociacion entre frecuencia de MN y sexo

La exposicion a derivados del carbono fue el tipo de riesgo que mas significativamente se asocioé con

el incremento de MN, hallando que el 88.9 % de los casos con mayor incidencia de MN estuvieron

expuestos a estos (Fig.10).

| B menarincidencia de :
I Micronicleos |
I B mayorincidencia de |
Micronicleos :

MM recodificacada

Mode O
Categorny ki n
B menorincidencia de 53.8 21
Micronicleos
B mayorincidencia de g6.2 18
Micronicleos
Total 100.0 39
=

Exposician a derivados del carbane
Adj. P-walue=0.003, Chi-square=8.598, d=1

no exposicion a derivados del carbono

exposicion a derivados del carbano

Mode 1 Mode 2
Categony % n Categony % n
B menorincidencia de G667 20 ® menorincidencia de 111 A
hicronicleos hicronicleos
B mayoarincidencia de 33310 B mayarincidencia de 289 =
Micronicleos Micronicleos
Total TE9 30 Total 231 4

Figura 10. Arbol de asociacion entre frecuencia de MN y exposicion a derivados del carbono
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Las sustancias pulverizadas de carbono u otra naturaleza también influyeron significativamente en la

frecuencia del dafio genético estudiado puesto que el 76.9% de los expuestos tuvieron mayor

frecuencia de células micronucleadas (Fig. 11). Interesantemente dentro de este

mayor frecuencia de MN tuvieron fueron los que consumieron mas pescado.

| @ menorincidencia de :
I Microndcleos |
I W mayor incidencia de |
Microndcleas :

MM recodificacada

Mode 0
Categony W n
B menorincidencia de 53824
Micrandcleos
B mayorincidencia de 452 18
Micrandeleas
Tatal 100.0 39
| =

Exposicién a polwos
Adj. P-walue=0.008, Chi-square=7.429, df=1

no exposician a polvos

exposicidn a polvos

Mode 1 Mode 2
Catagony % n Categony ) n
B menorincidencia de 9.2 18 B menorincidencia de 231 3
Micronidecleos Micrendcleos
B mayorincidencia de 308 8 B mayor incidencia de TE.9 10
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Total 6.7 26 Tuatal 3.3 13
| -]

Consumo de pescado
Adj. P-value=0.012, Chi-square=5.240, df=1

alto consumo de pescado

bajo consumo de pescado

grupo los que

Mode 2 Mode 4
Catagony W% on Categony Woon
B menarincidencia de 0.0 o B menorincidencia de 600 3
Micrandcleos Micranicleos
B mayorincidencia de 1000 8 B mayorincidencia de 400 2
Wicrandecleos Microndcleas
Tatal 208 82 Tuotal 128 4

Figura 11. Arbol de asociacion entre frecuencia de MN y exposicion a quimicos pulverizados

Otra relacion significativa entre el evento genético y los estilos de vida se hall6 en el arbol que estudié

la asociacion con consumo de carne rojas semanalmente, donde la mayor frecuencia de MN fue en

individuos con menor consumo de carne y que a su vez estaban mas expuestos a vegetales o frutas

que fueron tratadas quimicamente con sustancias “maduradoras” (Fig.12).
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| mmenorincidencia de
I Micranicleas
I'® mayorincidencia de
Microndcleos
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Microndeleos
B mayorincidencia de g6.2 12
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Total 2048 8 Tuotal 51.5 24

Figura 12. Arbol de asociacion entre frecuencia de MN y estilos de vida

Todos estos resultados fueron corroborados usando tablas de contingencia y como estadigrafo Chi-

cuadrado. Fueron halladas asociaciones de significacion estadistica

entre la incidencia de

micronucleos y las variables: grupo, grado de riesgo actual, tipo de riesgo, sexo, exposicion a polvos

y exposicion a derivados del carbono.
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5. DISCUSION

El propdsito de esta tesis se aviene con el creciente interés por la salud ocupacional. Los estudios de
biomonitorizacion genética de poblaciones humanas laboralmente expuestas a diferentes agentes
constituyen en la actualidad el centro de numerosas investigaciones (Gil y Hernandez, 2015,
Singaravelu y Sellappa, 2015).

Hoy es reconocido que la presencia de células con MN se asocia con defectos genéticos, que pueden
subyacer en procesos como el envejecimiento temprano, carcinogénesis y enfermedades
degenerativas (Benitez-Leite et al., 2010). Esto contribuy6 a la eleccién de los MN, usando linfocitos
de sangre periférica, como marcador citogenético (Basu et al., 2004). No obstante el origen epitelial
de mas de un 90% de los canceres sugirio la factibilidad del estudio de MN en células exfoliativas
como un marcador sensible, y minimamente invasivo, propiciando la propuesta del ensayo de MN en
células epiteliales como herramienta para el biomonitoreo epidemiolégico (Pastor, 2002).

El ensayo de MN se ha erguido como uno de los ensayos mas robustos y populares para

evaluar dafos citogenéticos. El proyecto establecido en 1997 y publicado en 2001, Human
micronucleus (HUMN) (http://www.huMN.org), y el méas reciente lanzamiento, en 2007, del proyecto
con células exfoliadas de mucosa bucal, HUman MicroNucleus project on eXfoLiated buccal cells
(HUMN(XL) (http://www.huMN(xl).org), confirman el interés internacional en establecer un programa
conjunto que incremente el conocimiento del ensayo y que promulgue la creaciéon de una red de
laboratorios que estudien el riesgo de enfermedades asociadas a la frecuencia de MN y la
correlacion con la exposicidbn ambiental u ocupacional (Bonassi et al., 2011, Fenech et al., 2011). Este
ensayo ha demostrado ser una herramienta importante para identificar las causas de los efectos
genotoxicos relacionados con factores de estilo de vida, habitos alimenticios, diferentes
enfermedades, edad, sexo y grupos étnicos (Ceppi et al., 2011).

Este quehacer ha resultado en un incremento en las dos ultimas décadas de la aplicacion del ensayo
de micronucleos para evaluar dafos en el ADN de personas expuestas a agentes mugatenos (Bortoli
et al., 2009). Los datos compilados de diversos laboratorios han permitido la conformacién de una
linea base de las frecuencias de micronutcleos hallados en diferentes ambientes, la cual tiene el
siguiente rango (0,05 — 11,5 MN/1000 células), donde la mayoria de los valores oscilan entre 0,5y 2,5
MN/1000 células (Holland et al., 2008).

Los valores medios de células con MN en nuestro estudio estan dentro del rango de la linea base
referenciada (Bonassi et al., 2001, Neri et al., 2005, Ceppi et al., 2011), incluso cuando el grupo
expuesto presenta aproximadamente el doble de células con MN, lo cual implica un incremento

significativo respecto al grupo control. Es oportuno mencionar que aunque el fin de esta tesis no
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concibié la cuantificacion de otras anomalias nucleares, observamos: cariorrexis, nicleo picnético,
cariolisis gemacién nuclear, células binucleadas y con cromatina condensada, que ademas de ser
fendbmenos que podrian ocurrir en procesos normales de diferenciacion celular, son indicadores de
dafio al ADN, citotoxicidad y muerte celular (Carlin et al., 2010). EI mecanismo de formacién o el
significado biolégico de cada una de estas AN no estd muy bien esclarecido, sin embargo, bajo
condiciones patolégicas diferentes tipos de cancer, problemas hematoldgicos (Torres-Bugarin, 2000)
o de exposicion (tabaco, alcohol, drogas y quimioterapia antineoplasica); se observan altas
frecuencias de células con AN. Asi, las células con doble nucleo podrian ser un marcador importante
de falla en la citoquinesis causada por una frecuencia anormalmente elevada de aneuploidia. La
significancia biolégica de las células picnéticas y el mecanismo de formacién son desconocidos, y
puede representar un mecanismo alternativo de desintegracion nuclear, diferente a la cariorrexis y la
cromatina condensada (Tolbert et al., 1992, Thomas et al., 2008, Benitez-Leite et al., 2010). El interés
por comprender los mecanismos que subyacen en estas AN catalizara su afianzamiento como
biomarcador de citoxicidad y de alerta genética, muestra de ello es la implementacién del ensayo
Buccal Micronucleus Cytome assay (por sus siglas en inglés) que analiza desde las células
basales hasta las exfoliadas de este tejido epitelial (Thomas y Fenech, 2011).

Nuestros resultados son dificiles de contrastar con experiencias previas pues carece de precedentes
homologos ya que las condiciones de exposicion son particulares en el CBQ, El centro posee las
patentes de sintesis y acciones bioldgicas, la tecnologia y la licencia de produccion de esas
moléculas y de algunas de sus formulaciones. Es cierto que se manejan durante la manufactura
varias sustancias, de uso frecuente en laboratorio y la industria quimica, clasificadas en funcién de su
potencial carcinogénico o teratogénico (IARC, 2000, Lockwood et al., 2009), pero otras carecen de
caracterizacion para su capacidad de dafar el ADN. Lo que es mas interesante y a la vez
preocupante es que son casi nulos los estudios epidemiol6gicos de sus riesgos por exposiciones
ocupacionales prolongadas o, el impacto que provoca la sinergia de ese conjunto de reactivos.

En los casos de exposiciones combinadas ya no se han de atribuir los efectos a un grupo especifico
de quimicos, puesto que no se pueden descartar las interacciones entre los mismos. Es muy factible
gue esta interaccidon cambie la respuesta que se produciria si los componentes de tales mezclas
actuaran de manera individual (Burkart y Jung, 1998, Lucero et al., 2000) que es como se los evalla
para definir su toxicidad. Ademas, a diferencia de los experimentos llevados a cabo en animales, las
exposiciones humanas no ocurren, evidentemente, bajo situaciones controladas, con lo cual se
explica la falta de categorizacion de los compuestos respecto a su genotoxicidad /carcinogenicidad en
el hombre, referidos al cual, los resultados quedan catalogados como “poco concluyentes”. A pesar

de estos sesgos existen varios estudios epidemioldgicos de asociacidn entre solventes organicos de
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uso en ambiente laboral y cancer (Lynge et al., 1997, Dominguez Odio et al., 2005, Glass et al.,
2015).

Para los estudios de asociacion se estratificd la poblacion en funcion de un criterio estadistico y
bioldgico que indica que 6.5 es el valor medio de la frecuencia de MN en las poblaciones humanas
(Bonassi et al.,, 2001). El dafio genotdxico (frecuencia de MN) se correlaciond positiva y
signicativamente (p < 0.001) con la variable grupo, donde el 85.7% de los individuos expuestos
mostraron frecuencia de MN por encima de 7, estando la frecuencia media en 10.79. Estudios
realizados por Gomez — Arroyo y col (2000), han encontrado un incremento de la frecuencia de MN
en células de mucosa bucal en poblaciones expuestas a sustancias quimicas, estos autores
encontraron niveles de MN por 1000 células de 3.8 MN en controles y 10 MN en expuestos, similares
a los encontrados en este trabajo, sin embargo otros autores detectan frecuencias mas bajas de 2.16
MN en controles y 4.75 MN en expuestos por 1000 células (Diaz et al., 1990, Larrea, 2007).

Otro asociacion significativa de este estudio es la que existe entre frecuencia de MN y tipo de riesgo
segun el area de ocupacion actual, la menor incidencia de MN fue en el grupo expuesto a riesgo
biolégico (grupo 1) por trabajar en experimentacion biolégica donde tienen baja e infrecuente
exposicién a quimicos, lo siguio la poblacién del area quimica (grupo 2), donde el 58.8% presentd una
alta incidencia de MN puesto que el 50 % de este grupo eran trabajadores de oficina que conformaron
el grupo control, y finalmente todos los individuos (100%) que laboraban en la planta de produccién
tuvieron frecuencia de MN por encima de 7 (grupo 3). Estos ultimos son los que mayor grado de
exposicion a sustancias quimicas debido a que sobre ellos recaen las principales labores de
manufactura de los principios activos y trabajan en contacto directo con las mismas. (Negrin, 2002).
Llama la atencion que dentro del control los que mayor numero de MN tuvieron fueron aquellos que
anteriormente tenian riesgo en su ocupaciéon, muchos de los trabajadores que hoy se consideran
controles ocupaban previamente puestos en la Planta de Produccion. Sin embargo, es conocido que
los dafios que conducen a la formacion de micronucleos tienen lugar en la capa basal del tejido
epitelial, donde las células se someten a la mitosis, estas células migran desde las capas basales del
epitelio hasta la superficie para renovarse lo que hace que el maximo indice de formaciéon de MN
aparezca entre 1 y 3 semanas después de la exposicion al agente genotoxico (Carlin et al., 2010).
Este argumento nos lleva a no inferir falsas relaciones de asociaciébn o causalidad, por lo que
consideramos que los resultados de asociacién de incremento de MN encontrados en trabajadores
con interaccién actual con quimicos son consecuencia de la influencia exposicién-estilos de vida, en
tanto los de los controles con ocupaciones previas de riesgo son imputables a actuales estilos de
vidas (Torres-Bugarin y Ramos-lbarra, 2013) y (Motgi et al., 2014). Ha sido bien establecido que el

dafio gendmico, tanto en células sanguineas o exfoliativas, también se produce por la exposicion
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ambiental a genotoxinas implicadas en procedimientos médicos (radiacién y quimicos), deficiencia de
micronutrientes (&cido félico), estilos de vida (alcohol, el tabaco, drogas, estrés, etc) y factores
genéticos tales como defectos hereditarios en el metabolismo del ADN y / o indices celulares de
reparacion (Venegas et al., 2007).

Si bien como parte de las buenas practicas de laboratorio y de produccién farmacéutica y, acorde al
sistema de seguridad y salud del trabajo se hace uso de medios de proteccion durante el proceso
productivo detectamos que la exposicion a derivados del carbono representé un riesgo que
significativamente se asocié con el incremento de MN, sean solventes o sustancias pulverizadas,
estas Ultimas mostraron una asociacion significativa detectable por el analisis CHAID. Este resultado
no es sorprendente en tanto las sustancias que en mayores volumenes y frecuencia se usan en este
colectivo laboral son de esa naturaleza, y por demas tienen referencias de efectos sobre la salud
(Baker, 1994, Dominguez Odio et al., 2005, Fan et al., 2006, Glass et al., 2015).

Hay varias citas que correlacionan positiva y significativamente el dafio al material hereditario con
respecto a los afios de exposicion. Los niveles de dafio genético en individuos sometidos a periodos
de exposicion de entre 3 y 18 afios aumentan en relacion al tiempo de exposiciéon (Peralta et al.,
2011). Sin embargo en nuestro estudio los afios de trabajo tanto en la ocupacién previa como en
ocupacién actual, no mostraron asociacion con la incidencia de MN ni fueron diferentes entre los
grupos, esto favorecié que este factor confusor no influyera en los resultados.

Hay otras variables que dificultan la interpretacion de los resultados en estos estudios de estimacion
de riesgo por lo que cada vez se considera de mayor importancia identificar cuales de ellas, sean
técnicas o epidemioldgicas, inciden en la frecuencia de MN en mucosa bucal en las poblaciones
humanas (Bonassi et al., 2009, Fenech, 2010).

El sexo y la edad se consideran dentro de las variables demogréficas que méas afectan el indice de
MN, aunque los resultados son de una u otra indole (Fenech et al., 2011, Khlifi et al., 2013), unos
hablan de incremento de la frecuencia de MN con la edad, pero sin que haya asociacion positiva con
el sexo (Arora et al., 2014), otros observan incremento de MN con la edad en ambos sexos, o que el
incremento se da solo en individuos de mas de 30 afios (Bonassi et al., 2011). La relacién positiva
con el incremento de la edad se ha atribuido a alteraciones en el huso mitético que causarian no
disyuncion, o defectos en la unién de las fibras al cinetocoro, o a la mayor frecuencia de roturas
cromosémicas espontaneas con el envejecimiento (Diaz et al., 1990, Lucero et al., 2000), en cambio
la no correspondencia se ha explicado en base a la diferencia en las edades promedio de los grupos
a comparar, o al estrecho rango de edad , haciendo dificil hallar la correlacién (Diaz et al., 1990,
Lucero et al., 2000).
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Nosotros no hallamos una asociacion estadisticamente significativa de la frecuencia de células con
MN con la edad, la caracterizacion demografica demostré6 que ambos grupos fueron similares en la
edad, por lo que podemos decir que es otro factor, diferente a la edad, el que incidi6 en la frecuencia
de MN.

En relacion al sexo, este se ha correlacionado indistintamente o no con la incidencia de MN (Bonassi
et al., 2001, Larrea, 2007), nosotros detectamos una asociacion que indica una mayor incidencia de
micronucleos en el sexo femenino, incluso cuando la proporcién de sexos fue similar entre los grupos
con un predominio del sexo femenino. Esta asociacién en nuestro trabajo se corrobor6 incluso al
estratificar la poblacién pues las mujeres del area quimica mostraron también mas MN.

La influencia del sexo ha sido informada para adultos, sin embargo, su influencia no ha sido
estadisticamente significativa en individuos menores de 40 afios, llegando a ser mas pronunciada en
sujetos de mayor edad. En una revision de un conjunto de estudios en adultos se encontrd que las
mujeres tenian un nivel mayor de frecuencia de MN, equivalente a un 19% mas que en los hombres
(Venegas et al., 2007, Nefic y Handzic, 2013).Varias investigaciones concuerdan en considerar a las
mujeres como mas propensas a tener un mayor namero de células con MN (Benitez-Leite et al.,
2010, Arellano et al., 2013).

Mas escasos Yy controversiales son los estudios con otros factores como lo es la dieta y estilos de
vida, siendo el tabaquismo uno de los mas estudiados (Nersesyan, 2006, Haveric et al., 2010).

Este habito ha sido sefialado como favorecedor del incremento de MN y otras anomalias nucleares
indicadoras de citotoxicidad y dafio genético (Bansal et al., 2012, Oliveira et al., 2012). Otros estudios
en cambio no muestran correlacion, y aluden que el habito no incrementa per se la frecuencia de MN,
sin embargo cuando hay interaccion con exposicidn ocupacional los fumadores severos tienen un
incremento en el dafio genético (Bonassi et al., 2003).

Nosotros no hallamos asociacion de este habito con la frecuencia de MN pues la poblacién en estudio
solo cont6 con 2 fumadores de menos de 30 cigarros al dia.

La variable consumo de alcohol nos fue imposible de cuantificar y quedé como una variable
dicotémica con la desventaja de tener “sesgo de memoria”. No hallamos diferencias entre
controles y expuestos en relacién al consumo de alcohol ni encontramos asociacion con la
frecuencia de MN, lo cual coincide con otros estudios realizados utilizando la misma técnica (Bortoli et
al., 2009, Huang et al., 2009, Rodrigues et al., 2012). Algunos trabajos incluso encuentran una
relaciéon inversa, atribuyendo a que el alcohol disminuye la frecuencia de células apoptéticas
(Nefic y Handzic, 2013). En este punto puntualizamos que para estudiar la influencia de
cualquier estilo de vida es necesaria una muestra que satisfaga los requerimientos
estadisticos para medir el impacto de las variables sobre la frecuencia de MN. Estimamos
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nuestro tamafio muestral atenta en dar como concluyente las asociaciones para algunas
variables, sobre todo aquellas que se estratifican.

Los grupos fueron homogéneos en relacion al color de la piel, antecedentes familiares de cancer, uso
de medicamentos, exposicion a radiacion y plaguicidas. Estas variables no se asociaron con la
frecuencia de células con MN aunque muchas veces estas han sido reconocidas como influyentes en
este evento genético (Nefic y Handzic, 2013).

Hallamos otras asociaciones en cuanto a frecuencia de MN y hébitos de vida relacionadas con la
dieta.

Suficientes estudios epidemioldgicos y experimentales sugieren que la dieta es un factor fundamental
en la modulacion de la prevencion del dafio al ADN. La inestabilidad gendmica es un evento
temprano fundamental en la carcinogénesis y para el mantenimiento de la estabilidad del genoma se
requiere un gran nimero de micronutrientes. Las deficiencia de folato y vitamina B12, y los altos
niveles de homocisteina en plasma se han asociado con dafio genético (frecuencia de MN) lo que
apoya la hip6tesis de que el dafio del genoma resulta en gran medida de un desequilibrio dietético de
micronutrientes y resalta la importancia de la dieta sobre el riesgo de cancer (Benassi et al., 2007,
Benassi-Evans et al., 2009).

Es limitado el nimero de estudios que comparan los regimenes dietéticos y el dafo al ADN, aunque
algunos concluyen que no hay diferencias significativas en la frecuencia de MN entre vegetarianos y
no vegetarianos. Los vegetarianos tienen mas concentraciones plasmaticas de folato y Vit C pero
menos Vit B12, y esta Ultima se asocia con disminucion de la frecuencia de MN siendo mas altos sus
niveles en los no vegetarianos (Kazimirova et al., 2006, Benassi-Evans et al., 2009, Kazimirova et al.,
2004).

En nuestro estudio el alto consumo de pescado y frutas tuvo una relacion positiva significativa en la
incidencia de MN y lo contrario sucedié con la carne roja, mayor consumo de carne se tradujo en
menor incidencia de MN. Los individuos con una dieta proteica mas baja en carne roja tuvieron mayor
consumo frutas y vegetales con lo cual una asociacién esta muy relacionada con la otra. Otros
autores han publicado que la frecuencia de MN decrece con un mayor consumo de frutas y pescado,
lo cual imputan a las sustancias antioxidantes de las frutas (Pastor et al., 2003, Asgé’lrd et al,,
2007, Bonassi et al., 2011). Cabria esperarse gue la ingestion regular de frutas (al menos 5 dias a
la semana), de vegetales frescos o alimentos ricos en folato proporcionaria un efecto “protectivo” a la
induccién de MN ya que el folato se requiere para sintesis y reparacion del ADN actuando como un
donador de metilos en la sintesis de timidilato (Jones et al., 2011). Este y otros mecanismos se han
usado como argumento para plantear que las frutas y vegetales pueden disminuir el riesgo de

padecer cancer (Steinmaus et al., 2000, Cancer, 2005). En nuestro el consumo de frutas no atenuo el
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dafio genético lo cual pudiera ser consecuencia de que alimentos estén sujetos a tratamientos con
xenobiéticos (madurador) potencialmente genotdxicos como consecuencia de practicas incorrectas
agrocomerciales en Cuba.

Lo que refiere la literatura en cuanto a la asociacion del consumo de pescado y la induccion de MN
alude mas bien a peces como acumuladores de contaminantes genotdxicos (arsénico, mercurio)
(Pastor et al., 2003; Bonassi et al., 2011).

Nuestros resultados meritan ser reanalizados considerando un mayor nimero de controles y de

variables en la encuesta y andlisis.
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6. CONCLUSIONES

1. La poblacion en estudio fue similar en los diferentes grupos en relacién a la edad, color de la
piel, consumo de alcohol y tabaco, con un predominio de mujeres de la raza blanca, no

fumadoras, ni consumidoras de alcohol, con antecedentes personales y familiares similares.

2. El ensayo de MN en células exfoliativas de mucosa bucal sirvi6 como biomarcador de efecto
para detectar la accion mezclas de agentes genotoxicos

3. La exposicion ocupacional relacionada con actividades de sintesis, manufactura y andlisis de
compuestos bioactivos en el CBQ podria estar relacionada con una mayor incidencia de dafio

citogenético en trabajadores de la Planta de Produccion.

4. La frecuencia de MN se correlacioné positivamente con regimenes alimenticios asociados al

consumo de pescado y frutas y negativamente con el consumo de carnes.
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7. RECOMENDACIONES

1. Usar como biomarcador citogenético el ensayo de MN en tejido sanguineo.

2. Utilizar otros biomarcadores de exposicion y de sensibilidad para contribuir a la
caracterizacion del riesgo ocupacional de esta poblacion.

3. Ampliar la muestra para los estudios de asociacion con estilos de vida.

4. Establecerse programas de seguimiento de salud por monitoreo en esta poblacion.
5. Monitorear ambientalmente las instalaciones para determinar los niveles de contaminantes

6. Trazar un plan de medidas que perfecciones el sistema de proteccién y seguridad en el

puesto de trabajo y el entorno laboral.
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9. ANEXOS

ANEXO 1

Este cuestionario se realiza para facilitar la investigacion de deteccidn riesgos genotdxicos en

poblacidn expuesta laboralmente en el CBQ.

Este cuestionario esta clasificado como confidencial y los datos y muestras obtenidas seran utilizadas

exclusivamente para este estudio.
HOJA DE CONSENTIMIENTO DEL DONANTE
1. DATOS PERSONALES

NOMDBIe...ceiieeeeecee e SEXO wetiertie it
Fecha de nacimiento ......cccceeeeeeeveviennnnns Edad ............ Colorde piel ....vveeeeevieeieeiieeenenn.

Lugar de nacimiento .......ccccceeeeeeeeereeiiinnnns G PSR

DT ToloiTo T3 R TP U TP RRTPPRPRRO
PobIacion ......ccoevveciiireeiie e, CAdigo postal ...uveeveeeeeeeieeiiiiiiireeeeeee,

B =1 1= o) o Lo JPT U

2. DATOS DE LA MUESTRA

Células de mucosa bucal
Categoria del donante: .......ccccccvvveeeecnnennn. Cdodigo del donante ........cccoeeuveeeeeen.

Firma del donante Firma del investigador
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1. EXPOSICION LABORAL

1.1. OCUPACION ACTUAL

1.1.1. Describa la ocupacién actual y tipo de empresa

1.1.3. Esta expuesto/a a alguno de los siguientes agentes?:
Sin exposicién
Ruido
Disolventes u otros productos quimicos

Metales

Pinturas

Tintes

Asbesto

Radiaciones (Ravos X, etc.)

POIVO (ceveeeeeeeeiieeeeeeee e )
Pesticidas

Derivados del carbdn

Derivados del petréleo

ORR|RrROOOROIOCICO|OIOIO
ON| ROV NOWUVRWINFIO

1.2. OCUPACION PREVIA

1.2.1. Describa su/s trabajo/s previo/s y tipo/s de empresa
Fecha

1.2.2. Alguno de los anteriores suponia exposicion a:
Sin exposicion
Ruido
Disolventes u otros productos quimicos

Metales

Pinturas

Tintes

Asbesto

Radiaciones (Ravos X, etc.)
POIVO (eeveeeeiieiiieeeeeeeeen, )
Pesticidas

Derivados del carbon
Derivados del petréleo

ol ol ol ol o) ol o} ol e} (e}
ROV NOGOUVPRW[IN(F-O
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1. EXPOSICION LABORAL

1.2.3. Indicar el numero de afios de exposicién

2. RESIDENCIA

2.1. ¢Havivido cerca de una industria quimicar?

No E
Distancia .............. km. Tiempo .....cccuuee anos Si 1 |
(<10 km) NS/NC 9 | []
2.2. ¢Havivido cerca de un incinerador de productos quimicos? L
No 0 |
Distancia .............. km. Tiempo ............... anos Si 1 |
(<1 km) NS/NC 9 | L]
2.3. ¢Havivido cerca de lineas de alta tension? -
No 0 |
Distancia .............. km. Tiempo ............... anos Si 1 |
(<200 m) NS/NC 9 | [ ]
2.4. ¢Ha vivido mas de 3 meses en una granja donde se utilizaran -
Pesticidas (< 1km)? No 0 |
Tiempo ............... afios Si 1
NS/NC (9 | L]

Comentarios:

3. TIEMPO LIBRE

3.1. Ensutiempo libre ¢realiza alguna de las siguientes actividades?
Ninguna
Jardineria u horticultura
Bricolaje
Carpinteria
Mecanica de automoviles /motos
Maquetas y modelismo

il

(@1 {0 LI (R )
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3. TIEMPO LIBRE

Combinaciones m

En caso de respuesta afirmativa, dar detalles de
posible exposicion a disolventes, pinturas, colas u
otras sustancias toxicas

4. HABITOS

4.1. TaBAco(5cigarrillos = 1 puro = 1 pipa)

No fumador| 1 |
Fumador| 2 |
(> 1 afio) Ex-fumador| 3 |
Fumador pasivo |:|
Si es fumador:
¢Cuantos afos hace que fuma? __anos
éCuantos cigarrillos fuma diariamente? cig/dia
Marca que CoONSUME .....cceevvevevieieennnnns mg nicotina

mg alquitran

LNUR-Y PO eSO Py S

Bajo<9mg  Medio=10-12mg Alto >13mg

Si es ex-fumador (mads de un ano):
éCuantos anos hace que lo dejé? anos

¢Cuantos cigarrillos fumaba cig/dia

diariamente?

éDurante cuantos anos fumaé? anos

Observaciones:

4.2. CONSUMO DE ALCOHOL

4.2.1 iConsume algun tipo de alcohol durante las comidas o en su tiempo libre?

Si
No E |:|

Entre Fin de g
semana semana
Vino Vasos semanales
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3. TIEMPO LIBRE

Cerveza Cafias semanales

Licores Copas semanales

¢Otras bebidas? Vasos semanales

gramos totales:
4.2.2 ¢Hatenido alguna vez problemas de alcoholismo? No H
Si
NS/NC | 9]
4.3. TE O CAFE

4.3.1 ¢Consume té o café? Si

4.3.2 Indiaue el nUmero de tazas al dia:

4.4. DIETAS
4.4.2 iCuantas veces a la semana suele comer los siguientes ingredientes?

Carnes roias
Carnes blancas
Pescado
Vegetales frescos

Vegetales cocinados

Piezas de fruta que come diariamente g/dia

4.5.1 Que tipo de agua consume
Agua de pozo
Agua tratada
Agua clorada en casa
Agua d acueducto
4.4.3 Indica la frecuencia semanal de consumo de los siguientes tipos de grasa y aceites:

Poco Medio Mucho
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3. TIEMPO LIBRE

Aceite vegetal (girasol, semilla, ...) 1 2 3

Grasas vegetales / margarina

Grasas de animales / manteca

5.HISTORIA MEDICA

5.1.2. ¢Existe algin miembro de su familia con problemas de fertilidad, defectos de

5.2.1. Tiene o ha tenido problemas en alguno de los procesos indicados:

5.2.3.¢Toma algin medicamento habitualmente?

5.2.4. ¢Ha recibido alguna transfusion de sangre en el Ultimo ano?

5.1. ANTECEDENTES FAMILIARES

nacimiento, alteraciones genéticas o cancer? Indicar alteracién y parentesco.

5.2. ANTECEDENTES PERSONALES

Procesos circulatorios I

Procesos renales | 2 |

Procesos respiratorios 3

Procesos neuroldgicos 1 4 |

Procesos digestivos 5

Procesos dérmicos z

Pr. Infecciosos (hepatitis, meningitis) |7

Cancer [ 8 |

NS/NC o] L]

Especificar enfermedades y edad de

No
Insulina /Tratamiento diabetes
Antibidticos
Tranauilizantes /Psicofarmacos
Diuréticos
Antiacidos
Antihistaminicos
Vitaminas /Minerales
Antipiréticos /Analgésicos
(0] oL I )
NS/NC

Indicar

(ol ol o) @) ol ol ol eolle} el o)
ONNPOG U IWIIN|F-|O
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3. TIEMPO LIBRE

No Lol si L[1] NS/NC Lol L]

5.2.5. ¢Se ha sometido alguna vez a terapia de rayos X?

No [o] i NS/NC  [9] []
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ANEXO 2
CROSSTABS

/TABLES=café Té carneblancavegetalesfrescosVegetalescocinados frutas transfusionrayoXenferemedades BY

GrupoG
Crosstabs
Notes
Output Created 21-MAY-2015 14:22:24
Comments
Data D:\aliuska\CBQ\Giselle\Gisellel.sav
Active Dataset DataSetl
Filter <none>
Input Weight <none>
Split File <none>
N of Rows in Working Data 39

File

o o User-defined missing values are treated
Definition of Missing o
as missing.

MissinaValueHandl Statistics for each table are based on
issingValueHandling ) ) )
all the cases with valid data in the

Cases Used » ] )
specified range(s) for all variables in
each table.

CROSSTABS
ITABLES=café Té
carneblancavegetalesfrescosVegetales
cocinados frutas
transfusionrayoXenferemedades BY
GrupoG
Syntax JFORMAT=AVALUE TABLES
ISTATISTICS=CHISQ
/CELLS=COUNT COLUMN
/COUNT ROUND CELL.
Processor Time 00:00:00.02
Elapsed Time 00:00:00.02
Resources . .
DimensionsRequested 2
CellsAvailable 174734

[DataSet1] D:\aliuska\CBQ\Giselle\Giselle1.sav
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Case ProcessingSummary

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Ndmero de tazas de café * 39 100.0% 0 0.0% 39 100.0%
Grupo Gisselle
Ndmero de tazas de té * 39 100.0% 0 0.0% 39 100.0%
Grupo Gisselle
Frecuencia de consumo de 39 100.0% 0 0.0% 39 100.0%
carne blanca por semana *
Grupo Gisselle
Numero de vegetales 39 100.0% 0 0.0% 39 100.0%
frescos * Grupo Gisselle
NUmero de vegetales 39 100.0% 0 0.0% 39 100.0%
cocinados * Grupo Gisselle
NUmero de frutas * Grupo 39 100.0% 0 0.0% 39 100.0%
Gisselle
transfusion * Grupo Gisselle 39 100.0% 0 0.0% 39 100.0%
rayo X * Grupo Gisselle 39 100.0% 0 0.0% 39 100.0%
Padecimiento de 39 100.0% 0 0.0% 39 100.0%
enferemedades * Grupo
Gisselle
NUumero de tazas de café * Grupo Gisselle
Crosstab
Grupo Gisselle Total
Control Expuesto
0 Count 8 5 13
% within Grupo Gisselle 32.0% 35.7% 33.3%
1 Count 2 3 5
% within Grupo Gisselle 8.0% 21.4% 12.8%
Numero de tazas de café 5 Count 6 1 7
% within Grupo Gisselle 24.0% 7.1% 17.9%
3 Count 4 3 7
% within Grupo Gisselle 16.0% 21.4% 17.9%
4 Count 3 1 4
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% within Grupo Gisselle 12.0% 7.1% 10.3%
Count 1 0 1
% within Grupo Gisselle 4.0% 0.0% 2.6%
Count 1 1 2
% within Grupo Gisselle 4.0% 7.1% 5.1%
Total Count 25 14 39
% within Grupo Gisselle 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-SquareTests
Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 3.807° 6 .703
Likelihood Ratio 4.293 6 .637
Linear-by-Linear Association A71 1 .679
N of Valid Cases 39
a. 13 cells (92.9%) have expected count less than 5. The minimum
expected count is .36.
Numero de tazas de té * Grupo Gisselle
Crosstab
Grupo Gisselle Total
Control Expuesto
Count 11 10 21
% within Grupo Gisselle 44.0% 71.4% 53.8%
Count 8 4 12
. , % within Grupo Gisselle 32.0% 28.6% 30.8%
Numero de tazas de té
Count 5 0 5
% within Grupo Gisselle 20.0% 0.0% 12.8%
Count 1 0 1
% within Grupo Gisselle 4.0% 0.0% 2.6%
Total Count 25 14 39
% within Grupo Gisselle 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-SquareTests
Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 4.648% 3 .199
Likelihood Ratio 6.580 3 .087
Linear-by-Linear Association 4.195 .041
N of Valid Cases 39

a. 5 cells (62.5%) have expected count less than 5. The minimum

expected count is .36.
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Frecuencia de consumo de carne blanca por semana * Grupo Gisselle

Crosstab
Grupo Gisselle Total
Control Expuesto
Count 3 3 6
% within Grupo Gisselle 12.0% 21.4% 15.4%
Count 8 4 12
% within Grupo Gisselle 32.0% 28.6% 30.8%
Frecuencia de consumo de Count 10 4 14
carne blanca por semana % within Grupo Gisselle 40.0% 28.6% 35.9%
Count 3 3 6
% within Grupo Gisselle 12.0% 21.4% 15.4%
Count 1 0 1
% within Grupo Gisselle 4.0% 0.0% 2.6%
Total Count 25 14 39
% within Grupo Gisselle 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-SquareTests
Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 1.958% 4 743
Likelihood Ratio 2.257 4 .689
Linear-by-Linear Association .169 1 .681
N of Valid Cases 39
a. 7 cells (70.0%) have expected count less than 5. The minimum
expected count is .36.
Numero de vegetales frescos * Grupo Gisselle
Crosstab
Grupo Gisselle Total
Control Expuesto
Count 1 0 1
% within Grupo Gisselle 4.0% 0.0% 2.6%
Count 0 2 2
% within Grupo Gisselle 0.0% 14.3% 5.1%
Count 6 1 7
% within Grupo Gisselle 24.0% 7.1% 17.9%
Numero de vegetales Count 6 6 12
frescos % within Grupo Gisselle 24.0% 42.9% 30.8%
Count 5 1 6
% within Grupo Gisselle 20.0% 7.1% 15.4%
Count 4 2 6
% within Grupo Gisselle 16.0% 14.3% 15.4%
Count 3 2 5
% within Grupo Gisselle 12.0% 14.3% 12.8%
Total Count 25 14 39
% within Grupo Gisselle 100.0% 100.0% 100.0%
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Chi-SquareTests

Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 7.607% 6 .268
Likelihood Ratio 8.768 6 .187
Linear-by-Linear Association .013 1 .908
N of Valid Cases 39

a. 13 cells (92.9%) have expected count less than 5. The minimum

expected count is .36.

NUumero de vegetales cocinados * Grupo Gisselle

Crosstab
Grupo Gisselle Total
Control Expuesto
0 Count 2 6 8
% within Grupo Gisselle 8.0% 42.9% 20.5%
1 Count 4 2 6
% within Grupo Gisselle 16.0% 14.3% 15.4%
Numero de vegetales 5 Count 10 3 13
cocinados % within Grupo Gisselle 40.0% 21.4% 33.3%
3 Count 4 2 6
% within Grupo Gisselle 16.0% 14.3% 15.4%
4 Count 5 1 6
% within Grupo Gisselle 20.0% 7.1% 15.4%
Total Count 25 14 39
% within Grupo Gisselle 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-SquareTests
Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 7.243% 4 124
Likelihood Ratio 7.195 4 126
Linear-by-Linear Association 4.595 1 .032
N of Valid Cases 39
a. 8 cells (80.0%) have expected count less than 5. The minimum
expected count is 2.15.
Numero de frutas * Grupo Gisselle
Crosstab
Grupo Gisselle Total
Control Expuesto
Count 1 3 4
% within Grupo Gisselle 4.0% 21.4% 10.3%
Count 2 1 3
, % within Grupo Gisselle 8.0% 7.1% 7.7%
Numero de frutas
Count 6 4 10
% within Grupo Gisselle 24.0% 28.6% 25.6%
Count 9 4 13
% within Grupo Gisselle 36.0% 28.6% 33.3%
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4 Count 5 1 6
% within Grupo Gisselle 20.0% 7.1% 15.4%
5 Count 1 0 1
% within Grupo Gisselle 4.0% 0.0% 2.6%
6 Count 0 1 1
% within Grupo Gisselle 0.0% 7.1% 2.6%
7 Count 1 0 1
% within Grupo Gisselle 4.0% 0.0% 2.6%
Total Count 25 14 39
% within Grupo Gisselle 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-SquareTests
Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 6.758° 7 454
Likelihood Ratio 7.687 7 .361
Linear-by-Linear Association 1.916 1 .166
N of Valid Cases 39
a. 14 cells (87.5%) have expected count less than 5. The minimum
expected count is .36.
Transfusion * Grupo Gisselle
Crosstab
Grupo Gisselle Total
Control Expuesto
0 Count 24 14 38
- % within Grupo Gisselle 96.0% 100.0% 97.4%
transfusion
1 Coupt . . 1 0 1
% within Grupo Gisselle 4.0% 0.0% 2.6%
Total Count 25 14 39
% within Grupo Gisselle 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-SquareTests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 575° 1 448
ContinuityCorrection” .000 1 1.000
Likelihood Ratio .904 1 342
Fisher'sExact Test 1.000 641
Linear-by-Linear Association .560 1 454
N of Valid Cases 39

a. 2 cells (50.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is .36.

b. Computed only for a 2x2 table
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Rayo X * Grupo Gisselle

Crosstab
Grupo Gisselle Total
Control Expuesto
0 Count 25 13 38
% within Grupo Gisselle 100.0% 92.9% 97.4%
rayo X
1 Count 0 1 1
% within Grupo Gisselle 0.0% 7.1% 2.6%
Total Count 25 14 39
% within Grupo Gisselle 100.0% 100.0% 100.0%
Chi-SquareTests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 1.833° 1 176
ContinuityCorrection” .089 .766
Likelihood Ratio 2.096 1 148
Fisher'sExact Test .359 .359
Linear-by-Linear Association 1.786 1 181
N of Valid Cases 39
a. 2 cells (50.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is .36.
b. Computed only for a 2x2 table
Padecimiento de enfermedades * Grupo Gisselle
Crosstab
Grupo Gisselle Total
Control Expuesto
Count 6 4 10
Padecimiento de % within Grupo Gisselle 24.0% 28.6% 25.6%
enferemedades Count 19 10 29
% within Grupo Gisselle 76.0% 71.4% 74.4%
Total Count 25 14 39
% within Grupo Gisselle 100.0% 100.0% 100.0%
hi-SquareTests
Value df Asymp. Sig. (2- Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square .098" 1 754
ContinuityCorrection” .000 1 1.000
Likelihood Ratio .097 .755
Fisher'sExact Test 1.000 .520
Linear-by-Linear Association .096 1 757
N of Valid Cases 39

a. 1 cells (25.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3.59.

b. Computed only for a 2x2 table
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ANEXO 3

MM 3 1000
Mode 0

Categorny % n
it | B 1.000 103 4
| m1000 B 2000 103 4
| ®Z000 3.000 105 4
|~ =000 | B 4000 77 3
| | 2.000 : 5.000 51 2
, _oooo mgooo 103 4
| maooo 7.000 26 1
| = 7000 5.000 51 2
gl goon 54 2
' m 10000 ! ®40000 54 2
| 5 11000 | 11000 77 3
| 42000 | .12.|:||:u:| 51 2
| ® 14000 | 14000 26 A
I 45000 ! 15.000 26 1
I."|E=.|:||:||:|: B 13000 26 1
| = 20000 20000 26 A
| 22000 | mozoo0 26 A
| 22000 | 23000 26 1
| : Total 1000 3%
_____ =

Grupo Gisselle
Adj. P-value=0.004, Chi-square=38.

281, d=1
|
Cl:uritrl:ul Expl.!egtu
Mode 1 Mode 2
Category % n Category % n
N 1,000 16.0 4 N 1,000 oo oo
B 2 000 16.0 4 B 2000 oo o
2.000 160 4 2.000 oo 0
B 4000 a0 z N 4000 7A A
5.000 20 2 5.000 oo o
B 5000 120 3 B 5000 71 01
7.000 oo o 7.000 71 1
2.000 oo o 2.000 143 2
9.000 oo oo 9.000 142 2
B 10000 40 1 B 10000 71 1
11.000 20 2 14.000 71 1
12.000 40 1 12,000 71 01
N 14000 oo o B 14 000 71 1
15.000 oo o 15,000 71 1
B {2,000 oo oo B {2,000 71 01
20000 oo o 20,000 71 1
Wz 000 40 1 W ZZ.000 oo oo
23.000 40 1 23.000 0o 0
Total G641 25 Total 5.9 149




