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Resumen

Un individuo esta ocupacionalmente expuesto a un determinado compuesto quimico
cuando, en su lugar de trabajo, su organismo lo inhala o lo absorbe. Es el caso de los
trabajadores de los talleres de pinturas de carros, quienes estdn expuestos a
hidrocarburos aroméaticos policiclicos (HAP) utilizados entre otras cosas, para preparar
mezclas de pinturas.

De acuerdo a los estudios efectuados sobre este problema de salud publica, la
exposicidon ocupacional a las pinturas y en particular a los solventes, puede causar un
incremento en el riesgo de desarrollar cancer en diversos 6rganos, como lo son, pulmén,
vejiga y pancreas y, tumores linfaticos y hematopoyéticos. Segun la IARC (International
Agency for Research on Cancer), la exposicién ocupacional a las pinturas esta incluida
en el grupo-1 de agentes carcinégenos, lo que confirma que el riesgo de ciertos tipos de
canceres aumenta con este tipo de actividad.

La escasa informacién disponible sobre los efectos genotdxicos asociados con la
exposicién ocupacional a pinturas por parte de la poblacion de trabajadores de talleres
de lamina y pintura de vehiculos automotores del barrio 7 de agosto, localidad Barrios
Unidos de la ciudad de Bogota, sumada a la evidencia asociada sobre riesgo de cancer
en las personas expuestas, justificd la realizacion del presente estudio, cuyo objetivo
consistid en evaluar el dafio en el ADN causado por la exposicibn a los solventes
organicos contenidos en las pinturas de vehiculos automotores, mediante la realizacion
de tres ensayos, en primer lugar, se realizé la cuantificacién del ADN libre contenido en
el suero proveniente de sangre periférica por medio del método de fluorescencia usando
SYBR-Gold, también se llevé a cabo el ensayo cometa 0 ensayo de electroforesis en gel
de células individuales y la evaluacién de anomalias cromosémicas por medio de analisis
citogenético convencional. En el presente estudio, se hallaron diferencias en la magnitud
del dafio del material genético, en cuanto a la frecuencia de anomalias cromosomicas,
un aumento en la concentracién de ADN libre circulante y la frecuencia de cometas 3 y 4,
entre el grupo de individuos expuestos y el grupo no expuesto.

El potencial clinico de nuestros resultados permitira que sean tenidos en cuenta como
posibles herramientas diagnésticas de dafio genotdxico en personas ocupacionalmente
expuesta a los solventes organicos contenidos en la pintura de carros.

Palabras clave: Exposicién ocupacional a solventes, genotoxicidad, ADN libre circulante,
aberraciones cromosomicas.
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Abstract

An individual is occupationally exposed to a particular chemical compound when, in your
workplace, your body inhaled or absorbed. This is the case of workers in the workshops
of paintings of cars, who are exposed to polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) used
inter alia for preparing mixtures of paints.

According to studies done on this public health, occupational exposure to paints and
solvents in particular, can cause an increased risk of developing cancer in various
organs, such as, lung, bladder and pancreas and, lymphatic and hematopoietic tumors.
According to the IARC (International Agency for Research on Cancer), occupational
exposure to paints is included in group 1 carcinogens, which confirms that the risk of
certain cancers increases with this type of activity.

The limited information available on the genotoxic effects associated with occupational
exposure to paintings by the population of workers in film and painting workshops of
motor vehicles district August 7 , Barrios Unidos locality of Bogota , together with the
evidence he associated on cancer risk in exposed persons , justified the embodiment of
the present study that aimed to assess the DNA damage caused by exposure to organic
solvents in paints of motor vehicles, by conducting three trials , first, the quantification of
free DNA in the serum from the peripheral blood by the method of fluorescence using
SYBR -Gold was performed, was performed the comet assay or gel electrophoresis
assay of individual cells and evaluation chromosomal abnormalities by conventional
cytogenetic analysis . In the present study, differences in the extent of damage of the
genetic material found in the frequency of chromosome abnormalities, increased
circulating free DNA concentrations and frequency of kites 3 and 4, the group of
individuals exposed and the control group.

The clinical potential of our results will allow to be taken into account as potential
diagnostic tools of genotoxic damage in persons occupationally exposed to organic
solvents contained in paint cars.

Keywords: Occupational exposure to solvents, genotoxicity, free circulating DNA,

cromosome aberrations.
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Introduccidén

De acuerdo con estudios previos, se ha establecido que la exposicion ocupacional a las
pinturas puede causar un incremento en el riesgo de aparicion de diferentes tipos de
cancer en 6rganos como pulmon, vejiga y pancreas, asi como tumores linfaticos y
hematopoyéticos (Lundberg et al 1998; Brown et al 2002).

Segun reportes de la IARC (International Agency for Research on Cancer) que abarcan
el periodo 1989-2010, los trabajadores de este sector de la industria estan
potencialmente expuestos a diferentes sustancias quimicas presentes en las pinturas y
en forma especial, a solventes organicos, en operaciones que requieren manipulacion
manual como son, procesos de disolucion, filtrado, limpieza y aplicacion de barnices,
entre otros (ver tabla I.1). La inhalacion y el contacto cutaneo son las principales rutas de
exposicion a los solventes, mientras que la ingestion, otra ruta potencial de entrada, esta
relacionada con los habitos personales de cada trabajador.

De acuerdo con la IARC, la exposicion ocupacional a las pinturas, esta incluida dentro
del grupo 1 de carcindgenos (ver tabla 1.2), que comprende a los agentes fisicos o
guimicos con capacidad directa de provocar cancer. Sin embargo, el acervo actual de
evidencia epidemioldgica acerca del efecto de la exposicion ocupacional a las pinturas
no permite identificar los agentes cancerigenos especificos asociados.

La escasa informacion disponible acerca de los efectos genotéxicos asociados con la
exposicidon a pinturas muestra diversidad de resultados. A este respecto, Cardenas-
Bustamante et al 2007 examinaron la posible relaciéon entre el grado de exposicién a
solventes organicos y los consecuentes efectos genotdxicos, en trabajadores de la
industria de pinturas de Bogota, mediante el monitoreo citogenético de microndcleos y el
ensayo cometa. Ellos no encontraron diferencias estadisticas en estos biomarcadores
genéticos analizados, entre los trabajadores expuestos y 1os no expuestos. Por su parte,
De Oliveira et al 2011, mediante un estudio similar llevado a cabo en trabajadores de
pinturas de Brasil, si bien no hallaron diferencias estadisticas en cuanto al biomarcador
micronucleos entre los individuos expuestos y los no expuestos, con el ensayo cometa,
sin embargo, observaron que tanto el indice como la frecuencia de dafio en el ADN
fueron significativamente mayores en el grupo expuesto.
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Tabla I.1. Contenido de disolvente tipico de las pinturas y materiales de
revestimiento en el oeste de Europa, 2006.

Coating material Solvent contentin %
Coating powders, silicate paints 0
Emulsion paints for interior use 0.2
Emulsion paints for exterior use, plasters 3.5
Electrodeposition coatings 15
Latex coatings (environment-friendly) 5.9
Waterborne coatings (industrial) 3.18
High-solids coatings 20.35
General medium-solids and low-solids paints/coatings 4050
Dilutions, thinners, cleaning agents for solvent-borne coatings 100

for waterborne coatings 0.50
Compiled by the Working Group

Fuente: IARC (International Agency for Research on Cancer). Occupational exposure as
a painter. IARC Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic Risks of Chemicals to
Humans IARC. 2010

Tabla I.2. Clasificacién de agentes segln la IARC

CAS No Agent Group  Volume Year

016543-55-8 N’-Nitrosonornicotine (NNN) and 4-(N- 1 89, 100E 2012
064091-91-4 Nitrosomethylamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK)

(NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on

mechanistic and other relevant data)

Opisthorchis viverrini (infection with) 1 61, 100B 2012

Painter (occupational exposure as a) 1 47,98,100F 2012

Fuente: IARC (International Agency for Research on Cancer). Agents Classified by the
IARC Monographs, Volumes 1-108.

Debido a que en la mayoria de talleres de pintura de vehiculos automotores de Bogota,
no existen condiciones adecuadas de trabajo, en cuanto a ventilacion y uso de los
equipos de proteccion personal, los trabajadores que laboran en este sector de la
industria estan expuestos en forma permanente a solventes y a los multiples compuestos
gue ellos utilizan para preparar sus propias mezclas, con el riesgo que este hecho
acarrea, en razon de las propiedades mutagénicas y carcinogénicas exhibidas por este
tipo de sustancias.

En la actualidad, se dispone de algunos estudios epidemiol6gicos sobre la exposicion
ocupacional a solventes y la aparicion diversas patologias como el cancer, entre los que
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se encuentra el trabajo de Zhang et al 2013, quienes hallaron evidencia de que las
variaciones genéticas del tipo de polimorfismos de nucle6tido simple (SNP) en el gen
IL10 (interleucina 10), involucrado con la respuesta inmune, podrian modificar la
asociacion entre la exposicion ocupacional a los solventes y el riesgo de desarrollo de
linffoma no-Hodgkin del tipo linffoma difuso de células B grandes, en mujeres
ocupacionalmente expuestas a solventes organicos, teniendo en cuenta que las
variaciones en dicho gen pueden afectar la respuesta inmuno-reguladora asociada con
procesos inflamatorios y apoptoticos, asi como con la aparicion de tumores linfoides.
También, Angela Moro et al 2012 evaluaron el efecto genotoxico y el dafio oxidativo en
pintores expuestos a bajas concentraciones de tolueno (componente principal del thinner
usado como disolvente de pinturas), mediante los ensayos cometa y micronucleos. Ellos
observaron que, a pesar de los bajos niveles de solvente, el indice de dafio en el ADN
fue elevado y hubo ademas alteraciones en ciertas enzimas hepaticas asociadas con
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que sugiere que el estrés oxidativo esta
asociado con patologias como el cancer y los des6rdenes neurodegenerativos. Otros
estudios epidemioldgicos han reportado un incremento significativo del riesgo de
desarrollar cancer de 6rganos del aparato respiratorio (pulmoén y nasofaringeo), asi como
de rifidn, vejiga urinaria y leucemia en personas ocupacionalmente expuestas a tolueno,
formaldehido y solventes. (Svensson et al 1990; Ledn et al 1994; Yang et al 2001).

Debido a que el promedio del periodo de latencia entre el momento de inicio de la
exposicion hasta el diagndstico de las enfermedades asociadas es de 10 a 11 afios, es
necesario implementar pruebas diagnésticas que permitan la deteccion temprana de este
tipo de patologias y la ejecucion de medidas preventivas (Instituto Nacional de
Cancerologia, 2011).

Con base en la evidencia epidemiologica que relaciona la exposicion de solventes
organicos presentes en las pinturas de automotores con el desarrollo de cancer y otras
enfermedades, se planteé el presente estudio, con el objetivo de evaluar el efecto
genotoxico de dichos solventes en los linfocitos de sangre periférica de trabajadores
expuestos en talleres de pintura de vehiculos automotores de la localidad de Barrios
Unidos de la ciudad de Bogota. Para este efecto, se realizaron ensayos de genotoxicidad
y dafio de ADN, como la cuantificacién de ADN libre circulante, el ensayo cometa y la
evaluacion de aberraciones cromosémicas estructurales y numéricas.






1.Formulacion del problemay
Justificacion

La capacidad de inducir dafio en el material genético por parte de un agente genotoxico,
no solo esta determinada por la dosis recibida y el tiempo o via de exposicién, sino
también por la constitucion genética del individuo, factores que, en conjunto, pueden
definir una susceptibilidad propia o particular. Como agentes genotéxicos de origen
quimico pueden considerarse los contaminantes ambientales, como los metales pesados
y algunos hidrocarburos aromaticos. A este respecto, el oficio en talleres de pintura de
vehiculos automotores esta involucrado en la problematica de salud publica generada por
la exposicion a los solventes organicos, lo que incluye, tanto la exposicion como la
manipulacién diaria de sustancias como thinner, gasolina y pintura. En particular, la
exposicién a la pintura genera un mayor riesgo pues, ademas de solventes, contiene
material sélido, plomo y resinas, entre otros.

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, 2001) describe al thinner y a las pinturas de
vehiculos automotores como mezclas complejas de solventes organicos, en las que se
hallan diversidad de compuestos quimicos como xileno, metanol, tolueno, benceno,
cloruro de metileno, acetona e hidrocarburos policiclicos aromaticos PAHs (metil, isobuitil,
cetona, 1, 1, l-tricloro-etano), entre otros. Muchas de estas sustancias causan dafio
irreparable en el ADN, lo que ha llevado a considerarlos como potentes agentes
mutagenos, clastégenos, carcinégenos y teratégenos (Swanepoel 2004). ElI benceno
exhibe propiedades hemotdxicas, inmunotoxicas, citotdxicas y genotoxicas (Swanepoel
2004) y ha sido asociado con el desarrollo de leucemia (Zhu y Jiang 2001). Los PAHSs,
por su parte, son sustancias altamente cancerigenas en seres humanos y en otras
especies animales (Swanepoel 2004).

En este orden de ideas y considerando los reportes de la IARC que clasifican la labor de
pintura de vehiculos como un proceso industrial carcinogénico, es indudable que la
exposicidn ocupacional a los solventes organicos contenidos en la pintura constituye una
problematica de salud publica a nivel mundial. Los efectos adversos producidos por los
solventes pueden ser explicados con base en propiedades como su bajo peso molecular
y su caracter apolar, que los hace afines por los tejidos ricos en grasas, como el sistema
nervioso.
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En adicién, sus propiedades fisico-quimicas, como la elevada presion de vapor
(volatilidad) y el bajo punto de ebullicion, facilitan su absorcion (Axelson y Hogstedt 1994,
Snyder y Andrews, 1996, L6f y Johanson 1998). Una vez ingresan al cuerpo, los
solventes son sometidos a reacciones metabdlicas detoxificadoras (citocromo CYP450,
epoxido hidrolasa EPHXs), que tienen como finalidad solubilizarlos para permitir su
excrecion a través de la orina. Dichas reacciones dan origen a productos intermedios,
aun mas toxicos que el compuesto parental (bioactivacion), como los radicales libres y
las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Costa et al 2006, Mattia et al 1991), que
provocan lesiones primarias en el ADN (aductos), debido a que se pueden unir a sus
centros nucleofilicos mediante enlaces covalentes (Heuser et al 2007). Las implicaciones
biolégicas de las lesiones causadas por los solventes organicos dependen de la
eficiencia en la reparacién. En caso de que no puedan ser reparadas, las lesiones
podrian fijarse para dar origen a mutaciones en células somaticas y/o en células
germinales y provocar asi enfermedades como el cancer (Bonassi 2001).

En Colombia, la problematica de exposicion reviste una mayor complejidad, asociada con
el hecho de que la gran mayoria de los talleres de pintura de vehiculos automotores
laboran bajo condiciones de informalidad, condicién que explica la pobre capacidad de
acceso a los servicios médicos especializados en la prevencion de riesgos de salud y en
el tratamiento de las enfermedades generadas.

En adicion, el bajo nivel de escolaridad de los pintores también explica, al menos en
parte, su desconocimiento acerca de las medidas necesarias de proteccion, asi como de
las consecuencias de la exposicidn a los solventes organicos sobre su estado de salud.
En estos talleres de pintura se manipulan las sustancias de mas bajo precio en el
mercado las que, en razén de que no se ajustan a los estandares nacionales o
internacionales de calidad, son mas nocivas para los trabajadores. AlUn mas alarmante
resulta el hecho de que algunos pintores deciden fabricar sus propios insumos de trabajo,
mezclando varias clases de thinner o de pinturas por ejemplo, con el fin de conseguir
mejores resultados, o de que los turnos de trabajo pueden ser extremadamente largos,
superando incluso las 12 horas diarias, condiciones que también incrementan los riesgos
de la exposicién.

Los argumentos expuestos justifican en forma suficiente la necesidad de caracterizar las
condiciones de salud y trabajo en los individuos ocupacionalmente expuestos a solventes
organicos de pinturas, empleados en talleres de la localidad de Barrios Unidos de la
ciudad de Bogotad, mediante la determinacion de biomarcadores sensibles de
genotoxicidad, que probablemente, permitirdn evaluar enfermedades progresivas cuyos
sintomas se manifiestan tras un largo periodo de exposicion.
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Nuestro proposito es también alertar sobre la posible aparicion y magnitud de dafios
genéticos precoces, asi como determinar el riesgo de problemas de salud a largo plazo y
formular acciones preventivas encaminadas a la promocion de la salud y a la
sustentacion de una mejor calidad de vida, tanto para la poblacion objeto de estudio,
como para sus conyuges e hijos.

Por otro parte, esperamos que nuestros hallazgos constituyan el punto de inicio de
ulteriores estudios que tengan como objetivo determinar los diversos mecanismos
mediante los cuales los solventes afectan las vias de sefializacion involucradas en la
reparacion del material genético.

2.0Dbjetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar los efectos genotdxicos de la exposicion ocupacional a solventes organicos en
trabajadores de talleres de pintura de carros de la localidad de Barrios Unidos de Bogota.

2.2 Objetivos Especificos

2.1 Con base en el grado de dispersion del ADN, cuantificar el dafio genotoxico en los
individuos expuestos a solventes organicos.

2.2 Determinar la concentracion de ADN libre circulante en los individuos expuestos a
solventes organicos.

2.3 Determinar el efecto clastogénico de la exposicion ocupacional a solventes.

2.4 Determinar la relacién entre la cuantificacibn de dafio genético y el tiempo de
exposicidn ocupacional a los solventes organicos.






3.Marco Teodrico

3.1 Agentes genotoxicos

Un agente genotdxico o xenobidtico es una sustancia de origen quimico, fisico o
biolégico, con la capacidad de producir dafio en el material genético, lo que incluye tanto
al ADN como a las proteinas involucradas en los procesos de reparacién, condensacion y
des-condensacion de los cromosomas, entre otros. Miles de empleados de empresas del
sector de las pinturas estan expuestos en forma rutinaria a productos quimicos peligrosos
en sus lugares de trabajo, especialmente a los solventes organicos, agentes que pueden
encontrarse en forma de gas, humo o dispersion solida (Tong-man y Nagalakshmi 1999).

Las pinturas de los vehiculos automotores en particular, estan constituidas por pigmentos
muy finos suspendidos en un liquido que contiene ligantes o resinas, solventes volatiles o
agua y aditivos que imparten caracteristicas especiales. Los solventes actlan en realidad
como agentes genotoxicos que pueden ingresar al organismo a través de diversas vias,
como el tracto respiratorio (por inhalacion del aire contaminado), el tracto gastrointestinal
(por ingestion de comida y bebida contaminadas) y la piel o via percutanea.

3.1.1 Absorcion a través del tracto respiratorio

El epitelio de la regién nasofaringea del tracto respiratorio absorbe facilmente los toxicos
hidrofilos, debido a que esta recubierto por una pelicula de agua. Los téxicos lipéfilos se
absorben parcialmente, sobre todo en los alvéolos, mediante difusién a través de la
barrera constituida por el epitelio alveolar y el endotelio capilar. En los alvéolos, los
téxicos pasan al torrente sanguineo, donde pueden disolverse en la fase liquida o
pueden unirse a las células sanguineas y/o a los componentes del plasma, en funcién de
su afinidad quimica o por adsorcién. La sangre contiene un 75% de agua, lo que hace
gue los gases y vapores hidréfilos, como los alcoholes, sean muy solubles en el plasma
Los téxicos lipofilos, como el benceno, suelen unirse a células o a macromoléculas como
la albimina.
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3.1.2 Absorcion a través del tracto gastrointestinal

Algunos compuestos genotoxicos pueden ingresar al organismo por deglucién accidental,
por consumo de alimentos y bebidas contaminadas o por deglucién de particulas
procedentes del tracto respiratorio.

Algunos iones metalicos toxicos utilizan sistemas de transporte especializados para
elementos esenciales. Asi, el cobalto y el manganeso -empleados como pigmentos o
secantes en las pinturas- utilizan el sistema del hierro mientras que el plomo, al parecer,
utiliza el sistema de transporte del calcio. Los toxicos y/o los metabolitos polares son
excretados a través de la bilis hacia el duodeno, donde son hidrolizados por las enzimas
secretadas por la microflora. En el caso de los téxicos que sufren biotransformacion en el
higado hacia metabolitos menos téxicos o no téxicos, la ingestion puede ser una via de
entrada menos peligrosa.

3.1.3 Absorcidn percutanea

La piel es el 6rgano més extenso del cuerpo humano. Dentro de sus funciones esta la de
actuar como barrera protectora que aisla al organismo del medio externo, protegiéndolo y
contribuyendo a mantener integras sus estructuras. Consta de tres capas: la epidermis,
la dermis y la hipodermis. Desde el punto de vista toxicologico, la mas importante es la
epidermis, pues esta recubierta por una capa lipidica que actia como barrera protectora,
aunque puede ser atravesada por los foliculos pilosos y por los conductos de las
glandulas sudoriparas. Por esta razon, la absorcion percutdnea puede efectuarse
mediante difusion de sustancias lipofilicas como los solventes organicos a través de esta
capa y, en menor proporcién, de algunas sustancias hidrofilicas a través de los poros.

La absorcién también puede ocurrir a través de la piel, en caso de lesiones mecanicas,
térmicas o quimicas o por enfermedades cutaneas. En esos casos, se produce una
horadacién de las capas de la piel, incluida la barrera lipidica, lo que abre la puerta a la
entrada de agentes toxicos y nocivos (Dusan Djuric et al 1998).

En la década de los 80, se demostré que muchos agentes quimicos pueden provocar
alteraciones genéticas en las células somaticas y/o germinales de los trabajadores
expuestos, con la consecuente aparicion de cambios heredables en linea germinal o de
génesis de diversas enfermedades, como el cancer, a nivel de las células somaticas.
Este hecho hizo evidente que dichos agentes tenian la capacidad de interactuar con los
acidos nucléicos en forma directa o indirecta y que ademas tenian propiedades
carcinogénicas, cuando las alteraciones se producian en proto-oncogenes 0 en genes
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supresores de tumores, en razén de su participacion en el control del crecimiento celular
y la diferenciacion (Alberghini et al 1983; Little et al 1989; Brandt 1992).

La induccion de dafio genético por exposicion a agentes genotoxicos e€s un proceso que
se realiza en varios pasos. Asi, el agente xenobio6tico hace su entrada al organismo a
través de diversas vias, a continuacion se distribuye a través del liquido tisular y de la
sangre, para finalmente ingresar a la célula a través de su membrana plasmética. Una
vez dentro de la célula, el agente quimico puede actuar en forma directa o bien, puede
ser activado por enzimas metabdlicas, en cuyo caso su accion es de tipo indirecto y se
llama promutageno. Después de interactuar con el ADN, se pone en marcha la
magquinaria de reparacion del ADN lesionado. En caso de que este no pueda ser
reparado, el dafio genético se fijard y expresara en las diferentes estirpes celulares
(Rodriguez 1995).

Los 6rganos y tejidos mas vulnerables a los efectos de los agentes genotdxicos son los
gue presentan un grado elevado de perfusion vascular o suministro de sangre, pues
estan en capacidad de captar rapidamente concentraciones altas de toxicos. Por su
parte, los tejidos menos perfundidos lo hacen en forma mas lenta. En este caso, la
permanencia y acumulacién de los téxicos es mayor, lo que aumenta el riesgo de
desarrollar diversos tipos de cancer.

Estudios realizados acerca de los efectos genotéxicos del benceno, indican que este
agente clastdgeno genera rupturas y aberraciones cromosdmicas en los linfocitos de
sangre periférica (US Department of Health and Human Services 1997). Otra evidencia
de su genotoxicidad fue la encontrada por Lee et al 1988, quienes demostraron que el
benceno inhibe la sintesis de ADN en las células de la médula Gsea.

El National Institute for Occupational Safety and Health de los Estados Unidos de
Norteamérica (NIOSH 1983) estim6 que un numero de 1.278.000 trabajadores estuvieron
expuestos al tolueno entre 1981 y 1983 en ese pais. El tolueno es utilizado ante todo en
la produccién de benceno mediante un proceso de hidrodesalquilacion térmica. Su
segundo mayor uso corresponde a aplicaciones de solventes, especialmente la pintura y
la industria de los recubrimientos. También se utilizan cantidades significativas de tolueno
en tintas, adhesivos y en la industria del cuero (IARC 1981). Fumes-Cravioto et al 1977
reportaron un gran numero de aberraciones cromosdmicas en los linfocitos de
trabajadores suecos expuestos a tolueno. Bauchinger et al 1982 por su parte, reportaron
aumento de la frecuencia de intercambio de cromatides hermanas (SCE), intercambios y
roturas de cromatides y gaps en los linfocitos periféricos de trabajadores expuestos a
tolueno en Alemania.
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Aunque no se conoce cual es la frecuencia de céancer atribuible a exposicién laboral,
diferentes autores han realizado estimaciones del riesgo asociado. En Estados Unidos, el
4% de los casos de cancer ocurren como consecuencia de la exposicion ocupacional
(Doll y Peto 1981) mientras que, en Espafia, las frecuencias de mortalidad masculina y
femenina debida a cancer generado por exposicion laboral son 6% y 0.9%
respectivamente (Gonzalez y Agudo 1999).

Desde el punto de vista preventivo, la identificacion temprana de los efectos adversos
ocasionados por la exposicion ocupacional a agentes genotdxicos como los solventes es
de suma importancia, si se tiene en cuenta que cuando se evitan o limitan los primeros
efectos (magnitud y caracter agudo o cronico de la exposicién), es posible prevenir una
mayor severidad o gravedad de dichos efectos. Ademas, considerando que las
exposiciones profesionales pueden ser evitadas y que la exposicion usualmente ocurre
en forma no voluntaria, nadie esta obligado a aceptar un mayor riesgo de cancer en el
trabajo, en particular si la causa es conocida.

3.2 Biomarcadores

Un biomarcador es, en un sentido amplio, la presencia de un xenobiético en un fluido
biolégico o también el conjunto de alteraciones inducidas por el mismo sobre
componentes celulares o bioquimicos o también sobre procesos, estructuras o funciones
propias de un organismo vivo. En cualquier caso, los biomarcadores son cuantificables
en un sistema biolégico o0 en una muestra (Entox y Tiwet 1996) y son de suma utilidad
para evaluar los sintomas asociados con enfermedades progresivas que se desarrollan
tras un largo periodo de exposicién, como el cancer. En general, se clasifican en tres
grupos: de exposicion, de efecto y de susceptibilidad.

Se considera que los biomarcadores de exposicion son los que permiten medir la dosis
interna mediante el analisis quimico del compuesto téxico o un metabolito del mismo en
los fluidos corporales, mientras que los denominados de susceptibilidad sirven como
indicadores de la respuesta individual frente a la agresion de un téxico o de un grupo de
téxicos. Por su parte, los biomarcadores de respuesta o de efecto indican cambios
bioquimicos que acontecen tras la exposicibn a xenobidticos y que incluyen
modificaciones en la composicion celular sanguinea, alteraciones en actividades
enzimaticas, aparicién de aductos del ADN, incrementos localizados de ARNm, aumento
de determinadas proteinas e incluso aparicion de anticuerpos especificos contra un
xenobiético (Gil 2000).
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3.3 ADN libre circulante

Las moléculas de ADN libre circulante (ADNIc) estan constituidas por cadenas sencillas o
dobles, con una longitud que oscila entre 500 y 21000 pb. EI ADNIc esta presente en la
sangre, aunque también circula en otros liquidos corporales como el amniético, el pleural,
el sinovial y la orina. Se ha encontrado que los pacientes con cancer 0 con otro tipo de
enfermedades, como artritis reumatoidea, lupus eritematoso sistémico, infecciones
bacterianas (tuberculosis) y virales (hepatitis), embolismo pulmonar y otras condiciones
como el infarto y el embarazo, presentan niveles elevados de ADNIc.

A pesar de mas de 30 afios de investigacion sobre este topico, aun no esta claro cuéal es
el origen delADNIc. En 1948, Mandel y Metais describieron por primera vez la presencia
de ADNIc en sangre humana. A pesar de la importancia de este descubrimiento y de que
en la década de los 60 se encontré6 ADN extracelular en suero y en plasma de personas
con lupus eritematoso sistémico, no se le dio importancia a este hecho sino hasta 1994,
cuando fue redescubierto después de detectar fragmentos de genes RAS mutados en la
sangre de pacientes con cancer (Sorenson et al 1994). La presencia de elevadas
concentraciones de ADNIc en la sangre de pacientes con cancer le confiere un valor
adicional como potencial biomarcador sanguineo (Stroun et al 2000).

La deteccién de ADNIc en plasma o suero podria servir como una "biopsia liquida” de
utilidad para numerosas aplicaciones diagndésticas, lo que tendria como ventaja en no
tener que tomar biopsias del tejido tumoral. Sin embargo, los niveles de ADNIc también
podrian reflejar procesos fisiolégicos y patolégicos que no son especificos de tumores,
como las enfermedades relacionadas con procesos inflamatorios y trauma de tejidos. No
obstante, el analisis de ADNIc podria permitir la deteccién de alteraciones genéticas y
epigenéticas relacionadas con los tumores, con relevancia para el desarrollo y la
progresion del cancer.

Se ha demostrado ademas que procesos como la apoptosis 0 la necrosis no son la
principal fuente de ADNIc pues también puede ser liberado en forma activa por las
células vivas. Por otro lado, el desequilibrio entre la liberacion del ADNIc desde las
células vivas y los mecanismos utilizados para la remocién del mismo, pueden
desempefiar un papel importante en la aparicion de una mayor cantidad de ADNIc en la
sangre de individuos afectados con diferentes dolencias (Van der Vaart y Pretorius 2008).

Teniendo en cuenta que el registro del Ministerio de la Proteccion Social de Colombia
(2007) sobre la enfermedad profesional en el periodo 2003-2005, sélo reporta un caso de
intoxicacién por disolventes no derivados del petréleo en la categoria de patologias
derivadas de la exposicion a sustancias quimicas y que en Colombia existe una
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poblacién sometida a exposicién ocupacional a solventes, como los pintores de carros,
es necesario implementar una metodologia que permita identificar en forma temprana los
cambios bioldgicos, bioquimicos o morfoldgicos relacionados con los efectos primarios de
estos agentes genotoxicos.

En este orden de ideas, uno de nuestros objetivos consistié en determinar la cantidad de
ADNIc en suero aislado a partir de la sangre periférica de los trabajadores expuestos.

3.4 Aberraciones cromosdmicas

La IARC (2010) incluyé a los hidrocarburos aromaticos (benceno, tolueno, xileno,
trimetilbenceno) utilizados como solventes y removedores de pinturas, en la lista de
principales sustancias a las que los trabajadores pueden estar expuestos en la industria
de la pintura. ElI benceno -clasificado desde 1987 dentro del grupo 1 como agente
cancerigeno para los seres humanos- no solo es uno de los mas usados, sino que
presumiblemente tiene los niveles de exposicibn mas altos. En 1897, Santesson
describié por primera vez nueve casos de hemotoxicidad crénica a causa del benceno.

Este mismo efecto fue posteriormente documentado por Selling (1916). El primer caso de
leucemia asociada con exposicién al benceno fue descrito por Delore y Borgomano en
1928. Desde entonces, muchos casos de leucemia han sido relacionados con la
exposicion al benceno (Smith et al 2004). Por otra parte, la identificacibn de cambios
cromosdmicos en pacientes con leucemia no fue posible sino hasta después de que Ford
y Hamerton (1956) hicieron el primer cariotipo de células sométicas normales, mientras
gue la primera evidencia de aberraciones cromosoémicas (CA) no aleatorias en casos de
leucemia fue reportada por Nowell y Hungerford en 1960.

De otro lado, un estudio de monitoreo efectuado para determinar el riesgo de exposicion
ocupacional de pintores de exteriores, determind que estas personas presentaban mayor
nimero de CA e intercambio de crométides hermanas (SCE) y mayor frecuencia de
micronucleos en células sanguineas y bucales, indicando que el dafo citogenético
observado podia estar asociado con el tiempo de exposicién laboral (Pinto et al 2000, Ji
et al 2010). A partir de estos hechos, el estudio del dafio en los cromosomas causado por
la exposicidn al benceno ha cobrado gran importancia.
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3.4.1 Aberraciones cromosomicas estructurales

Este tipo de anomalias afecta a la estructura del cromosoma en cuanto a la ordenacion
lineal de los genes. Aqui se incluyen deleciones, duplicaciones, inversiones y
translocaciones. Las anomalias estructurales implican cambios en la estructura de uno o
varios cromosomas, de modo que la re-estructuracion implica una ganancia o una
pérdida de genes, lo que supone una patologia para el portador o anomalia
desequilibrada. Si no hay ganancia ni pérdida de genes, los portadores son normales, de
manera que la anomalia es equilibrada.

Las anomalias estructurales comprenden:

Deleciones: Este tipo de anomalia involucra la pérdida de un fragmento de ADN de un
solo cromosoma, lo que produce una anomalia desequilibrada. Si la pérdida ocurre al
final del brazo q (brazo largo), la delecion se denomina delecion final (Figura 3.1) y si se
produce en la zona intermedia, se denomina delecién intersticial o intercalar. Otro tipo
de delecion es la llamada cromosoma de anillo (Figura 3.2), que se produce cuando los
dos brazos de un cromosoma se unen, como resultado de las roturas generadas en los

extremos de los mismos. Son poco frecuentes, pero dan lugar a patologias importantes.

Figura 3-1: Delecién final. Tomado de: Anomalias cromosomicas. Ursula Mufioz.
Espafa, 2008
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Figura 3-2: Cromosoma en anillo. Tomado de: Anomalias cromosémicas. Ursula

Mufioz. Espafa, 2008

B

Duplicaciones: Estas anomalias son opuestas a las deleciones y menos graves que
éstas. Se caracterizan porque una region especifica del cromosoma se encuentra
repetida, debido a un error en la duplicacion del ADN durante la meiosis (Figura 3.3),
gue consiste en que uno de los dos cromosomas homdélogos no intercambia el
fragmento correspondiente, conservando tanto su fragmento original como el fragmento
de su par homologo.

Figura 3-3: Duplicacion. Tomado de: Anomalias cromosomicas. Ursula Mufioz.
Esparia, 2008
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= Cromosoma dicéntrico: Como puede observarse en la Figura 3.4., este tipo de
anomalia consiste en un cromosoma con dos centromeros, que se origina a partir de la
rotura de dos cromosomas, seguida de la fusiéon de los fragmentos que contenian el

centrobmero.

Figura 3-4: Cromosoma dicéntrico. Tomado de: Cytogenetics Information Site. Dave
McDonald. Estados Unidos, 2008

=

i

Cromosoma 13 Cromosoma 14 Cromosoma
dicéntrico

= |socromosoma: En este tipo de anomalia, el cromosoma no se divide en forma
longitudinal sino transversal, de modo que no se separan las cromatides sino solo los
brazos. Esto hace que el brazo corto sea igual al brazo largo y da origen, tanto a falta
como a exceso de cromosomas en forma simultanea (Figura 3.5). Esta anomalia es

usual en los cromosomas sexuales.

Figura 3-5: Isocromosoma. Tomado de: Monografia: Cromosomas y enfermedades.

Anomalias cromosémicas. En linea, 2004
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Inversiones: Es una anomalia que se presenta cuando ocurren dos cortes dentro de
un mismo cromosoma Yy el segmento intermedio gira 180° (se invierte) y se vuelve a
unir, formando un cromosoma que estructuralmente tiene la secuencia cambiada.
Normalmente no hay riesgo de patologias para el individuo, porque no hay pérdida ni
ganancia de genes. Aungue el portador de una inversion puede ser completamente
normal, tiene un riesgo ligeramente mayor de producir un embribn con
un desequilibrio cromosémico, debido a que un cromosoma invertido tiene dificultad en
emparejarse con su homodlogo normal durante la meiosis. Existen dos tipos de

inversiones:

Inversion paracéntica: Se manifiesta cuando el segmento cromosémico afectado en el

mismo brazo no incluye al centrémero.

Inversion pericéntrica: Cuando el fragmento cromosomico afectado incluye al
centrémero. Esto significa que se producen dos roturas, cada una en un brazo del

cromosoma (Figura 3.5). (Forero, en linea).

Figura 3-6: Inversion pericéntrica. Tomado de: Anomalias cromosomicas. Ursula

Mufioz. Espafia, 2008
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Translocaciones: Estas involucran el intercambio de material entre dos o mas
cromosomas diferentes que se han roto previamente. Una translocacion es reciproca o
equilibrada cuando se realiza con fragmentos que incluyen a los telémeros (Figura 3.7).
Por tanto, no hay pérdida ni ganancia de genes, lo que hace que el riesgo de problemas
para el individuo sea nulo si es familiar y ligeramente mayor si es de novo. Es posible
gue surjan problemas con las translocaciones, cuando a partir de un progenitor
equilibrado se originan gametos que no contienen ambos productos de la translocacion.
Cuando tal gameto se combina con un gameto normal del otro progenitor, el resultado
es un embrién desequilibrado, parcialmente monosémico para un cromosoma Yy
parcialmente trisdmico para el otro. Cuando la translocacion se realiza con fragmentos
de cromosomas acrocéntricos (cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22), las translocaciones
son de tipo robertsoniano. Si ocurre en el brazo p, el portador tiene 45 cromosomas y
presenta una anomalia tanto estructural como numérica, pero es completamente
normal. Si por el contrario, se pierden los brazos q de los cromosomas acroceéntricos,
las monosomias y trisomias son letales (Navarro, en linea). Vale la pena tener en
cuenta el reporte del hallazgo de translocaciones t(3;21)(q26;22) en la médula 6sea de
un pintor de 64 afios de edad, quien fue diagnosticado con anemia refractaria y cuyo

historial incluia exposicion a solventes organicos, como el benceno (Tasaka et al 1992).

Figura 3-7: Translocacion reciproca. Tomado de: Anomalias cromosémicas. Ursula

Mufioz. Espafia, 2008
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3.4.2 Aberraciones cromosdmicas numeéricas

Este tipo de anomalias ocurren cuando el nimero de cromosomas esta alterado, bien
sea con un mayor 0 con un menor numero, lo que provoca la aparicion de defectos
congénitos. Incluyen las poliploidias (triploidia: 3n, tetraploidia: 4n) y diversos tipos de
aneuploidias (trisomias: 2n+1; monosomias: 2n-1). Las anomalias numéricas pueden
afectar tanto a los autosomas como a los cromosomas sexuales. Generalmente, la
pérdida de cromosomas tiene una mayor repercusion que la ganancia sobre sus
portadores.

Los individuos triploides (3n) presentan una copia extra de todos los cromosomas (69
en total). Estas personas pueden ocasionalmente sobrevivir hasta el nacimiento, pero
usualmente mueren durante el periodo neonatal (Navarro, en linea).

» Las tetraploidias (4n) son muy raras y se caracterizan porque los individuos
afectados tienen 92 cromosomas en total, con cuatro copias de cada

cromosoma.

En cuanto a las aneuploidias, la dotacién cromosémica solo difiere en uno o pocos
cromosomas extras o0 ausentes.

Las células que han perdido un cromosoma presentan monosomia para ese
cromosoma, mientras que aquellas con un cromosoma extra muestran trisomia para el
cromosoma implicado. Casi todas las monosomias autosémicas llevan a la muerte poco
después de la concepcién y sélo unas pocas trisomias permiten llegar al nacimiento. La
anomalia autosbmica numérica mas comun es el Sindrome Down o trisomia 21.

Las anomalias numéricas se pueden presentar por dos razones:

Retraso en la meiosis de un cromosoma, que conduce a su pérdida en la anafase.
No disyuncién meidtica (no segregacioén normal) de los cromosomas homdlogos o las
cromatides hacia los polos opuestos.

= Mosaicismo o mixoploidias: En este tipo de anormalidad coexisten en un
individuo dos o mas lineas celulares cromosémicas diferentes, de modo que
puede haber células normales con lineas aneuploides, o solo lineas celulares

anormales con aneuploidias y/o euploidias aberrantes. Los mosaicos
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estructurales son muy poco frecuentes. El grado en el cual un individuo resulta
afectado clinicamente depende habitualmente del porcentaje de células
anormales (McDonald 2008).

Las anomalias numéricas y estructurales también se pueden clasificar en dos categorias
principales: constitutivas -aquéllas con las que se nace- y adquiridas, que surgen como
consecuencia de otras enfermedades, como el cancer.

Con relacién a la exposicion ocupacional a los solventes organicos contenidos en las
pinturas y las anomalias cromosomicas, la ganancia de un cromosoma del grupo C
(cromosomas 6 al 12 y X), trisomia C (+C) ha sido la aberracién detectada con mayor
frecuencia en los casos asociados con exposicion a benceno (Formi y More 1967; Aksoy
et al 1974, Sellyei y Kelemen 1971; Vigliani y Forni 1969). Por otro lado, se ha encontrado
pérdida de cromosomas del grupo G, en la mayoria de células de un caso de leucemia
mieloide aguda (AML) asociada con la exposicién al benceno (Sellyei y Kelemen 1971).

También existen estudios que no reportan presencia de aberraciones cromosoémicas en
personas expuestas al benceno (Major et al 1994, Yardley-Jones et al.1990). Aunque no
estan claras las razones de estos hallazgos negativos, existen factores que pueden
modificar los resultados, por ejemplo, que haya un pequefio nimero de sujetos de estudio
0 de células evaluadas por individuo. Otras razones pueden deberse a una exposicion
aguda al benceno en corto plazo, a bajos niveles de exposicion al benceno o baja
exposicion combinada con tolueno u otros solventes, o también a diferencias étnicas entre
el grupo control y los sujetos expuestos. A pesar de estos estudios ocasionales negativos,
el peso total de la evidencia indica fuertemente que el benceno induce aberraciones
cromosémicas (CA) en los linfocitos de sangre periférica de los trabajadores expuestos
(Zhang et al 2002).

Con base en los estudios mencionados y con varios estudios prospectivos de cancer que
han mostrado una asociacion entre las aberraciones cromosomicas en linfocitos de la
sangre y el posterior riesgo de cancer (Bonassi et al 1995), nos permitimos proponer una
evaluacion temprana del dafio citogenético, mediante la determinacién de varios
marcadores como ADN libre circulante, dispersion del ADN y aberraciones cromosomicas,
con la finalidad de establecer el riesgo relativo de enfermedades como el cancer, entre los
trabajadores de la industria de la pintura ocupacionalmente expuestos a diversos
solventes.



4.Metodologia

4.1 Tipo de estudio

Se llevo a cabo un estudio piloto o investigaciéon preliminar, en el que se estudiaron dos
grupos de individuos: uno expuesto a solventes organicos presentes en pinturas de
vehiculos automotores y un grupo referente o no expuesto, constituido por individuos de
edades similares, no expuestos a los solventes.

4.2 Tamano de la muestra

Para un estudio piloto, no existe un tamafio de muestra minimo, este no puede ser muy
pequefio porque podria no ofrecer los resultados esperados, pero tampoco muy grande
por cuestiones de costos y recursos econdémicos. Por esta razon, se tomé el siguiente
tamafo de muestra no probabilitica:

Grupo expuesto Grupo no expuesto

Tamario de la muestra; 33 Tamario de la muestra: 33

4.3 Seleccion de los grupos de estudio

Debido a que muchos talleres de pintura de vehiculos automotores de la ciudad de Bogota
laboran en el ambito de la informalidad, no se cuenta con estadisticas confiables sobre
este gremio. Segun documentos de la Alcaldia de Bogota, se ha determinado que en la
localidad Barrios Unidos funciona una gran cantidad de talleres automotores concentrados
en tres sectores preferenciales: 7 de agosto, Rionegro y Alcazares. Se seleccionaron
cierto nimero de talleres, en los cuales se pudo recolectar el tamafio de muestra
requerido (33 personas), se identificaron a las personas expuestas en forma rutinaria a los
solventes de las pinturas y, este nimero, conformé el grupo expuesto. Se seleccionaron al
azar en el sector del 7 de agosto partiendo, en primer lugar, del principio de voluntariedad
de participacion en el estudio tanto del duefio o del administrador del taller como del
propio individuo expuesto y, en segundo lugar, de la informacion aportada en un
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cuestionario que incluyé aspectos personales, familiares, alimentarios, de salud y
relacionadas con el ambiente de trabajo. Los individuos del grupo no expuesto, también
33, se escogieron teniendo en cuenta que tuvieran un rango de edad similar al grupo
expuesto, con una desviacion de +/- dos (2) afios de edad, que no hubieran estado
expuesto a solventes organicos y sin ningun vinculo o cercania con los lugares donde se
aplican pinturas.

El consentimiento informado disefiado advirtio a los participantes acerca de los posibles
riesgos en el proceso de la toma de muestras de sangre y contenia la informacion mas
relevante del estudio, como importancia e impacto social y el destino de las muestras
biolégicas recolectadas. El consentimiento fue firmado por las personas que aceptaron
tomar parte en el estudio (expuestos como no expuestos).

4.4 Criterios de inclusion y exclusion

Fueron incluidos en el grupo expuesto hombres, entre 18 y 75 afios de edad y tiempo de
trabajo 0 exposicién a solventes organicos minimo de tres meses. Fueron excluidos del
estudio quienes hubiesen padecido de hepatitis 0 cancer o hubieran estado sometidos a
tratamiento médico prolongado reciente. El grupo control se seleccioné bajo los mismos
criterios que el grupo expuesto, con la excepciéon de que estas personas no debian haber
estado expuestas a solventes organicos.

4.5 Evaluacion de dafio genotoxico

4.5.1 Obtencion de las muestras de sangre

Las muestras de sangre periférica, fueron tomadas en horas de la mafana, bajo
condiciones de asepsia, después de que el participante del estudio firmo6 el
consentimiento informado. Se obtuvieron tres muestras de 5 mL de sangre periférica: Una
destinada para el aislamiento de linfocitos (ensayo cometa), otra para el ensayo de ADN
libre y una mas para la determinacion de aberraciones cromosdOmicas. Las muestras se
depositaron en tubos vacutainer con heparina o con EDTA o con gel separador de suero
y se procesaron en el transcurso de las siguientes 48 horas.

4.5.2 Aislamiento de linfocitos

A partir de la muestra de sangre recolectada en tubo vacutainer con heparina, se tomé un
volumen de 5 mL de sangre y se procedié a realizar el aislamiento de linfocitos mediante
un gradiente de densidad utilizando histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) y centrifugacion a
2000 rpm durante 30 minutos. La capa intermedia de linfocitos se recuper6, se lavé con
PBS y luego se centrifug6é a 1250 rpm por 15 minutos. Este paso se repitié cuatro veces
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mas. El pellet o botén con linfocitos se homogeniz6 y se llevé a un volumen de 1 mL,
mediante la adicion de PBS.

4.5.3 Prueba de citotoxicidad por exclusién con azul
de trypan

Para la correcta interpretacion de los datos del ensayo cometa, debe primero
establecerse que el dafio a evaluar sea producto de genotoxicidad y no de citotoxicidad
(Fenech et al 1999). Con este proposito, se tomaron 10 uL de la suspension de trabajo y
se mezclaron con 90 pL de solucién de azul de trypan al 0.4%. 40 uL de esta solucién se
llevaron a la camara de conteo celular de neubauer. La relacion entre el numero de
linfocitos vivos y muertos permiti6 conocer el porcentaje de viabilidad celular. Se
considerara como aceptable un porcentaje de 85-95% (Pitarque 1999). De acuerdo al
namero de células vivas, se determiné el volumen de suspension celular para utilizar en
el ensayo, el cual contenia 4x102 linfocitos.

4.5.4 Ensayo Cometa

» Lisis, desenrollamiento del ADN y electroforesis: El volumen de suspension
celular en microlitros que contenia 4x10° células se mezclé con agarosa LMA al
0.5%, para completar una solucion que posteriormente se depositd sobre placas
Trevigen Comet Assay Kit, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A
continuacion, las placas se dejaron inmersas en solucién de lisis (Trevigen
Comet Assay Kit - Lysis solution) por una hora, luego se lavaron con PBS para
remover sales y detergentes y se depositaron en la cAmara de electroforesis, a
4°C, con buffer alcalino (10N NaOH, 200 mM EDTA, pH 13) durante 25 minutos.
Pasado este tiempo, se corrié la electroforesis por 30 minutos a 300 mA y 25
voltios. Una vez retiradas de la cdmara, las placas se lavaron con buffer
neutralizante (0.4 M Tris, pH 7.5) y se tifieron con SYBR Green, segun las
instrucciones del kit Trevigen. Las preparaciones se observaron al microscopio

de fluorescencia, con una magnificacion de 10x.

Para el registro de datos se analizaron fotografias de los cometas y se registraron
aquellos con morfologia aceptable: cabeza bien definida y separado de los otros
cometas, y se descartaron las células fantasma o apoptoéticas, con cabeza no definida. El
conteo se efectud en la parte central de la preparacién. Para el estudio de las imagenes
de los cometas se utilizé el programa editor CometScore, que las analiza con base en la
medida de la fluorescencia y la migracién del ADN y arroja como resultado la informacion
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sobre momento, momento olive y longitud de la cola y porcentaje de ADN en la cola, en
una tabla que puede ser importada a formato Excel para el analisis estadistico
correspondiente. Posteriormente, se clasificaron los cometas de acuerdo con su
morfologia, en categorias de dafio que van desde 0 (sin dafio), hasta 4 (dafio maximo)
para los dos grupos de estudio.

Figura 4-1: Clasificacion visual de los tipos de cometas. Imagenes de cometas de
linfocitos de los individuos que conforman el grupo de estudio, tefiidos con SYBR-Green.

Cometa tipo O Cometa tipo 1

Cometa tipo 2 Cometa tipo 3

Cometa tipo 4
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Las directrices internacionales para el ensayo cometa han avalado estas metodologias
observador-dependientes, como altamente correlacionadas con los analisis de imagenes
computacionales y las han validadas como parametro de cuantificacion de dafio genético
(Tice et al 2000, Collins 2004).

4.6 Evaluacion de daffio cromosdmico mediante
deteccidn de aberraciones cromosémicas con
bandas G

4.6.1 Cultivo de sangre periférica

Procedimiento: Se recolecté un volumen de 4-5 mL de sangre en tubo vacutainer con
heparina y se mezclé por inversion. Se tomaron 300 puL de sangre, se depositaron en tubo
falcon de 15 mL y se agreg6 4 mL de medio de crecimiento PBMAX (Gibco), este medio
es especifico para cariotipos ya que contiene fitohemoaglutinina, sustancia capaz de
inducir las células a mitosis. Se incub6 a 37°C y 5% CO, por 72 horas. Este procedimiento
se efectud por duplicado para cada grupo.

4.6.2 Cariotipo

Una vez retirados los tubos falcon de la incubadora, se les adicion6 un volumen de 100
pL de colchicina (farmaco antimitético que detiene la division celular en metafase o la
inhibe) y se llevaron de nuevo a incubacién a 37°C por 20 minutos, después de lo cual se
centrifugd a 2500 rpm por 10 minutos, se descart6 el sobrenadante, se agregaron 6 ml de
solucion hipoténica (KCI) y se homogeniz6 el boton celular. Enseguida se llevaron a la
incubadora por 20 minutos, luego se adicionaron 2 mL de solucion fijadora (metanol-
acido acético 3:1) y se incubd por 2 minutos a temperatura ambiente. Se mezcld por
inversion y se procedié a realizar una centrifugacion a 2500 rpm por diez minutos. Se
descarté el sobrenadante y se adicionaron 6 mL de solucién fijadora, nuevamente se
homogenizé el botdén celular y se incubd a -20°C por 30 minutos. Posteriormente se
centrifugd a 2500 rpm por diez minutos, se descart6 el sobrenadante y se agregaron 3
mL de fijador. Se efectué homogeneizacion y se centrifugd a 2500 rpm por diez minutos.
Este Gltimo paso se repitié6 dos veces mas. Enseguida se descarto el sobrenadante y se
adiciond 1 mL de fijador y en ese volumen se resuspendi6 el material celular.

Para llevar a cabo el extendido del material celular, se depositaron de tres a cuatro gotas
de la solucién en lamina portaobjetos y se colocdé encima un cubreobjetos y se hizo
presién para dispersar los cromosomas. Este procedimiento se realiz6 por triplicado para
cada una de las muestras trabajadas.
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Por cada lamina extendida, fueron analizadas al microscopio de luz (10X) como minimo
25 células en metafase, que estuvieran bien separadas unas de otras con el fin de que
fuera posible apreciar la coloracion de las bandas G.

4.6.3 Bandeo G con colorante Giemsa

Una vez realizado el extendido celular en las laminas, éstas se envejecieron al horno a
80°C por dos horas y posteriormente se sumergieron durante 30 minutos en una solucién
salina de citrato sédico 2X a 65°C. Después fueron lavadas con agua destilada y se
dejaron secar al aire. A continuacién, se introdujeron en una solucion de tripsina 0.25% y
agua destilada (1:1) previamente enfriada a 2°C, inicialmente por cinco segundos. Se
enjuagaron las laminas con abundante agua de chorro y se procedi6 a realizar la tincién
de cada lamina, depositando 4 mL de soluciéon de bandas G (colorante Giemsa, tampén
Sorensen y agua destilada en proporcion 1:1:23 respectivamente), durante 10 minutos. El
tampon Soérensen es una mezcla de solucion A (KH,PO4 9.08 g/L) y solucion B
(Na;HPO, 12.88 g/L) en proporcion de volumen 1:1 y ajustada a pH 6.8. Transcurrido
este tiempo, se lavaron con agua y se dejaron secar. Se montd cada lamina en el
microscopio convencional y se observé el bandeo a un aumento de 100X. Si el patron de
bandas era aln oscuro, se procedié a repetir el procedimiento con la tripsina, hasta
obtener el bandeo claro-oscuro caracteristico de las bandas G.

Enseguida se realizé el conteo de las metafases a 10X, de minimo 25 metafases por
cada individuo, tanto expuesto como no expuesto. Tras el andlisis al microscopio a 100X,
se tomaron imagenes de aquellas células en metafase que presentaban la mejor calidad,
mediante la utilizacion de una camara marca Nikon. Los cromosomas fueron organizados
en pares, de acuerdo con su tamafio y su patrén de bandas, para formar un cariotipo, lo
gue permitié determinar la presencia de anomalias numéricas y estructurales. En caso de
encontrar dos anomalias numéricas en las 25 metafases analizadas, se debi6 ampliar el
conteo a 50 metafases, con el fin de verificar la anomalia encontrada. En caso de
encontrar dos anomalias estructurales, el conteo se debié ampliar a 100 metafases, para
su confirmacion. Este procedimiento se rige por el ISCN (International System for Human
Cytogenetic Nomenclature).

4.7 Ensayo de cuantificacion de ADN libre por
fluorescencia
El ADN libre celular circulante (ADNIc) se determind directamente a partir del suero

obtenido de la muestra de sangre recolectada en tubo de separacion de suero, siguiendo
el protocolo propuesto por Goldstein et al (2009).


http://www2.uah.es/biomodel/citogene/dynacare/bigktype.htm
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En primer lugar, los sueros fueron centrifugados dos veces, a 2000 rpm por diez minutos,
recolectando y llevando a un nuevo tubo el sobrenadante obtenido en cada paso.
Enseguida se efectud ultra-centrifugaciéon a 14000g por diez minutos, con el fin de
separar completamente el suero de las células nucleadas mas préximas.

Se preparo el fluorocromo SYBR-Gold Nucleis acid gel stain (Invitrogen) y se hizo una
primera dilucion 1:1000 en dimetilsulféxido (DMSO), seguida de una segunda dilucién 1:8
en PBS. Esta solucién se guardd en la oscuridad. Por otra parte, se prepararon siete
diluciones seriadas de estandar de ADN de esperma de salmén (Sigma-Aldrich)
comenzando desde 0 ng/mL hasta 33000 ng/mL, diluido en agua estéril. Enseguida se
tomo una placa de 96 pozos y en cada pozo se vertio por triplicado un volumen de 40 pL
de la muestra de suero o 40 pL de las soluciones estandar de ADN de esperma de
salmén, junto con 160 uL de la solucién SYBR-Gold previamente diluida (dilucién final del
SYBR-Gold 1:10000). Se homogenizé muy bien la placa teniendo cuidado de no generar
burbujas y se procedié llevar a cabo la determinacién de la fluorescencia de cada una de
las muestras en el espectrofluorémetro Tecan, Durham, NC, USA., mediante el uso del
software Magellan versién 7.0, teniendo en cuenta las condiciones requeridas para el uso
del SYBR-Gold, longitud de excitacion a 485 nm y la longitud de emisién a 535 nm. Una
vez realizada la lectura de la placa, los datos fueron exportados a un libro de Excel y
procesados para su respectivo analisis estadistico.

Las concentraciones de ADNIc presente en las muestras de suero fueron calculadas a
partir de la interpolacién de la curva de los estandares de ADN de acuerdo con un
modelo de regresion lineal. Para confirmar la especificidad del ensayo, se prepard un
control negativo, mediante la seleccion de seis muestras aleatorias de los sueros
recolectados, a los que se les realizd una digestion enziméatica con ADNasa |
Amplification Grade (Invitrogen Corporation, Brazil- 500 U/mL) y buffer de reaccion 1X
(Tris-HCI 200 mM pH 8,4, MgClz 20 mM, KCI 500 mM), incubandolas a 37°C por cinco
horas, con el fin de eliminar la posible presencia de ADN contenido en el suero. Después
del tratamiento, se aplicé 1 uL de EDTA 2,5 mM y se incub6 a 65°C durante 15 minutos.
De otro lado, con el fin de confirmar que la fluorescencia fuera debida solo a ADN y no a
ARN, se tomaron muestras aleatorias de los sueros recolectados, a los que se les realizd
una digestién enzimatica con RNase-free DNase (Promega, 1500 U/mL), incubandolas a
37°C por cinco horas.

Tanto la obtencién de las muestras de sangre, como el aislamiento de los linfocitos, la
prueba de exclusién, el ensayo cometa, la cuantificacion de ADN libre y el andlisis de
cariotipos para detecciébn de aberraciones cromosOmicas, se llevaron a cabo en el
laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario y fueron
coordinadas por el grupo de Ciencias Basicas Médicas de la misma universidad.



5.Analisis estadistico

Con el fin de analizar los resultados obtenidos, se utilizaron variables cuantitativas y
cualitativas. Para describir las variables cualitativas (cariotipos), se realiz6 un analisis
descriptivo por conteos de frecuencias absolutas y relativas. En cuanto a las variables
cuantitativas (ADN libre: variable continua y cometa: variable discreta), se emplearon las
medidas de tendencia central (promedio y mediana) y de variabilidad (rango y desviacion
estandar).

Previamente, para todas las variables, se evalué la homogeneidad de varianza con
ayuda de la prueba Shapiro-Wilk y la normalidad con la prueba Kolmogorov-Smirnov

Para la variable asociada con la determinacion de aberraciones cromosdmicas, tanto en
el grupo expuesto como en el no expuesto, se calcularon las frecuencias absolutas y
relativas (expresadas como porcentaje) y se evalué la homogeneidad de varianza con
ayuda de la prueba Shapiro-Wilk y la normalidad con la prueba Kolmogorov-Smirnov. La
prueba no paramétrica exacta Wilcoxon se aplicé en caso de que no se cumplieran los
supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianza. Todos los datos obtenidos
fueron analizados con el programa SPSS (Statistical Package to Social Scientific). El nivel
de significancia maximo para cada prueba fue 0.05.

5.1 Hipotesis nula

= No existen diferencias en los valores obtenidos en los ensayos de evaluacién de
dafio del ADN (cometa, ADN libre y cariotipos), en individuos ocupacionalmente
expuestos a solventes organicos y en individuos no expuestos a dichos

solventes.
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5.2 Hipotesis alterna

» Los individuos ocupacionalmente expuestos a solventes organicos presentan
valores mayores para los ensayos indicados para medir el dafio en el ADN
(cometa, ADN libre y cariotipos), que los individuos no expuestos.

= Existe correlacion entre el tiempo de exposiciébn ocupacional a los solventes

organicos y el aumento en el dafio en el ADN de los individuos expuestos.

5.3 Variables

= Variable dependiente: Dafio en el ADN

= Variables independientes: Exposicidon/no-exposicidn a solventes organicos

Tiempo de exposicion a solventes organicos.



6.Resultados

6.1 Caracterizacion del grupo de estudio

En el estudio piloto, se utiliz6 un cuestionario que permitié indagar acerca de aspectos
laborales como el tiempo de exposicion a los solventes organicos y habitos personales,
como el fumar o ingerir bebidas alcohdlicas.

Los individuos del grupo expuesto y los del grupo no expuesto fueron emparejados por
rangos etareos, con una diferencia limite de edad de +/- dos afios y con condiciones
socioecondmicas similares (Ver Tabla 6-1 y Tabla 6-2).

Tabla 6-1: Caracterizacion del grupo expuesto y el grupo no expuesto

Grupo expuesto Grupo no expuesto Medidas de dispersion
Tiempo exposicién Desviacion
Cédigo (meses) Edad Cédigo Edad Media estandar

1 132 43 1 42 42,5 0,71
2 96 34 2 36 35,0 1,41
3 13 21 3 20 20,5 0,71
4 37 31 4 31 31,0 0

5 120 39 5 37 38,0 1,41
6 193 50 6 49 49,5 0,71
7 264 53 7 51 52,0 1,41
8 168 33 8 35 34,0 1,41
9 424 58 9 59 58,5 0,71
10 324 57 10 55 56,0 1,41
11 74 26 11 25 25,5 0,71
12 86 24 12 24 24,0 0

13 228 51 13 52 51,5 0,71
14 190 44 14 44 44,0 0

15 264 47 15 47 47,0 0

16 240 34 16 35 34,5 0,71
17 204 60 17 58 59,0 1,41
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18 420 61 18 61 61,0 0

19 540 73 19 72 72,5 0,71
20 264 45 20 45 45,0 0

21 212 50 21 49 49,5 0,71
22 132 35 22 34 34,5 0,71
23 144 31 23 32 31,5 0,71
24 384 55 24 57 56,0 1,41
25 384 53 25 51 52,0 1,41
26 360 53 26 55 54,0 1,41
27 384 57 27 59 58,0 1,41
28 504 67 28 69 68,0 1,41
29 120 28 29 30 29,0 1,41
30 72 62 30 61 61,5 0,71
31 348 54 31 56 55,0 1,41
32 360 73 32 73 73,0 0

33 48 22 33 20 21,0 1,41

Tabla 6-2: Habitos personales de los grupos de estudio

PORCENTAJE GRUPO EXPUESTO PORCENTAJE GRUPO NO EXPUESTO
Consumo cigarrillo Consumo alcohol Consumo cigarrillo Consumo alcohol
Si No Si No Si No Si No

27,27% 72,72% 97% 3% 18,18% 81,81% | 85% 15%
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6.2 Ensayo cometa

6.2.1 Prueba de citotoxicidad por exclusién con azul
de trypan

Esta prueba evalué la viabilidad de los linfocitos de sangre periférica, mediante la
discriminacion entre células muertas y células vivas, segin hayan incorporado o no el
colorante. De acuerdo con la relacion entre el numero de linfocitos vivos y el de los
muertos, se consideré el rango entre 85-95% como un porcentaje aceptable de viabilidad
celular para la realizacion del ensayo.

6.2.2 Determinacion del tipo de cometa

El agente empleado para la visualizacion de los cometas, fue el fluoréforo SYBR Green,
el cual interactia con el surco menor del ADN, emitiendo hasta 1000 veces mas
fluorescencia cuando esta unido, que cuando esta en solucién libre.

Para determinar el tipo de cometa, se tomaron varias fotografias utilizando un
microscopio de fluorescencia. Fueron contabilizados 50 cometas por pozo y dos pozos
por muestra, para un total de 100 células por muestra, las cuales fueron posteriormente
analizadas por medio del software CometScore (anexo A), que permite obtener los
siguientes parametros: Longitud del cometa, altura del cometa y area del cometa,
didmetro de la cabeza, area de la cabeza, % ADN en la cabeza, longitud de la cola y area
de la cola, % ADN en la cola y momento de cola (Figura 6-1).

Figura 6-1: Imagen de los componentes de un cometa. Tomado de Singh et al. (1988)

Tail Moment Length

Como control positivo del ensayo, se utilizé el peréxido de hidrogeno H,0,, ( Ver Figura
6-2), el cual genera una morfologia tipo cometa, al ser altamente oxidante e inducir en el
ADN roturas de cadena doble, cadena simple y sitios alcali labiles. Como control negativo
se tomaron las células del grupo no expuesto, considerando que estos individuos no
habian sido expuestos a los solventes organicos (Ver Figura 6-3). Finalmente, estos
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controles fueron comparados con la morfologia observada en el grupo expuesto a los
solventes orgénicos (Ver Figura 6-4).

Figura 6-2: Cometas obtenidos de linfocitos tratados con H,O,. 10X

Figura 6-3: Cometas obtenidos de linfocitos de un individuo del grupo no expuesto. 10X

Figura 6-4: Cometas obtenidos de linfocitos de un individuo del grupo expuesto. 10X
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Teniendo en cuenta la intensidad de fluorescencia del SYBR Green, medida como la
cantidad de luz emitida a 520 nm, después de la excitacion a una longitud de onda de
480 nm, (Valesek M y Repa J, 2005), se establece que, la cantidad de SYBR-Green
unido al ADN es directamente proporcional a la cantidad de ADN presente.

Como parametro principal para determinar el tipo de cometa, se tuvo en cuenta la
intensidad relativa de fluorescencia de la cabeza y de la cola (% ADN en la cola) (Collins
et al 2004), como sigue:

= Cometa tipo 0: <5% ADN en la cola

= Cometa tipo 1: 6%-25% ADN en la cola
= Cometa tipo 2: 26%-50% ADN en la cola
= Cometa tipo 3: 51%-75% ADN en la cola
= Cometa tipo 4: >76% ADN en la cola

En el sistema de analisis de imagenes utilizado, cada punto o pixel de la imagen es la
representacion de un elemento sensible a la luz de la caAmara y tiene un valor en una
escala, que va desde 0 hasta 225 (escala de grises). En este orden de ideas, los datos
obtenidos para cada uno de los parametros antes mencionados son puntos de la imagen
convertidos a nimeros, que aunque estan en unidades de pixeles, deben ser convertidos
a micras. En este caso, el software permitié la definicibn de las regiones de interés del
cometa (cabeza y cola), eliminando de esta forma el posible background o ruido de
fondoque podria afectar la medicidn de la sefial del cometa y permitiendo asi la medicion
de la longitud del cometa. De acuerdo con el objetivo 10X empleado, el factor de
conversion a micras fue 1.6, de modo que fue posible obtener los datos necesarios (Ver
Anexo B y Anexo C) para establecer el tipo de cometa asociado con cada grupo
evaluado (Ver Figuras 6-5y 6-6).

Figura 6-5: Porcentaje de tipos de cometas del grupo expuesto

Tipos de cometa del grupo expuesto

Bl mE2 =3 m4

46%
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Figura 6-6: Porcentaje de tipos de cometa del grupo no expuesto

Tipos de cometa del grupo no-expuesto

H]lm2 m3 m4

Mediante uso de la prueba no paramétrica Wilcoxon, se compararon los datos obtenidos
en el ensayo cometa para los dos grupos evaluados. El 46% de los individuos expuestos
mostraron cometas tipo 3 (moda) mientras que para el 82% de los no expuestos el mas
comun fue el 1 (Tabla 6-3), lo que indica que hubo diferencias significativas entre estos
valores (p<0.001), con un indice de confianza del 99%. Este resultado permite afirmar
gue la exposicidén ocupacional a solventes afecta la integridad del material genético.

Tabla 6-3: Estadisticos descriptivos del ensayo cometa para los dos grupos de
estudio

Tipo de cometa Tipo de cometa
Parametros expuesto no expuesto
Media 2,67 1,27
Mediana 3,00 1,00
Moda 3,00 1,00
Desv. tip. 1,051 0,626
Rango 3 2
Minimo 1 1
Maximo 4 3
Z -4,466
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Sig. asintot.

(bilateral) 0,000
Sig. exacta

(bilateral) 0,000
Sig. exacta

(unilateral) 0,000
Probabilidad en el

punto 0,000

6.3 ADN libre circulante por fluorescencia

6.3.1 Curva estandar de calibracién

La espectrofotometria de fluorescencia fue el método utilizado para cuantificar los niveles
de ADN libre circulante en el suero. Debido a que las lecturas de fluorescencia miden en
forma indirecta los niveles de ADN, requieren ser comparadas con una curva estandar.
Esta curva fue elaborada de acuerdo con el protocolo sugerido por Douvdevani et al 2009
(Ver Figura 6-7). Considerando que el valor en la regresion fue R*= 0.827, se estableci6
gue existe una asociacion directa entre la disminucion de la fluorescencia y la
disminucion de la concentracion del ADN estandar.

En adicion, se elabor6é una nueva curva de regresion lineal, que relacionaba los valores
de fluorescencia con las concentraciones del ADN estandar de esperma de salmén y sus
sucesivas diluciones (desde dos hasta cinco) (Ver Figura 6-8 y Tabla 6-4). En cada uno
de los dos ensayos realizados, se elaboré una curva estandar de ADN de esperma de
salmoén y de cada dilucion se obtuvieron lecturas por triplicado para cada muestra, ya
fuera de los estandares respectivos o de las muestras de suero de los grupos evaluados.
La ecuacién de la recta fue Y= 0.818X + 1534 y R?= 0.827.

Con esta ecuacion se determiné la concentracion de ADN libre en suero del grupo de
expuestos y de no expuestos, a partir de la interpolacién de los datos (Tabla 6-5 y Figura
6-9 y 6-10).
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Figura 6-7:  Valores de fluorescencia para las diluciones del estdndar de ADN
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Figura 6-8: Relacion fluorescencia/concentracion de ADN estandar
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Tabla 6-4:

Tabla 6-5:

Relacion valores fluorescencia promedio y concentracién de las diluciones
seriales del estandar de ADN de esperma de salmén

Estandar ADN fluorescencia Concentracion
promedio (ng/mL)

Solucion patrén | 26218 33330

Dilucién 1 20022 16666

Dilucién 2 10195 8333

Dilucién 3 3890 4166

Dilucién 4 1741 2083

Dilucion 5 870 1041
SYBR-GREEN 453

Blanco 420

Valores de ADN libre circulante en individuos expuestos y no expuestos

Grupo expuesto Grupo no expuesto
Caso ADN Libre (ng/mL) | Caso| ADN Libre (ng/mL)
1 4758 1 13
2 1936 2 1018
3 1303 3 744
4 1364 4 3521
5 4717 5 3611
6 571 6 1213
7 4414 7 1306
8 2376 8 3957
9 4736 9 3926
10 4700 10 0
11 2225 11 1685
12 63 12 602
13 1865 13 416
14 2675 14 3805
15 1089 15 3625
16 5195 16 1136
17 1132 17 577
18 4830 18 0
19 1991 19 518
20 2298 20 0
21 3426 21 798
22 2709 22 1715
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Grupo expuesto Grupo no expuesto
Caso ADN Libre (ng/mL) | Caso | ADN Libre (ng/mL)

23 1045 23 610
24 2113 24 193
25 1567 25 801
26 2220 26 994
27 323 27 1805
28 4565 28 1394
29 1970 29 710
30 1038 30 0

31 1118 31 1140
32 1749 32 0

33 1083 33 1127

Figura 6-9: Niveles de ADN libre en suero del grupo expuesto

ADN libre circulante en expuestos

m0-580 m581-2500 m™>2500




Resultados 41

Tabla 6-6: Valores de referencia para el ADN libre circulante. Tomado de Douvdevani
et al (2009)

Valor De Referencia ADN (ng/mL)
Bajo 0-580
Elevado 581-2500
Alto >2500

Figura 6-10: Niveles de ADN libre en suero del grupo no expuesto

ADN libre circulante en no-expuestos

m0-580 m581-2500 >2500

Se realizd la prueba Shapiro-Wilk para evaluar si habia distribucién normal de los
resultados de este ensayo. Como esto no ocurrié, se aplicé la prueba no-paramétrica
Wilcoxon para comparar tanto las lecturas de fluorescencia de las muestras de suero,
como los de ADN libre circulante, resultante de la interpolacién de la curva de calibracion
de fluorescencia, para los dos grupos evaluados. La media de ADN libre circulante en el
grupo expuesto fue 2439 ng/mL, con niveles bajos de ADNIc en el 9% de los individuos
expuestos, mientras que en el grupo de los no expuestos, la media fue 1301 ng/mL, con
un 33% de los individuos con niveles bajos de ADN libre circulante en suero (Ver Tabla 6-
7).

Fueron halladas diferencias significativas en el parAmetro analizado, del orden del 0.001
(p<0.01), con un indice de confianza del 99%, lo que permite establecer que la
exposicidn ocupacional a los solventes esta asociada directamente con el aumento en los
niveles de ADN libre circulante en el suero de individuos ocupacionalmente expuestos a
dichas sustancias, en comparacion con los no expuestos.
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Tabla 6-7: Estadisticos descriptivos del ensayo ADN libre circulante para los dos
grupos de estudio

Grupo Expuesto Grupo No Expuesto
Media 2439,219629 | Media 1301,81139
Intervalode | | = | ) P .
confianza |Limite inferior | 1902,690506 Limite inferior | 849,256167
para la . Intervalo de .
mediaal |Limite 2975,748752 | confianza para | Limite 1754,36661
95% superior la media al 95% | SUperior
Media recortada al 5% 2420,444377 | Media recortada al 5% 1227,29703
Mediana 2112,694377 | Mediana 994,194377
Varianza 2289532,99 | Varianza 1628933,93
Desv. tip. 1513,120283 | Desv. tip. 1276,29696
Minimo 63,1944 Minimo 0
Maximo 5194,6944 Méximo 3957,0277
Rango 5131,5 Rango 3957,0277
Fluorescencia no expuesto - ADN libre no expuesto -
Fluorescencia expuesto ADN libre expuesto
Z -3,064 -3,029
Sig. asint6t. (bilateral) 0,002 0,002
Sig. exacta (bilateral) 0,002 0,002
Sig. exacta (unilateral) 0,001 0,001
Probabilidad en el punto 0,000 0,000

Con el fin de corroborar que las lecturas de fluorescencia fueran debidas exclusivamente
a los niveles de ADN libre circulante en el suero extraido de la sangre, se realizaron dos
electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, una para las diluciones
seriadas que se realizaron a partir de una solucién patron de ADN de esperma de salmon
(Figura 6-11) y otra para los sueros de los grupos evaluados (Figura 6-12).
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Figura 6-11: Visualizacién de las diluciones seriales del estdndar de ADN. Carril 1:
Solucion madre de ADN, carriles 2-4 y 6-7: Diluciones seriales del estandar de ADN
(5:10), carril 5: Marcador de peso.

Figura 6-12: Visualizacion de los sueros. Carriles 1-7: Control negativo: Sueros tratados
con DNasa-l, carriles 9-29 y 31-41 sueros del grupo expuesto (casos 1 al 32), carriles 8 y
30: Marcador de peso.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
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22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

Figura 6-13: Visualizacién de los sueros. Carril 42: Suero expuesto caso 33. Carriles
43-51, 53-70 y 72-77: Sueros del grupo no expuesto (1-33). Carriles 52 y 71: Marcador
de peso. Carriles 78-81 Control positivo: Sueros tratados con RNasa.

42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61

62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81
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6.4 Evaluacion del dafno cromosdmico mediante
deteccion de aberraciones cromosdmicas con
bandas G

Fueron analizadas 522 metafases de 24 individuos expuestos y 286 metafases de 15
individuos del grupo no expuesto, para un total de 808 metafases.

En las tablas 6-8 y 6-9, se resumen los hallazgos encontrados en 24 individuos que
hacen parte del grupo expuesto y en 15 del grupo no expuesto, tanto para las
aberraciones numéricas como para las aberraciones estructurales, adicionalmente se
incluyé la presencia de otro tipo de dafio en los cromosomas como son las roturas y las
fragilidades.

Tabla 6-8: Resumen complementos cromosémicos del Grupo expuesto
Grupo expuesto
Complemento
Cddigo | cromosémico Observaciones
fra(1)(q12),fra(3)(p12),chtb(1)(p11),fra(9)(g12),chtb(6)(gl11),ch
1 46,XY [20] rb(16)(p11.1),der(7)t(7;14)(932;922),del(14)(g22)
2 46,XY [21] chtb(1)(p11)
fra(1)(p12),fra(1)(g12),fra(9)(q12),chrb(1)(p11),del(5)(q11.2),d

3 46,XY [24] el(17)(q24), ?dup(17)(q22q25)

45,XY,-19[2]
4 /46,XY[20] fra(3)(q11),fra(8)(g24),fra(9)(q12),chtb(10)(q11)

45,XY,-18[3] |fra(6)(q14),fra(9)(q12),fra(X)(q26),chrb(5)(q12),der(7)t(2;7)(q3
5 /46,XY[14]  |2;936),del(2) (932)

45,XY,-6[2] fra(X)(q13),fra(2)(p13),fra(3)(p11),fra(5)(g11),fra(8)(q11),fra(9)
6 /46,XY[22]  |(q12),chtb(4) (931.1),Chtb(5)(p13),chtb(6)(q11),chrb(9)(q12)

46,XY[23] fra(2)(q24),fra(10)(g21)

45,XY,-8[2]
8 /46,XY[21]  |fra(9)(q12),add(11)(p15)

45,XY,-21[2]
9 /46,XY[20] fra(1)(p12),fra(6)(p12),fra(9)(q12)
10 46,XY[15] fra(1)(p13),fra(9)(g12),chrb(2)(q31),chtb(3)(p12)
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Complemento
Cddigo | cromosdmico Observaciones
11 46,XY[19] fra(9)(q12),fra(12)(q13)
12 46,XY[19] fra(1)(p21),fra(3)(g13),fra(8)(p12),fra(8)(g22)
13 46,XY [25] chtb(13)(q)
14 46,XY [24] Sin alteraciones
15 46,XY [26] fra(5)(q13),fra(9)(g12),fra(10)(q11.2),?i(5)(q10),47,XYY
fra(3)(p21),fra(9)(g12),chrb(3)(q11),chrb(6)(g11),chtb(10)(q11.
16 46,XY [23] 2),dup(6)(p22p23)
fra(9)(g12),chrb(2)(g11.2),chrb(4)(p11),chrb(6)(g11),chrb(9)(q
17 46,XY[24] 12)
18 46,XY[26] fra(X)(q27),fra(9)(gq12),fra(6)(q11)
19 46,XY[25] fra(2)(g22),fra(2)(922)
20 46,XY[20] fra(8)(q11.2),chrb(5)(gq11),fra(9)(q12)
21 46,XY[23] fra(3)(p21),fra(12)(gq13)
22 46,XY[24] Sin alteraciones
23 46,XY[21] fra(9)(g12)x2,chrb(9)(q12)
fra(2)(g11.2),chtb(3)(p13),del(Y)(g12),t(4;11)(q13;923),t(13;14
24 46,XY[23] )(934;932)
Tabla 6-9: Resumen complementos cromosoémicos del Grupo no expuesto
Complemento
Cédigo Cromosémico Observaciones
1 46,XY[18] fra(9)(q12),chtb(4)(g31),del(6)(g22),del(2)(q16)
2 46,XY[17] fra(9)(q12),del(10)(p12)
3 46,XY[23] Sin alteraciones
4 46,XY[21] Sin alteraciones
5 45,XY,-22[2]/46,XY[20] |inv(7)(p21g36), del(9)(p21)
6 46,XY[20] chtb(1)(q11),chrb(6)(q22),chtb(7)(g22)
7 46,XY[19] fra(2)(q32), fra(3)(p21)
8 46,XY[11] chrb(12)(p11.2)
9 46,XY[22] chtb(15)(g21)
10 46,XY[21] fra(9)(q12)
11 46,XY[18] Sin alteraciones
12 46,XY[23] chtb(1)(p11),fra(9)(q12)
13 46,XY[20] del(10)(p13),i(11)(g10)
14 45X,-Y[2]/46,XY[19] |add(7)(p22)
15 46,XY[10] Sin alteraciones
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Considerando que, en este estudio piloto, se efectu6 un emparejamiento por edades
entre los individuos el grupo expuesto y el no expuesto, para el analisis estadistico,
solamente se tuvieron en cuenta los datos pareados, en este caso, los comprendidos
desde el 1 hasta el 15.

6.4.1 Frecuencia de fragilidades

En lo concerniente a la determinacion de la frecuencia de fragilidades, se hallaron 46
fragilidades en el grupo expuesto y solo 6 en el grupo no expuesto, de estas, el 41% vy el
66% respectivamente, correspondieron a una fragilidad del cromosoma 9, brazo g banda
12:fra9q12. Este resultado indica que, aunque esta no es una fragilidad exclusiva de los
individuos expuestos a solventes, su frecuencia si aumenta notoriamente en dicho grupo,
en comparacion con el grupo no expuesto (Ver Tabla 6-10 y Figura 6-14).

Tabla 6-10: Frecuencia fragilidades Grupo expuesto y No expuesto

Tipo de Grupo expuesto Grupo no expuesto

Fragilidad | Numero de Frecuencia Numero de Frecuencia
metafases /Fragilidades totales metafases | /Fragilidades totales

fra(X)(q13) 1 0,02 0 0
fra(X)(q26) 2 0,04 0 0
fra(1)(p12) 2 0,04 0 0
fra(1)(p13) 1 0,02 0 0
fra(1)(p21) 1 0,02 0 0
fra(1)(q12) 2 0,04 0 0
fra(2)(p13) 1 0,02 0 0
fra(2)(q24) 2 0,04 0 0
fra(2)(q32) 0 0 1 0,16
fra(3)(p12) 1 0,02 0 0
fra(3)(p11) 1 0,02 0 0
fra(3)(p21) 0 0 1 0,16
fra(3)(q11) 1 0,02 0 0
fra(3)(q13) 1 0,02 0 0
fra(5)(q11) 1 0,02 0 0
fra(5)(q13) 1 0,02 0 0
fra(6)(p12) 1 0,02 0 0
fra(6)(q14) 1 0,02 0 0
fra(8)(p12) 1 0,02 0 0
fra(8)(q11) 1 0,02 0 0
fra(8)(q22) 1 0,02 0 0
fra(8)(q24) 1 0,02 0 0
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fra(9)(q12) 19 0,41 4 0,66
fra(10)(q11.2) 1 0,02 0 0
fra(10)(q21) 1 0,02 0 0
fra(12)(q13) 1 0,02 0 0
TOTAL 46 6

En cuanto al nimero de individuos, el 80% de los expuestos presentd fragilidades. De
estos, el 76% presento6 fra(9)(gl2), mientras que en el grupo no expuesto, solo el 30%
presento fragilidades y de estos, el 26% mostro la misma fragilidad fra(9)(q12) (ver Tabla
6-11).

Tabla 6-11: Comparacién frecuencia fragilidades por nimero de individuos

Grupo expuesto Grupo No expuesto
Numero de Numero de
Fragilidades |individuos |Frecuencia| Fragilidades |individuos Frecuencia
0 3 0,2 0 10 0,7
>1 12 0,8 >1 5 0,3
Total 15 1 Total 15 1

6.4.2 Aberraciones numeéricas

El 30% de los expuestos mostré6 un complemento cromosémico anormal, caracterizado
por mosaicismo (Figura 6-15) y en el que coexisten dos o mas lineas celulares
cromosémicas diferentes dentro de un mismo individuo. Con respecto al grupo de los no
expuestos, este porcentaje fue del 10% (Tabla 6-12).

Tabla 6-12: Comparacion frecuencia aberraciones numéricas

Grupo expuesto Grupo no expuesto
Aberraciones | Numero de Aberraciones | NiUmero de
numéricas |individuos |Frecuencia| numéricas |individuos Frecuencia
Normal 10 0,7 Normal 13 0,9
Anormal 5 0,3 Anormal 2 0,1
Total 15 1 Total 15 1

6.4.3 Aberraciones estructurales

Tanto el grupo expuesto como el no expuesto exhibieron la misma frecuencia de este tipo
de aberraciones, cuyo valor fue del 30% (Tabla 6-13 y Figura 6-16). Sin embargo, en el
caso del grupo expuesto, los cromosomas comprometidos fueron el 5, el 7, el 14y el 17,
mientras que en los no expuestos, los involucrados fueron el 7 y 10, esto fue determinado
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teniendo en cuenta que dicha aberracion se presentara como minimo, en dos individuos

diferentes.

Tabla 6-13: Comparacién frecuencia aberraciones estructurales

Expuestos No expuestos
Anomalia estructural Metafases | Frecuencia Anomalia estructural | Metafases | Frecuencia
del(Y)(q12) 1 0,08 del(2)(q16) 1 0,13
del(2)(q32) 1 0,08 del(6)(g22) 1 0,13
t(4;11)(q13;923) 1 0,08 add(7)(p22) 1 0,13
?i(5)(q10) 1 0,08 inv(7)(p21q36) 1 0,13
del(5)(q11.2) 1 0,08 del(9)(p21) 1 0,13
dup(6)(p22p23) 1 0,08 del(10)(p12) 1 0,13
der(7)t(2;7)(932;936) 1 0,08 del(10)(p13) 1 0,13
der(7)t(7;14)(q32;q922) 1 0,08 i(11)(q10) 1 0,13
add(11)(p15) 1 0,08 TOTAL 8
t(13;14)(934;932) 1 0,08
del(14)(q22) 1 0,08
del(17)(g24) 1 0,08
?dup(17)(g22925) 1 0,08
TOTAL 13

Grupo expuesto

Grupo no expuesto

Aberraciones | Numero de Aberraciones | NUmero de
estructurales |individuos | Frecuencia | estructurales |individuos Frecuencia
0 10 0,7 0 10 0,7
>1 5 0,3 >1 5 0,3
Total 15 1,0 Total 15 1,0

6.4.4 Roturas

En los cariotipos realizados, no solo fueron evidentes las anomalias numéricas y/o
estructurales sino también la presencia de roturas de cromatide o de cromosoma,
anomalias que resultan del rompimiento de una fragilidad (Figura 6-17). En el 60% de los
expuestos aparecieron roturas de cromatide, de las cuales, el 23% se produjeron en la
banda 11 del brazo corto del cromosoma 1 chtb(1)(p11), mientras que el 30% del grupo
no expuesto presenté roturas en diferentes cromosomas (Ver Tabla 6-14).
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Tabla 6-14: Frecuencia de roturas Grupo expuesto y No expuesto

Roturas Expuestos No expuestos
cromosomicas | Metafases | Frecuencia | Metafases | Frecuencia
chtb(1)(p11) 3 0,23 1 0,17
chtb(1)(q11) 0 1 0,17
chrb(2)(g11.2) 1 0,08 0 0,00
chrb(2)(q31) 0 0,00 0 0,00
chtb(3)(p12) 1 0,08 0 0,00
chtb(3)(p13) 0 0,00 0 0,00
chrb(3)(q11) 0 0,00 0 0,00
chrb(4)(p11) 0 0,00 0 0,00
chtb(4)(q31.1) 1 0,08 0 0,00
chtb(5)(p13) 1 0,08 0 0,00
chrb(5)(q11) 1 0,08 0 0,00
chrb(5)(q12) 0 0,00 0 0,00
chrb(6)(p11) 0 0,00 0 0,00
chrb(6)(q22) 0 0,00 1 0,17
chtb(6)(q11) 1 0,08 0 0,00
chtb(7)(g22) 0 0,00 1 0,17
chrb(9)(q12) 1 0,08 0 0,00
chtb(10)(q11) 1 0,08 0 0,00
chtb(12)(p11) 0 0,00 1 0,17
chtb(13)(q) 1 0,08 0 0,00
chtb(15)(g21) 0 0,00 1 0,17
chrb(16)(p11.1) 1 0,08 0 0
TOTAL 13 6
Grupo expuesto Grupo no expuesto
Numero de Numero de
roturas Individuos | Frecuencia roturas Individuos | Frecuencia
0 6 0,4 0 11 0,7
>1 9 0,6 >1 4 0,3

6.4.5 Cariogramas

A continuacién se muestran cariogramas representativos de las diferentes aberraciones y
dafos encontrados en los individuos analizados.
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Figura 6-14: Cariograma normal. 46XY, fra(9)(q12) individuo expuesto. Aumento 100X

ESTUDIO CROMOSOMICO

T
s
\‘.‘
.---!.--.
J i

: : Fa(@) @) | ; ;
g
TRV TR YRETIET LT
Ghidyige| [ss 58 08

§

3
e
=
3

il

e

'

L9

19

N
o
24
N
N
X
~|

Figura 6-15: Monosomia. 45XY, -18, individuo expuesto. Aumento 100X
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Figura 6-16: Translocacion. 46, XY, der(7)t(7;14)(q32;922), expuesto. Aumento 100X
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Figura 6-17: Rotura. 46, XY, chtb(16)(p11.1), individuo expuesto. Aumento 100X
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Con el fin de determinacion la presencia de aberraciones cromosomicas, se aplico el Test
McNemar, que tiene por objeto comparar si las frecuencias encontradas en los dos
grupos evaluados son iguales o si existen diferencias significativas entre ellos. Este test
es especialmente valido para el caso de datos pareados.

Asi, fue posible establecer que hubo diferencias significativas en la frecuencia de
fragilidades encontradas en el grupo expuesto (p<0.001) con relacion al grupo no
expuesto, con un indice de confianza mayor al 99% (Tabla 6-15). Este resultado permite
afirmar que el aumento en el numero y la frecuencia de fragilidades en los cromosomas
de individuos ocupacionalmente expuestos, estan asociados directamente con la
exposicién ocupacional a solventes, en comparacién con el namero y frecuencia de las
fragilidades encontradas en los no expuestos.

Tabla 6-15: Estadisticos descriptivos de la determinacion de aberraciones
cromosomicas para los dos grupos de estudio

Anomalia estructural - . -
! Roturasnoexp - Fragilidadesnoexp - | Anomalias numéricasnoexp -
noexp - anomalia o p L
Roturasexp fragilidadesexp Anomalias numéricasexp
estructuralexp

z -0,108 -1,613 -2,956 -1,342
Sig. asintét.
(bilateral) 0,914 0,107 0,003 0,18
Sig. exacta
(bilateral) 1,000 0,172 0,001 0,375
Sig. exacta
(unilateral) 0,5 0,086 0,000 0,188
Probabilidad
en el punto 0,109 0,059 0,000 0,156

6.5 Relacion entre el dafio genotéxico y el tiempo de
exposicion a solventes

Finalmente, con el fin de determinar la posible relacién que habria entre la cuantificacién
de dafio en el ADN de individuos expuestos, medido como la presencia de cometas tipo 3
tipo 4, una concentracion elevada de ADN libre circulante en suero y la presencia de
aberraciones cromosémicas, y el tiempo de exposicibn ocupacional a solventes
organicos, se llevo a cabo la prueba de correlacion Anova de medidas repetidas, que
asociaba dichas variables, donde la cuantificacion de ADNIc de los expuestos era la
variable dependiente y como variable independiente se tomé el tiempo de exposicion. De
acuerdo al modelo empleado se obtuvo una correlacion con un valor de 0.248 (Tabla 6-
16).
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Tabla 6-16: Estadisticos descriptivos de la determinacion de correlacion dafio en el
ADN expuestos (ANDIc) — Tiempo de exposicion.

. Tiempo Exposicion
ADNIc dif (Meses)
Coeficiente de
correlaciéon 1,000 0,248
Sig. (bilateral) . 0,164
Rho de | ADNIc dif N 33 33
Spearman Coeficiente de
Expuestos - correlacion 0,248 1,000
Tiempo ) .
Exposicion Sig. (bilateral) 0,164 .
(Meses) N 33 33

En lo concerniente a la correlacion entre el dafio en el ADN debido al tipo de cometa
caracteristico del grupo expuesto y el tiempo de exposicién, se obtuvo un valor de 0.28.
Ambos valores de correlacion presentaron signo positivo, razon por la cual se infiere que
existe una relacion lineal o directa entre las dos variables analizadas (dafio en el ADN del
grupo expuesto, medido como ADNIc o tipo de cometa y el tiempo de exposicion), pero
sugiere que el tiempo de exposicién no es la causa principal del incremento en el dafio
del ADN en los individuos expuestos.

De otro lado, también se realiz6 la prueba de McNemar para evaluar si habitos como
fumar o ingerir bebidas alcohdlicas estaban asociados con el incremento en el dafio del
ADN, con el resultado de que en ninguno de los casos hubo diferencias significativas
(Ver Tabla 6-17).

Tabla 6-17: Estadisticos descriptivos de la determinacion de correlacion dafio en el
ADN expuestos — habitos.

Sig. exacta Sig. exacta Probabilidad en el
Fumar Valor d .
(bilateral) (unilateral) punto
Prueba de
McNemar 0,549 0,274 0,161
N de casos
validos 33
Alcohol Valor Slg_. exacta Slg.. exacta Probabilidad en el
(bilateral) (unilateral) punto
Prueba de
McNemar 0,219 0,109 0,094
N de casos
validos 33




Resultados 55

Adicionalmente, con el fin de medir los niveles de los solventes mas comunmente
empleados, benceno, tolueno y xileno (Ver Tabla 6-18), el Instituto Nacional de Salud,
realizé el monitoreo a la calidad del aire al interior de los talleres participantes en este
estudio. Estos valores se compararon con los valores de referencia (Ver Tabla 6-19).

Tabla 6-18: Valores de solventes en el aire de talleres de pinturas de carros, barrio 7
de agosto, Bogota.
Resultados Resultados Resultados
Taller Benceno en Tolueno en Xileno en aire
aire (ppm) aire (ppm) (ppm)
1 0,33 10,74 28,92
2 0,31 27,22 115,2
3 0,43 21,5 108,35
4 0,3 25,27 101,54
5 0,18 9,55 19,34
6 0,1 14,5 67,3
7 0,1 13,2 52,6
8 No mta aire No mta aire No mta aire
9 0,34 8,25 70,12
10 0,2 12,8 35,7

Tabla 6-19:

(American Conference of Governmental Industrial Hygienists). 2011. TLVs and BEls

for Chemical Substances and Physical Agents.

Valores de referencia para solventes en aire. Fuente: ACGIH

SUSTANCIA |TLV - TWA |STEL
Benceno 0,5 ppm 2,5 ppm
Tolueno 20 ppm -

Xileno 100 ppm 150 ppm

De los diez talleres participantes en el estudio, solamente fue posible realizar la medicién
en nueve, de estos, el 33% superaba en unas pocas ppm, los niveles maximos
permitidos para dichos solventes en aire (de acuerdo a la referencia TLV-TWA).



7.Discusion

7.1 Tamano de la muestra

Inicialmente se habia determinado un tamafio de muestra de 40 individuos de cada
grupo, para un total de 80, teniendo como referencia los resultados del estudio realizado
por Heuser et al (2007), quien utilizé el DI (indice de dafio o damage index) como medida
del dafio genético para el biomarcador de cometa. Solo fue posible reunir 33 individuos
de cada grupo, para un total de 66. Considerando el caracter piloto de nuestro estudio, el
tamafio de muestra esta de acuerdo con el tamafio de muestra empleado en estudios
anteriormente realizados en otros paises, sobre la misma problematica. Asi, Swanepoel,
2004, analiz6 27 sujetos como grupo experimental y 9 sujetos como grupo no expuesto,
en la evaluacion de dafo y reparacion en el ADN de trabajadores expuestos a solventes
organicos, mientras que, Zhang et al 2002, estudiaron solo 23 casos de leucemia
asociada con la exposicion al benceno. De otro lado, Santiago et al 2014, publicaron un
estudio con 60 trabajadores de estaciones de gasolina expuestos a benceno, tolueno y
xileno (BTX) y Garcia et al 2012, llevaron a cabo un estudio similar, en el que participaron
34 hombres de ocupacion pintores y expuestos a tolueno y 27 individuos como grupo
control.

En resumen, el tamafio de muestra en un estudio piloto, esta controlado por la hipotesis.
Asi, si teniendo un tamafo de muestra reducido, son evidentes las diferencias
significativas entre los grupos evaluados, se considera que ese tamafio de muestra es el
adecuado ya que fue concluyente, de esta manera se sustenta que el tamafio de muestra
empleado en este estudio fue el conveniente.

7.2 Cuantificacion de dafio genotdéxico por ensayo
cometa

Dentro de las sustancias presentes en los solventes organicos empleados en la industria
de pinturas de carros estan, el tolueno y el benceno. Es bien sabido que el tolueno tiene
propiedades toxicas a nivel reproductivo y neuronal (Velandia, 2003), mientras que el
benceno ademas de generar aplasia de la médula 6sea (desaparicion total o parcial de
las células que se encuentran en esta) y dafio en las células hematopoyéticas (Vélez et
al 2007), estéa clasificado dentro del grupo | de agentes carcinogénicos para el hombre,
segun la IARC. Dichas sustancias ingresan al organismo principalmente por via
respiratoria pero, otra parte entra a través de la piel o del tracto digestivo. Una vez
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ingresan al organismo son metabolizadas béasicamente por los mismos sistemas
enzimaticos, el complejo de enzimas citocromo p450 (Costa et al 2006, Mattia et al
1991). El producto principal del metabolismo del tolueno es el &cido hipurico y los del
benceno son el &cido S-fenilmercapturico y el &cido trans-trans-muconico, sustancias que
son eliminadas a través de la orina.

Sin embargo, algunos metabolitos intermedios del tolueno y del benceno pueden
interactuar con el ADN. Esta interaccion puede ocurrir como resultado de la formacion de
derivados de la oxidacion de dichos solventes, los que a su vez generan especies
reactivas de oxigeno (ROS) que oxidan el ADN. En adicién, los metabolitos de los
solventes pueden formar enlaces covalentes con el ADN, lo que da inicio al proceso de
modificacion del material genético y, por tanto, a la generacion de aductos o complejos
estables. Estos aductos pueden resultar de la uniéon de grupos simples como metilo o
etilo o también, de la unién de hidrocarburos aromaticos policiclicos con el ADN. Como
consecuencia, se imposibilita la ocurrencia de los procesos de replicacion o transcripcion,
pero ademas, pueden aparecer sitios alcali-labiles o sensibles a la accion de agentes
alcalinos, rompimientos de cadena simple (SSB) y rompimientos de cadena doble (DSB)
del ADN (Swanepoel 2004).Como resultado, en caso de que ocurra replicacion del ADN
afectado, es posible que se generen mutaciones.

En este orden de ideas, se planed el ensayo cometa en condiciones de pH alcalino
(pH=13), pues permite detectar desde sitios alcali-labiles hasta rompimientos de cadena
doble, producidos por agentes genotdxicos. Mediante este ensayo se corroboré que en el
grupo expuesto a solventes hubo un incremento en el ADN dafiado, manifestado en la
frecuencia de cometas tipo 3 (46%) y tipo 4 (21%), en comparacion con el no expuesto,
en el que el cometa mas comun fue el tipo 1 (82%) y en el que ningun individuo presentd
cometas tipo 4, mostrando diferencias significativas (p<0.001).

Nuestros resultados se relacionan con los hallados por Swanepoel, 2004, ya que
nosotros encontramos frecuencia de cometas tipo 3 y tipo 4 en el 67% del grupo
expuesto, asociados con un nivel de dafio severo en el ADN, mientras que ellos
encontraron diferencias significativas no solo en el tipo de cometa exhibido en los grupos
analizados-grupo expuesto a solventes organicos (benceno) y grupo no expuesto- si no
también en la respuesta celular (reparacién) frente a la presencia de agentes
genotdxicos. También lo encontrado en este estudio se corresponde con los resultados
reportados por De Oliveira et al 2011, en donde se realiz6 el ensayo cometa en células
bucales epiteliales y linfocitos, de trabajadores de la industria de pinturas, encontrandose
diferencias significativas en el indice y frecuencia de dafio en el ADN de del grupo
expuesto frente al control. Garcia et al 2012 también llegaron al mismo resultado, al
evaluar la genotoxicidad y el dafio oxidativo generado en pintores expuestos a bajos
niveles de tolueno.

No obstante, también existen reportes en donde no se hallaron diferencias significativas
entre los efectos genotdxicos generados por la exposicion a solventes, Cardenas-
Bustamante et al 2007, concluyeron que, los bajos niveles de solventes organicos en la
calidad del aire de la empresas evaluadas, probablemente no alcanzaban a inducir efecto
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adverso en la salud de los individuos expuestos, explicando la ausencia de efectos
genotdxicos en los individuos evaluados. De otro lado, vale la pena mencionar que la
cantidad de tolueno retenida en el organismo esta relacionada con el porcentaje de grasa
presente, lo que hace que las personas obesas retengan mas tolueno que las delgadas
(Moser et al 1991). En este orden de ideas, el indice de masa corporal seria una medida
importante para tener en cuenta a la hora de realizar este tipo de estudios.

En resumen, la aparicion de lesiones en el ADN y su correcta reparacion dependen del
balance entre factores ambientales (exposicion ocupacional a solventes organicos como
posibles agentes genotoxicos) y factores internos (actividades metabdlicas propias del
organismo, tipo de célula, edad, ambiente extracelular). Bajo condiciones normales,
cuando ocurre dafio en el material genético, se pueden activar diferentes mecanismos de
reparacion del ADN, lo que significa que una misma lesién puede ser reparada a través
de diversas vias. Este sistema de seguridad permite que, en caso de fallo o mutacién en
un mecanismo de reparacion, puedan actuar otros. No obstante, cuando los mecanismos
de reparacion no son funcionales, pueden aparecer mutaciones que llevan a la célula a
uno de los tres siguientes estados: senescencia, muerte celular programada o
tumorigenesis (Swanepoel 2004).

7.3 ADN libre circulante por fluorescencia

La liberacion de ADN al torrente sanguineo se lleva a cabo basicamente por procesos de
apoptosis, necrosis y lisis celular. Fluidos corporales como el plasma, el suero y la orina
contienen fragmentos de ADN libre circulante. Es normal encontrar en individuos sanos,
niveles bajos de ADN libre circulante, debido en mayor proporcién a procesos de
recambio celular, sin embargo, en individuos con patologias como tumores benignos y
malignos, sepsis, inflamacion, trauma y embarazo, entre otros, los niveles de ADN libre
circulante son mucho mayores (Schwarzenbach et al 2011).

Nuestros resultados permitieron evidenciar que habian diferencias significativas
(p=0.001) entre la cantidad de ADNIc liberado al torrente sanguineo, por parte del grupo
expuesto (2439 = 1513 ng/mL), frente al grupo no expuesto (1301 + 1276 ng/mL). Dichas
diferencias podrian explicarse con los resultados publicados por Garcia et al 2012, en
donde, a un grupo de pintores expuestos ocupacionalmente a bajos niveles de tolueno,
se les realizé el test de peroxidacion lipidica, el cual evalia el dafio debido a estrés
oxidativo, encontrando que estos individuos presentaron un incremento en el dafio
oxidativo sugiriendo la participacion de este solvente en el desarrollo de procesos de
estrés. Esto hace que, en caso de que los sistemas de reparacion del ADN no sean
eficientes, cuando aumenta el dafio oxidativo, la célula puede dar inicio al programa de
apoptosis, lo cual explicaria el incremento en los niveles de ADN libre circulante en el
suero de los individuos expuestos ocupacionalmente a solventes organicos.

De otro lado, Al-Ghamdi et al 2004, concluyeron que la exposicion a largo plazo a
solventes organicos, estd asociada con la apoptosis de las células de los tubulos



Discusion 59

proximales de la nefrona, y por tanto, con la progresion de la fibrosis renal, afeccion
asociada con la alta exposicion a solventes. Estos hallazgos guardan coherencia con
nuestros resultados acerca del aumento en los niveles del ADN libre circulante, en el
grupo de individuos expuestos evaluados (2439 + 1513 ng/mL).

De acuerdo a nuestros resultados, el 36% de los individuos que conformaron el grupo
expuesto presentaron niveles elevados de ADN libre circulante, en contraste con el 33%
de individuos del grupo no expuesto que presentaron niveles bajos, con una diferencia
significativa (p=0.001) entre ambos, que permiten sugerir que la exposicién ocupacional
incrementa la concentracién de ADN extracelular. No obstante, el grupo no expuesto tuvo
un comportamiento heterogéneo frente a la cuantificacion de ADNIc, pues presumiamos
gue todos presentaran valores similares. Esta diferencia podria ser el resultado de
posibles errores en el método de separacion del suero, de modo que es factible pensar
gue células nucleares de la sangre podrian haberse filtrado, para asi contribuir al
incremento en los niveles de ADN en algunas muestras. En adicién, procesos
metabdlicos propios de cada individuo (mayor susceptibilidad del ADN al dafio, mayor
tasa de recambio celular, disminucion en la reduccién de especies reactivas de oxigeno
endbgenas, desbalances entre la tasa de fagocitosis mediada por macréfagos) pueden
ser causantes de dicha heterogeneidad.

Si bien nuestro estudio es el que primero ha reportado la cuantificacion de ADN libre
circulante en individuos ocupacionalmente expuestos a solventes, también existen
publicaciones en las que los niveles de ADNIc han sido evaluados en el plasma de
individuos sanos en Colombia. Este hecho es interesante, pues nos permite comparar
nuestros resultados del grupo no expuesto a solventes con los del estudio publicado por
Salazar-Jordan et al 2009. Estos autores obtuvieron un valor promedio de 720 ng/mL de
ADN libre circulante en plasma de personas sanas de la poblacion bogotana y no
encontraron diferencias significativas relacionadas con la edad o con el género de los
participantes del estudio. En nuestro estudio, el valor promedio de ADNIc en suero fue de
1301 ng/mL. Como es evidente, nuestro resultado es de mayor magnitud. Sobre este
punto, es factible pensar que diversos factores podrian ser responsables de tal
diferencia, por ejemplo, el tipo de fluido corporal en el que se efectu6 la determinacion.
Asi, los valores obtenidos en suero suelen ser mayores que en plasma, teniendo en
cuenta que en el suero es mas probable que ocurra lisis celular.

También existen reportes que utilizan los niveles de ADN libre circulante como
marcadores de dafio en el marco de diversos procesos patolégicos. Roth et al 2012,
concluyeron que habia una alta concentracion de ADN libre en pacientes con tumores
malignos y benignos, significativamente mayor que la encontrada en individuos sanos.
Resultados similares fueron publicados por Doudevani et al 2008, quienes utilizando
ratones inoculados con células de cancer colon-rectal, encontraron que los niveles de
ADN libre circulante estaban correlacionados con el tamafio del tumor y eran ademas
significativamente mayores que los hallados en individuos sanos.
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En conclusion, se podria inferir que la exposicién ocupacional a solventes organicos esta
asociado con un incremento en los niveles de ADN libre circulante en el suero de
individuos expuestos a dichas sustancias.

7.4 Evaluacion del dano cromosdmico mediante
deteccion de aberraciones cromosdémicas con
bandas G

En cuanto a la determinacion de aberraciones cromosémicas y otras lesiones en el
material genético, se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de
fragilidades entre el grupo expuesto y no expuesto (p<0.001). A pesar de que la fragilidad
del cromosoma 9 fra9ql2 fue la mas frecuente y que no fue exclusiva del grupo
expuesto, si aumentd notablemente su nimero en el grupo expuesto.

Este hecho sugiere que el cromosoma 9 puede ser susceptible a las fragilidades y podria
presentar sitios alcali-labiles originados durante la reparacion por escisién de nucleétidos
(NER) (Tice 1995), debido al efecto nocivo de los agentes genotdxicos que interfieren
con la correcta compactacion del ADN. Esta es la razén por la que existen regiones
fragiles dentro de la molécula, donde pueden aparecer sitios abasicos con elevada
vulnerabilidad, de modo que se pueden romper, lo que explicaria el hecho de que el 80%
de los individuos expuestos a solventes presentaran fragilidades, frente a un 30% de los
no expuestos. Este resultado esta en relacion con los hallazgos reportados por Rondén-
Lagos et al 2006, en los que se determind una alta frecuencia en la fragilidad fra9q12 en
muestras de sangre periférica de pacientes con cancer de mama.

No existen reportes previos de determinacion de anomalias cromosOmicas mediante el
uso de citogenética convencional en individuos expuestos ocupacionalmente a solventes
organicos empleados en los talleres de pinturas de automotores. Hoyos-Giraldo et al
2009, realizaron un estudio similar, a un grupo de pintores de carros expuestos a
solventes organicos, 400 hombres (200 expuestos 200 no expuestos), encontrando
incremento de anomalias cromosOmicas del tipo de intercambio de croméatides
hermanas, corroborando nuestros hallazgos respecto a la asociacién entre la exposicion
ocupacional a solventes y su efecto genotoéxico.

De otro lado, se encontré que el cromosoma 5 estaba involucrado tanto con fragilidades
como con aberraciones cromosémicas estructurales debidas a procesos de insercion y
delecién. Este resultado se relaciona con el reportado por Raina et al 2007, quienes
identificaron una delecion en el brazo largo (q) del cromosoma 5 de pacientes con
leucemia.

La identificacion de un incremento notable en la frecuencia de fragilidades espontaneas
en el grupo expuesto reviste suma importancia si se considera que este fendmeno esta
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implicado con un aumento en el riesgo de aberraciones estructurales cromosomicas, las
cuales podrian acumularse y producir inestabilidad del ADN (Escribano et al 2009).

En lo concerniente a la aparicion de aberraciones numéricas, se encontr6 que el 30% de
los individuos expuestos presentd pérdida de los cromosomas 2, 6, 8, 18 y 19, lo cual se
correlaciona con lo encontrado por Ding et al 1983 quienes, en pacientes expuestos a
benceno, observaron que las monosomias fueron méas frecuentes en los cromosomas del
grupo C (cromosomas del 6 al 12).

Con respecto a la posible correlacion existente entre el incremento en el dafio del ADN
(aumento en los niveles de ADN libre circulante) y el tiempo de exposicién a los
solventes, solo se encontré6 una baja correlacion (0.24), esto se contrapone con lo
expuesto por Pinto et al 2000, quienes concluyeron que el dafio citogenético
(aberraciones cromosomicas), en pintores de exteriores, estaba significativamente
asociado con el tiempo de exposicion ocupacional a solventes.

Con relacion a una posible asociacién entre el aumento en el dafio del ADN del grupo
expuesto (aumento de aberraciones cromosémicas) y el hébito de fumar, no se
encontraron diferencias significativas (p=0.27), esto guarda concordancia con los
resultados reportados por Sram et al 2006, quienes reportaron que este habito no afectd
el patron de aberraciones cromosomicas presentes en individuos ocupacionalmente
expuestos a diversas sustancias clastogénicas como los hidrocarburos arométicos
policiclicos, que estan presentes en algunos disolventes de pinturas como el varsol.

Dentro del grupo de cromosomas involucrados en la aparicion de aberraciones
cromosbémicas numéricas y estructurales, tenemos los siguientes:

Cromosoma 2.- Representa casi el 8% del total del ADN nuclear. Dentro de los genes
que alberga se destacan CCNT2, que codifica para la ciclina T2 reguladora de las
guinasas dependientes de ciclinas (CDKs), CREB1, factor que induce la transcripcion de
genes controlados por el AMP ciclico y NF-KB, factor que controla la transcripcién del
ADN frente a estimulos como el estrés (Yunis et al 1982).

Cromosoma 5.-Con alrededor del 6% del total del ADN de la célula, tiene una de las mas
bajas densidades de genes. Contiene el gen de la ciclina B, la cual forma con CDKlel
complejo denominado Factor promotor de la mitosis. Alberga ademas a GPX3, gen que
codifica para glutatién peroxidasa-3 (GPX), enzima que cataliza la reduccién del peréxido
de hidrégeno, una especie reactiva de oxigeno (Cornish 2002).

Cromosoma 6.- Representa entre el 5.5 y el 6% del total del ADN de la célula. En él se
encuentra el complejo mayor de histocompatibilidad, involucrado en la respuesta inmune
del organismo. Ademas estdn CCND3, que codifica para la ciclina D3 reguladora de la
progresion del ciclo celular, VEGFA que codifica para el factor de crecimiento endotelial
vascular (vasculogénesis) y SRF que codifica para el Factor de respuesta al suero,
implicado en regulacion de genes asociados con ciclo celular, apoptosis, crecimiento y
diferenciacién celular. Otro gen alli localizado es p21, codificante de CDKN1A, proteina
gue regula la progresiéon de la célula durante la fase S del ciclo, pues inhibe los
complejos ciclina-CDK2 y ciclina-CDK4 (Mungall et al 2003).
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Cromosoma 7.-Representa entre el 5y el 5.5% del total del ADN de la célula. Contiene el
cluster Homeobox A, secuencia de ADN que forma parte de los genes implicados en el
desarrollo o morfogénesis (Gilbert 2002).

Cromosoma 8:.-Representa entre el 4.5 y el 5% del total del ADN de la célula. En este se
encuentra CCNE2, gen que codifica para la ciclina E2, la que en conjunto con CDK2
permite el paso de G1 a S en el ciclo celular (Suarez BK et al 2006).

Cromosoma 14.-Es un cromosoma acrocéntrico que contiene a GPX2, gen codificante
de la glutation peroxidasa-2 (GPX), enzima que cataliza la reduccion de los
hidroperdxidos organicos ingeridos (Tsujimoto et al 1984).

Cromosoma 17.-Representa entre el 2.5 y el 3% del total del ADN de la célula. Aqui esta
localizado TP53, gen supresor tumoral que codifica para la proteina p53, asociada con
procesos como detencion del ciclo celular y apoptosis. Ademas comprende a BRCAL,
otro gen supresor tumoral que regula el ciclo celular y evita la proliferacién descontrolada.
Su proteina forma parte del sistema de deteccién y reparacion de dafios en el ADN (Zody
et al 2006).

Cromosoma 18.-Representa cerca del 2.5% del total del ADN de la célula. En él se
encuentra SMAD4, un gen supresor tumoral situado en 18g21.1, el cual codifica a TGF-3
(factor de crecimiento transformante beta). Este gen se encuentra frecuentemente
mutado en células de cancer de pancreas y de colon. También se encuentra BCI2, que
codifica para una familia de proteinas reguladoras de la permeabilizacién de la
mitocondria y de la via intrinseca de la apoptosis (Nusbaum et al 2005).

Cromosoma 19.-En este cromosoma se ubica el gen APOE que codifica para la
apolipoproteina E, reguladora de los niveles de colesterol en sangre (Gilbert 1997).

En conclusion, el 78% de los cromosomas involucrados en aberraciones cromosomicas
numericas y estructurales encontradas en el grupo expuesto estdn asociados con genes
gue intervienen en procesos esenciales para la célula, como ciclo celular, supresién
tumoral y produccién de enzimas antioxidantes.

Este hallazgo, junto con los resultados obtenidos en el ensayo cometa y la cuantificacién
de ADN libre circulante, indican la magnitud de los efectos nocivos de la exposicidén
laboral a los solventes de la pintura de autos, sobre la integridad del material genético y
confirma lo consignado por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC) acerca de que la exposicion ocupacional a solventes es un agente carcinogénico.
A pesar de que este es el primer trabajo en el area de la exposicion ocupacional a
solventes que emplea la cuantificacion de ADN libre circulante como estimador de dafio
en el ADN, nuestros resultados son prometedores en cuanto a la posibilidad de usarlo en
un futuro como un biomarcador de deteccion temprana de dafio en el material genético
de individuos expuestos a solventes, y de esta manera ampliar su campo de accion, ya
gue solo es conocido su uso principalmente en el area de investigaciéon del cancer,
aunque todavia se requieren estudios posteriores con un tamafio de muestra mayor.
Teniendo en cuenta que todos estos ensayos tenian como objetivo evaluar el posible
efecto genotdxico de dicha exposicién, se evidencié diferencias significativas entre lo
hallado en el grupo expuesto frente al grupo no expuesto, lo que permite inferir que la
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exposicidn ocupacional aguda (corto tiempo pero a niveles altos) o crénica (largo periodo
de tiempo pero a niveles bajos) a dichos solventes es un factor determinante en el
surgimiento de efectos clastogénicos y genotéxicos en el ADN, que podrian
desencadenar en procesos mas complejos como la aparicion del cancer.

En lo concerniente a la no correlacién entre el tiempo de exposicion ocupacional a los
solventes orgénicos y la determinacion de dafio en el ADN, evaluado por los tres ensayos
propuestos (cometa, ADNIc y cariotipos), se sugiere que dicho efecto puede ser debido
entre otros, a biomarcadores de susceptibilidad (factores genéticos), como por ejemplo,
polimorfismos en ciertas enzimas, dichos polimorfismos pueden ser de dos tipos:
Marcadores de polimorfismos de sistemas activadores y marcadores de polimorfismos de
sistemas detoxificadores. Los primeros permiten evaluar la actividad de las proteinas del
citocromo P-450, abarcadas anteriormente, ya que son las que estan involucradas en la
toxicidad de ciertos xenobiéticos como lo son el tolueno y el benceno, mientras que los
segundos, miden la actividad de enzimas antioxidantes como la glutation-S-transferasa,
entre otras. De otro lado, la implementacién de biomarcadores de efecto, como por
ejemplo, un recuento linfocitario, asociado a la respuesta inmune, seria otro indicador de
la alteracion fisioldgica del organismo frente a la exposiciéon a dicho agente xenobidtico,
Por lo anteriormente expuesto, se deben tener en cuenta también los biomarcadores de
susceptibilidad y de efecto, en estudios de este tipo, ya que sirven de soporte para
explicar la heterogeneidad en la respuesta de los individuos frente a un mismo agente, en
este caso, la exposicion ocupacional a solventes organicos.






8.Conclusiones y recomendaciones

8.1 Conclusiones

= El 46% de los individuos que conformaban el grupo expuesto presentaron
cometas tipo 3, en el cual mas del 50% del ADN total se encontraba
fragmentado y fuera del ndcleo, en comparacién con el grupo no expuesto,
donde el 82% presentaron cometa tipo 1, donde menos del 15% del ADN esté
fuera del nucleo, indicando que la exposicion a solventes tiene un efecto

genotoéxico.

= Este es el primer trabajo que reporta la determinacion de ADNIc como posible
biomarcador de genotoxicidad temprana en individuos expuestos a solventes

organicos.

= La concentracion promedio de ADNIc en el suero del grupo de expuestos fue
2439 ng/mL, valor significativamente mayor (p<0.001) a 1301 ng/mL valor
hallado en el grupo de no expuestos, lo que indica que la exposicion

ocupacional a solventes tiene efecto genotoxico.

= Nuestros resultados no demostraron la clastogenicidad de los solventes
organicos, en razon de que a pesar de aumentar la frecuencia de fragilidades en

el 80% de los individuos expuestos, no incrementaron la frecuencia de roturas.

= Aunque se ha establecido que la exposicion ocupacional a los solventes
organicos puede provocar un aumento considerable del riesgo de dafio genético
en los trabajadores de la industria de la pintura de automotores, en nuestro

trabajo no fue posible determinar una correlacién entre el tiempo de exposicién y
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el aumento en el dafio en el ADN, lo que sugiere que existen otros factores que
podrian estar asociados con dicho fenémeno.

8.2 Recomendaciones

* Ampliar el tamafio de muestra del estudio en toda la localidad Barrios Unidos,
Bogoté D.C.

» Llevar en forma periédica a los talleres de automotores, una brigada médica para
reforzar el habito de usar los elementos de proteccion personal.

* Implementar un observatorio epidemioldgico en la localidad, con la inclusion de
profesionales de otras disciplinas como médicos epidemidlogos, salubristas
ocupacionales y toxicologos, de la Escuela de Medicina de la Universidad del
Rosario y otras instituciones.

» Para futuros estudios, calcular el indice de masa corporal (IMC) de los
participantes, como factor a tener en cuenta en la realizacién de este tipo de
estudios.

» Evaluar la posibilidad de la implementacion de la prueba de ADNIc dentro del
grupo de examenes de ingreso y de seguimiento para los trabajadores del sector

laboral estudiado.
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A. Anexo: Software Comet Score
B - =]x]

Score

V| Comet Area
Comet Intersity
Comet Mean Intensity
Head Diameter
Head Area
Head Intensity
Head Mean Intensiy Cutoff
20NA in Head e 8%
Tail Length
Tail Area
Tail Intersity
Tail Mean Intensity
%DNA in Tail
Tail Moment
Olive Moment

Defining comet head.
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7
B. Anexo: Parametros evaluados en
Comet | Comet |t Head Head | o ONAin | Tail Length | Tail Area | %DNA Tail
Sample | Length Height Area (um) Diameter Area Head (um) (um) in Tail Moment
(km) (km) (pm) (pm)

so-1  |1708 | 106 10590 | 65,4 3653 [374 105,4 6936 626 |827
soL2  |1682 |1204 |12487  |50,2 4046 | 47,4 118 8440 52,6 |89,4
soL3  |1398 |79,1 7958 58,4 4018 |658 81,4 3940 34,2 77,1
soL4 |2181 |1071  |15773  |e86 4264 |42 149,5 11508 |58 122,5
soLs 1522 |75 8271 67 4413 | 66,1 85,2 3858 33,9 62,5
soL-6 |189,7 |1123 |15557 |50,8 3669|256 138,9 11887 | 744 112,7
soL7 |94 75 4042 37,2 1718 |39, 56,8 2324 60,8 36
soL8 |1472 |835 4520 46,8 1728 | 42,4 100,4 2791 57,5 67,5
soL9 |1881 89,3 8481 63,6 3337 |51 1245 5144 49 72,8
SOL-10 |1563 |85,3 7013 60,2 3293|504 93,4 3720 49,6 50,2
soL-11 |1183 |91,2 7765 79,1 5374 [736 37,3 2391 26,4 10,54
soL-12 134 80 5863 72,4 4528  |808 61,5 1334 21,3 22,54
soL-13 |1273 |85 6633 68,4 4088 | 63,6 59 2545 36,4 22,33
soL-14 |91,3 87,1 5836 80 5289 |92 11,3 546 87 2,5
soL-15 |1076 |77,6 5284 48,2 2786|504 59,4 2498 49,5 35,3
SoL-16 1924 92,9 7442 42,7 1844 |25, 149,7 5598 77,3 118
soL-17 |1373 |85.3 9636 57,6 3909 [515 79,7 5727 48,5 49,3
soL-18 |2207 |76,3 4249 47,5 2424 |52,9 173,2 2067 57,6 162,2
soL-19 178 93,4 7135 42,9 1945 |30 135,1 5190 73 107
soL20 |1635 |87,9 8583 54,4 3694  |496 109,1 4889 50,4 70,65
soL21 | 146 87 6316 45 2116 |42 100,7 4210 62,1 75,6
soL22 |9 78 7125 76 6724 |904 20 400 9,6 32
soL23 |97 74 6798 75 6567 | 93,6 237 241 7 4
soL24 |78 66 3527 67 3124 [90,0 13,9 403 16,8 5,8
soL-25 |80 65 4687 60 4179|853 20,0 508 14,7 3,7
soL26 | 112 66 4240 55,6 3077|647 56,0 1163 35,3 33
soL-27 | 160 126 4846 60 2246 | 445 100,4 2600 55,5 59
soL28 |203 71 4802 49,5 2621 | 60,6 153,4 2443 51,4 151
soL29 | 123 72 4033 55,6 2350|625 67,6 1683 37,5 58,7
soL-30 | 148 9% 7144 58 2479 | 482 90,0 4665 51,7 77,8
soL31 | 162 82 7176 61,2 3125  [558 101,0 4051 49,7 57,2
soL32 174 79 6888 63,6 2781 |535 110,0 4107 51,8 67,3
soL33 136 68 3792 48,6 1560 53,0 87,2 2232 52,2 51,8
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C. Anexo: Parametros evaluados en
software Comet Score en ensayo
cometa para el grupo no expuesto
Sample f::;f: EZEE: C::a]aet Digiz(:er i(rez: %DNA in Lelagilth Tail Area %DN'.L\ Tail
W) | wm) | em) | @m | owm | M9 m | M) | inTal | Moment
SOLC-1 73 59 3386 50 1946 83 26 1439 22 8
SOLC-2 49,6 48 1651 45,1 1519 90,4 7,5 132 15,8 3,8
SOLC-3 49 48 1676 46 1568 93 4 109 12 1
SOLC-4 139 82 9631 54 3385 56 84 6246 44 71
SOLC-5 73,1 60 3704 51,6 2438 84,5 21,5 1275 15,5 19
SOLC-6 76,3 61,8 3225 59,1 2589 88,5 21,5 636 17,8 19,7
SOLC-7 46,2 45 1302 42,8 1193 92,1 4,25 109 9,7 4
SOLC-8 47,3 43,5 1365 42 1241 91,6 7,6 124 10,5 2,4
SOLC-9 60 58,7 2586 56,4 2484 97,2 4 102 56 6,7
SOLC-10 80,6 60,3 2876 56,8 2396 89,4 23,8 480 171 10,3
SOLC-11 95 69 5977 53,2 3025 76 52,1 2953 30 31
SOLC-12 55,2 56 2088 53,3 2034 97 2,4 53 6,46 59
SOLC-13 59,3 55,7 2197 50,6 1883 86,7 8,7 313 14,6 2,8
SOLC-14 76,3 62 2930 56,6 2394 85,5 19,7 537 14,5 55
SOLC-15 65 53 1990 51 1726 92,2 14,2 264 8 12,3
SOLC-16 87 63,5 3471 57,6 2547 80 29,4 924 20 18,7
SOLC-17 73 68 3577 62,6 3165 88,5 12,8 412 16,3 4,2
SOLC-18 111 70,4 4351 57,4 2651 65 53,7 1736 35 31,8
SOLC-19 154 89 7360 45,5 2400 39 109 4960 65 81,3
SOLC-20 60 60 2678 55,4 2497 95 4,6 181 56 1,25
soLCc-21 58,4 55,7 2170 53,6 2021 93 53 149 7,7 1,4
SOLC-22 114,4 71,3 5406 68,7 4057 80,3 45,6 1349 23,6 41,3
SOLC-23 97 56,5 4188 58,4 2983 80,6 38,5 1204 19,4 17,3
SOLC-24 109 57,3 3062 50,6 2224 73,4 58,3 838 26,6 32,1
SOLC-25 79,1 59,1 2958 54,2 2421 86,2 25 537 15,5 7
SOLC-26 88,7 60,7 3328 57,3 2376 76,5 31,4 953 23,5 18
SOLC-27 59,4 56 2574 55,1 2454 96,4 43 120 5 2
SOLC-28 128,4 71 6881 58 3703 66,4 70,4 3177 33,6 35,9
SOLC-29 136,2 73,3 4969 66,6 3622 75,3 69,5 1347 26 7,6
SOLC-30 87 59,5 3342 59,5 2556 84,7 271 786 15,3 14,9
SOLC-31 93,3 62,1 3764 54,2 2514 76,7 39,1 1250 23,3 21
SOLC-32 96 62,7 4202 57 2797 76,9 38,5 1406 23,1 18,5
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