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RESUMEN

Objetivo Evaluar la frecuencia de micronucleos (MN) e influencia de los polimorfismos
en los genes del metabolismo GSTM1 y GSTT1 como biomarcadores de riesgo de
cancer en pintores de carros (n=152) con respecto a individuos no expuestos (n=152).
Métodos Estudio Epidemiolégico Molecular, tipo Corte Transversal analitico, interac-
cion gen-ambiente. La evaluacion de MNs y polimorfismos genéticos se determind con
pruebas moleculares en linfocitos de los individuos objeto de estudio.

Resultados Se determiné que la frecuencia de MNs es 1.6 mas alta en el grupo
expuesto con relacion al grupo referente (1.39+0.92 versus 0,87+0.78, p<0,0001). No
se determino un incremento en la frecuencia de MNs asociado a los polimorfismos en
GSTM1y GSTT1.

Conclusiones El incremento de MNs en pintores de carros sirve para alertar al incre-
mento de riesgo de cancer en esta poblacion expuesta a solventes organicos. Estos
resultados pueden servir en Programas de Vigilancia Epidemioldgica Ocupacional,
como estrategia de prevencion y en otros paises con un amplio sector informal de
individuos expuestos a estos quimicos para reducir el riesgo de cancer.

Palabras Clave: Solventes; micronucleos; genes; cancer; predisposicion genética a la
enfermedad (fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Objective To evaluate the frequency of micronuclei (MNs) and influence of GSTM1 and
GSTT1 gene polymorphisms as biomarkers of cancer risk in car painters (n=152) com-
pared to unexposed individuals (n=152).

Methods Molecular epidemiology study, cross-sectional analisys of gen and environment
interaction. The evaluation of MN and genetic polymorphisms was determined by mole-
cular tests in lymphocytes from subjects involved in the study.

Results It was determined that the frequency of MNs is 1.6 higher in the exposed
group compared to the reference group (1.39 + 0.92 versus 0.87 + 0.78, p<0.0001).
There was no increase in the frequency of MNs associated with the polymorphisms in
GSTM1 and GSTT1.

Conclusions The increase of MNs in car painters serves to alert the increased risk of
cancer in this population exposed to organic solvents. These results can be used in Occu-
pational Epidemiological Surveillance Programs, as a prevention strategy and policies
to regulate and control the use of solvents at a national level and in other countries with
a large informal sector of individuals exposed to these chemicals to reduce the risk of
cancer.

Key Words: Solvents; micronuclei; cancer; genetic predisposition to disease (source:
MeSH, NLM).
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a exposiciébn ocupacional a solventes organicos

constituye un problema de salud publica de interés

mundial y nacional. La Agencia Internacional de In-
vestigacién en Cancer concluyd que la exposicién ocupa-
cional a pinturas es un factor que incrementa el riesgo de
cancer (1). Especificamente, el oficio de pintor y la expo-
sicién ocupacional a solventes orgdnicos estan asociados
con un mayor riesgo de desarrollar cancer de vejiga, rifién,
pulmén, préstata, esdfago, estdbmago, laringe y leucemias
(2,3). Los pintores de carros emplean el 50% de los sol-
ventes organicos sintetizados en la industria y, especifi-
camente en Colombia, el uso del Tiner o.14, la mezcla
compleja mas frecuentemente empleada. El Tiner 0.14 es
una mezcla compleja de disolventes que contiene xilenos
(25.38%), tolueno (23,68%), isobutano (23,55%), bence-
no (7%) entre otros (4), todos considerados como carci-
négenos (1). Actualmente, los Estados Unidos regulan la
exposicioén a cada uno de estos compuestos; sin embargo,
en Colombia la regulacién ha sido un reto debido a que
el 47,5% de los individuos expuestos pertenecen al sector
informal urbano, trabajan en espacios de baja ventilacién
y carecen de implementos que disminuyan la exposicién.
Por lo tanto, estudios que informen sobre el riesgo de
cancer en trabajadores de este sector pueden promover la
implementacién de medidas de proteccién y regulacion de
la exposicién a estos compuestos carcinogénicos.

Los marcadores bioldgicos (biomarcadores), en el con-
texto de la salud ocupacional, son indicadores de eventos
en muestras bioldgicas que han sido desarrollados para
evaluar exposicién, efectos precoces y susceptibilidad de
los individuos y poblaciones en contacto con los agentes
téxicos. Los estudios epidemiolégicos moleculares, ade-
mads de utilizar cuestionarios y las entrevistas para deter-
minar riesgo de enfermedades, emplean biomarcadores,
entre ellos, la frecuencia de microntcleos (MNs) y la ex-
presién de genes que metabolizan los solventes organicos
para predecir el riesgo de desarrollar cancer por exposi-
cién ocupacional. La prueba de MNs ha sido desarrolla-
da, caracterizada y validada por estudios epidemiolégicos
prospectivos para identificar efectos tempranos de riesgo
de cancer (5,6). Especificamente, los MNs son fragmen-
tos de cromosomas o cromosomas enteros, que quedan
rezagados del nucleo principal en las células, formando
pequeiios nucleos adicionales con alta frecuencia de mu-
taciones. Los MNs se forman cuando se ocasionan rotu-
ras en el ADN, comunmente causadas por las especies
reactivas de oxigeno, que, cuando no son reparadas, los
fragmentos del ADN quedan aislados y causan un evento
inicial en el desarrollo de cancer. Actualmente existe un
banco de datos de la prueba de MNs a nivel internacional
para identificar los compuestos que inducen un incremen-
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to en este biomarcador para evaluar el riesgo de cancer y
establecer medidas de regulacién a estos compuestos (7).
La activacién y detoxificacién de las especies reactivas
de oxigeno causadas por el metabolismo de los solven-
tes organicos esta bajo control genético. Recientemente
se ha identificado que los genes que codifican las dife-
rentes enzimas metabdlicas presentan polimorfismos en
las poblaciones humanas y pueden modular la respuesta
biolégica y la susceptibilidad de individuos y poblaciones
a agentes carcinogénicos, como los solventes organicos
(8). Un ejemplo son los polimorfismos por delecién total
de los genes GSTM1 y GSTT1, que resultan en la ausencia
total de la enzima en individuos con genotipo homoci-
gotico nulo y afecta a GSTM1 y GSTT1 (9). Las enzimas
GSTM1 y GSTT1 estan involucradas en la detoxificacién
de carcinégenos ambientales y su ausencia ha sido repor-
tada como un factor de riesgo genético en la formacién de
cancer (10). Dependiendo del nimero de polimorfismos
en las dos copias de los genes GSTM1 y GSTT1, los indi-
viduos pueden poseer uno de los siguientes genotipos.
Para el gen GSTM1 (que codifica la enzima GSTM1), su
polimorfismo genético resulta de la delecién del gen, el
tipo silvestre que contiene el gen GSTM1 (GSTMI +) y el
mutante nulo (GSTMI o). En consecuencia, los individuos
pueden poseer uno de los siguientes genotipos: homoci-
gotico: GSTM1+/+ presencia del gen silvestre; heteroci-
gbtico: GSTM1+/0 y homocigdtico: GSTM1 o/0o (genotipo
nulo), delecién total del gen y no se expresa la enzima.
La presencia del gen tipo silvestre (GSTM1 +/+) se de-
tecta porque, una vez amplificado y corrido en electrofo-
resis, genera una banda de 215 pb, la cual estd ausente
en el genotipo nulo.

Para el gen GSTT: (codifica la enzima GSTT1), su poli-
morfismo genético resulta de la delecién del gen, de tipo
delecién del gen completo, lo que representa la ausen-
cia de la enzima codificada por el gen, el tipo silvestre
que contiene el gen GSTT1 (GSTT1 +) y el mutante nulo
(GSTT: o). En consecuencia, los individuos pueden po-
seer uno de los siguientes genotipos: homocigoto: GSTT1
+/+; presencia del gen silvestre; heterocigoto: GSTT1
+/0 y homocigoto GSTT1 o/o (genotipo nulo), delecién
total del gen y no se expresa la enzima. La presencia del
gen silvestre (GSTTI +/+) se detecta porque, una vez am-
plificado y corrido en electroforesis, genera una banda de
480 pb, la cual estd ausente en el genotipo nulo (11).

El objetivo del estudio fue evaluar la frecuencia de MNs
e influencia de los polimorfismos en los genes GSTM1 y
GSTT1 como biomarcador de riesgo de cancer en pintores
de carros (n=152) con respecto a individuos referentes
(n=152). Este estudio es de interés porque permite iden-
tificar y entender qué factores ocupacionales (exposicién
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a solventes organicos) y genéticos (polimorfismos en los
genes del metabolismo) determinan las diferencias indivi-
duales en la respuesta bioldgica a carcindégenos.

METODOLOGIA

Tipo de estudio

Estudio epidemioldgico molecular, tipo corte transversal
analitico, interaccién gen-ambiente, con comparacién en-
tre grupos para identificar las asociaciones entre los geno-
tipos por polimorfismos genéticos, con exposicién ocupa-
cional a solventes organicos y con la frecuencia de MNs
(12). Este estudio empled las herramientas de la epide-
miologia tradicional, como los cuestionarios, y de la epi-
demiologia molecular, los biomarcadores de efecto, como
los microntucleos (MNs), como indicadores del riesgo de
cancer y de susceptibilidad genética, como los polimorfis-
mos de los genes del metabolismo.

Poblacién objeto de estudio

La poblacién objeto de estudio estuvo constituida por un
grupo de pintores de carros expuestos a solventes organi-
cos (n=152) y un grupo referente no expuesto (n=152)
de trabajadores, todos del departamento del Cauca (Co-
lombia), especificamente de los municipios de Popayan,
Santander de Quilichao, Piendamé, Timbio, el Bordo, el
Tambo y Puerto Tejada. Los criterios de inclusién y exclu-
sion de seleccién de toda la muestra fueron los mismos,
excepto que los individuos del grupo referente no debian
haber estado expuestos ocupacionalmente a los solventes
organicos: hombres mayores de edad (18 afios) y meno-
res de 55 afios, no fumadores ni exfumadores. Los crite-
rios de inclusién del grupo expuesto fueron: aceptacién
voluntaria para participar en el estudio, ser pintores de
carros con una exposicion a solventes organicos = § afios,
con promedio de 8 horas diarias en los talleres, vincu-
lados a pequefias empresas del sector informal, expues-
tos principalmente al Tiner o.14 y carentes de medidas
de proteccién como guantes, mascaras o ropa especifica
para el trabajo.

Los criterios de inclusién del grupo referente fueron
no tener una exposicién ocupacional a los solventes or-
ganicos y/o a algun otro agente quimico o fisico en su
lugar de trabajo. Fueron excluidos del estudio los indi-
viduos fumadores y exfumadores y/o que habian estado
expuestos a otros factores de riesgo en el trabajo como a
los plaguicidas, o haber sido irradiados con rayos “X”, en
los ultimos 3 meses anteriores a la toma de la muestra
de sangre, o sufrido de enfermedades como hepatitis o
si habian consumido drogas psicoactivas. Ademas, se les
exclufa si consumian o habian consumido medicamentos
terapéuticos conocidos como genotdxicos, mutagénicos y
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carcinogénicos, de acuerdo con el listado reportado por
Brambilla y Martelli (13). Los individuos expuestos y
referentes fueron pareados por estatus socioeconémico,
sexo y edad. A partir de la informacién obtenida en los
cuestionarios, se seleccionaron los individuos de la mues-
tra objeto de estudio. La metodologia y las condiciones
éticas del estudio fueron aprobadas por el Comité de Etica
de la Universidad del Cauca. De acuerdo con el tipo de es-
tudio epidemiolégico y con base en las directrices interna-
cionales “1PCs” (14), y la bibliografia relativa a epidemio-
logia moderna (15), y la epidemiologia molecular (12), se
disend y se calculd el tamafio de la muestra 6ptima para
realizar el estudio a través del método de Fleiss (16,. El
método de muestreo realizado fue de tipo no probabilisti-
co de “muestreo por cuotas”, para seleccionar dos grupos
de comparacién, de acuerdo con los criterios de inclusién
y exclusién, cada grupo con un nimero establecido de in-
dividuos de manera pareada.

Obtencidon de las muestras de sangre y prueba de mi-
crontdcleos (MN)

Luego de firmado el consentimiento informado, se tomé
una muestra de 15 mL de sangre periférica de cada indivi-
duo en dos alicuotas: 3 ml en un vacutainer con heparina
de sodio (Dickenson), anticoagulante, para la prueba de
MNs, y 10 ml en un vacutainer con EDTA para aislar el
ADN e identificar los polimorfismos de los genes objeto
de estudio. Todas las muestras de sangre fueron codifica-
dasy procesadas inmediatamente, una vez se encontraron
en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética
de la Universidad del Cauca.

Se establecieron dos cultivos de sangre periférica por
individuo en condiciones estériles (14). Cada cultivo
contuvo o,5 ml de sangre total, 4,5 ml de medio RPMI
1640 (Sigma R8758 USA), suplementado con suero bo-
vino fetal al 10% (Gibco/Invitrogen 15000-144 Brazil),
L-Glutamina al 1% (Sigma A 5959, USA) y antibiético al
1% (Estreptomicina-Penicilina a 100 uL/ml), de acuerdo
a procedimientos ya establecidos. Los linfocitos fueron
estimulados con fitohemaglutinina al 2%, (Sigma L8754
USA) y se incubaron a 37 °C por 72 horas en una atmés-
fera himeda con CO2 al 5%. A las 44 horas después de
iniciados los cultivos se les adiciond 0,2 ml de Citocalasi-
na-B a cada cultivo a una concentracién de 6 ug/mL, para
inhibir la citocinesis y obtener células binucleadas (pri-
mer ciclo de divisién celular). Las células fueron cosecha-
das a las 72 horas por centrifugacién a 1000 rpm por § mi-
nutos y tratadas con solucién hipoténica de KCl (0.07 5M)
por 3 minutos e inmediatamente fijadas con Carnoy (3
Metanol- 1 Acido acético), realizando de 2 a 3 preparacio-
nes citogenéticas por individuo. Las preparaciones fueron
codificadas (doble ciego) y coloreadas con Giemsa al 10%.
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Para el registro de micronucleos, se utiliz6 un microscopio
de luz éptica, se analizaron 2000 células binucleadas por
individuo, analizando solo las células binucleadas que te-
nian bien definida y conservada la membrana celular, te-
niendo en cuenta los criterios establecidos por Fenech et
al. (19). El registro manual se ingresé a una base de datos
en medio magnético para realizar el analisis estadistico,
siguiendo los criterios establecidos por Fenech et al. (19).
El registro de los microndcleos se realizé con “doble cie-
go” y con base en las Directrices Internacionales para Es-
tudios de Biomonitoreo de Efecto Genotdxicos en Huma-
nos. El registro se realizd en microscopio éptico a 100X,

Figura 1. Linfocito Binucleado con micronucleo. La célula
binucleada se obtuvo después de cultivar los linfocitos humanos
bloqueando la citocinesis con Citocalasina-B

Micronucleo

Nucleo

analizando células binucleadas (Figura 1). El registro se
ingresé a una base de datos para su analisis estadistico.
Aislamiento de linfocitos, extraccion de ADN genémico y
genotipificacion de los genes del metabolismo glutation-s
transferasas (GSTM1 y GSTT1)

El aislamiento de linfocitos se realizd por el procedi-
miento de gradiente Ficoll-Histopaque (20), para la ex-
traccion del ADN gendmico y las células mononucleares
de sangre periférica (“PBMcC”), lisadas con proteinasa K

para su digestién. El ADN gendémico fue aislado de las
“pBMcC” con el kit DNeasy (Qiagen, USA), de acuerdo
con las instrucciones del fabricante, y cada muestra de
ADN fue almacenado a -20 °C. La genotipificacién de los
polimorfismos genéticos para los genes objeto de estu-
dio se empled la técnica de la Reaccién de la Polimera-
sa en Cadena (“PcR”) para los genes del metabolismo
GSTM1 y GSTT1 (21).

Las condiciones de las “PcrR” Multiplex fueron esta-
blecidas basadas en reportes anteriores (21). Inicio: 94
°C/5 min. Desnaturalizaciéon del ADN: 94 °C/2 min. Ali-
neacién de “primers”: 59 °C/1 min. Extensién o polime-
rizacién de ADN polimerasa: 72 °C/1 min. Extensién fi-
nal: 72 °C/10 min. Enfriamiento: 4 °C. Las secuencias de
“primers” empleadas fueron: GSTMi1: F 5° -GAA-CTC-
CCT-GAA-AAG-CTA-AAG-C-3" y R 5" -GTT-GGG-CTC-
AAA-TAT-ACG-GTG-G-3 . CYP1A1 Control interno: F
5" -GAA-CTG-CCA-CTT-CAG-CTG-TCT-3" y R 5" -CAG-
CTG-CAT-TTG-GAA-GTG-CTC-3°. GSTT1: F 5" -TTC-
CTT-ACT-GGT-CCT-CAC-ATC-TC-3" y R 5" -TCA-CCG-
GAT-CAT-GGC-CAG-CA-3. Posteriormente, las muestras
del producto amplificado fueron corridas y analizadas por
electroforesis en geles de agarosa. La delecién total o no
de los genes GSTT1 y GSTM1 se registrd por la presencia o
ausencia de una banda de 48opb para el gen GSTT: y por
una banda de 215pb para el gen GSTM1. La presencia del
gen tipo silvestre se detecta porque una vez amplificado y
corrido en electroforesis, genera una banda de 215 pb; en el
genotipo nulo esta banda no se observa (Figura 2).

Analisis estadistico

Para decidir emplear en el andlisis pruebas paramétricas
o no paramétricas se evalud la distribucién normal de los
datos por la prueba de Kolmogoérov-Smirnov. La homoge-
neidad de varianzas por la prueba de Levene y la indepen-
dencia de datos por la prueba de Rachas.

Figura 2. Geles de agarosa con el patrén de bandas que muestra los polimorfismos identificados

[ ._’-

Muestra de individuos
Genotipos para GSTM1
yT1

5 6

+/0 +/+

480pb GSTT1

312pb CYP1A1

215pb GSTM1

Geles de agarosa con el patrén de las bandas luego de la amplificacion (“PCR Multiplex”) para la identificacion de los genotipos para genes
del metabolismo GSTM1 y GSTT1 en los individuos de la poblacion objeto de estudio. PM Marcador de Peso Molecular conocido 1000 pb.
1. Banda de amplificacion del gen CYP1A1 Control Interno de 312pb, presente en todos los carriles del gel. Individuo con genotipos GSTM1
y GSTT1 nulo, ausencia de bandas. 2 y 6, individuos con genotipos GSTT1 y GSTM1 positivo, bandas de 480 y 215 pb, respectivamente. 3
y 4, individuos con genotipos GSTT1 nulo y GSTM1 positivo banda de 215 pb. 5, individuo con genotipos GSTT1 positivo banda de 480 pb

y GSTM1 nulo.
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Las diferencias para variables cualitativas y la frecuen-
cia de MN entre trabajadores expuestos y referentes no
expuestos fueron calculadas empleando la prueba x>-Test
y la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, respecti-
vamente. La asociacién entre el tiempo de exposicién a
solventes organicos y la frecuencia de MN fue evaluada
empleando la prueba de Kruskal-Wallis. El equilibro de
Hardy-Weinberg fue evaluado para cada polimorfismo,
para establecer y comparar la frecuencia de genotipos
observados con la frecuencia de genotipos esperados se
empled la prueba de Bondad de ajuste (x> (3,(0-E)*/E); la
asociacién entre la edad y la frecuencia de MN en la pobla-
cién total del grupo expuestos y referentes fue evaluada
por la prueba de correlacién Spearman’s; el riesgo relativo
(RR) y los intervalos de confianza de 95% (1c 95%) fue-
ron obtenidos del analisis de correlacion de regresiéon de
Poisson con el propdsito de evaluar la asociacién indepen-
diente entre la frecuencia de MN y de los polimorfismos
de los genes del metabolismo de xenobidticos (GSTM1
GSTT1). El nivel de significancia estadistica P<o,05 (a,
probabilidad de error Tipo I), nivel de confianza de 95%

(1-a) con un poder de =0,8 (B, probabilidad de error
Tipo II). El andlisis estadistico se realizé con el progra-
ma estadistico sPss versién 13.0 (Statistical Package for
the Social Sciences).

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas demograficas
de la poblacién objeto de estudio y la frecuencia de MNs.
La edad promedio de la poblacién objeto de estudio fue de
38,75 * 10, entre un rango de 18 a §5 afios. No hubo di-
ferencias significativas entre los promedios de edad entre
el grupo referente y expuesto (p>0,05). El tiempo prome-
dio de exposicién, en afios, para los individuos del grupo
expuesto fue de 17.7 = 9,9, en un rango de § a 39 afios.
El solvente organico empleado con mayor frecuencia fue
el Tiner comercial 0.14, el cual es una mezcla comple-
ja de solventes (4). Importante, el grupo expuesto a los
solventes organicos presentd un incremento de 1.6 veces,
estadisticamente significativo en la frecuencia de MNs, en
comparacion al grupo referente-no expuesto (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién objeto de estudio y frecuencia de microntcleos, en el
grupo referente (no expuesto) y el grupo expuesto a los solventes organicos

No de individuos (%)

Categoria Poblacion total ~ Grupo referente Grupo Valor p
objeto de estudio (no expuesto) expuesto
Numero de individuos 304 152 152
Edad (promedio + DE, afios) 38.75+ 10 38.4+9.9 39,1+ 101 0.5802
Tiempo de exposicion (promedio + DE, afos) 0 17.7 £ 9.9 <0.0001*
Frecuencia de MN/1000 células binucleadas (media + E.S.) 2.26+9.9 0.87£0.78 1.39+£0.92 <0.0001*

2 Determinado por la prueba “U” de Mann-Whitney; DE- Desviacién Estandar; E.S.: Error estandar; *Diferencia significativa, p<0.05. MN: Micronucleos;
se incluyen datos totales y por grupo de estudio del numero de individuos, edad promedio y promedio del tiempo de exposicion del grupo expuesto.

La variable continua del tiempo de exposicién fue cate-
gorizada en 3 grupos, por rango de tiempo de exposicién:
a) §-10 afos; b) 11-19 aflos y ¢) >20 aflos de exposi-
cién. Por cada uno de los rangos de tiempo de exposi-
cidén, se determiné el promedio de la frecuencia de MNs.
Ademas, se tom6 como valor de referencia frecuencia de
MNs del grupo referente (0,87 = 0.77). Se determind un
incremento significativo de la frecuencia de MNs para
cada rango de tiempo de exposicién a solventes organi-
cos en relacién con el grupo referente (Mann- Whitney
p<0,0001). Sin embargo, no se encontrd un incremento
en la frecuencia de MNs entre los rangos de tiempo de
exposicion (Figura 3).

A partir de la metodologia de PcR Multiplex, se identi-
fiacaron y registraron los diferentes polimorfismos de los
genes GSTM1 y GSTT1 para cada invidiuo, y se establecie-
ron las frecuencias genotipicas y alélicas de los genes del
metabolismo GSTM1 y GSTT1 en el grupo expuesto y en
el grupo referente y en la poblacién total (Tabla 2).
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Figura 3. Diferencias en la frecuencia micronucleos entre el
tiempo de exposicién a solventes organicos por rangos de
tiempo de exposicion
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Frecuencia basal de microntcleos (MNs) en 1 000 células binucleadas en el grupo
referente (Valor de referencia). Las barras representan la desviaciéon estandar
del promedio. Asteriscos indica un incremento estadisticamente significativo de
la frecuencia MNs en 1 000 células binucleadas con el tiempo de exposicion en
comparacion al valor de referencia (U de Mann-Whitney, ***p<0.0001).
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Tabla 2. Distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas de los genes del metabolismo GSTM1y GSTT1,
en el grupo referente y en el grupo expuesto a los solventes organicos

. Grupo Referente Grupo Expuesto Poblacion Total Frecuencia N
Gen Genotipo Alélica Valor-p
n = 152 (%) n = 152 (%) n = 304 (%) :
Positivo 107 (70.4) 99 (65.1) 206 (67.8) Positivo 0.47
GSTM1 Nulo 45 (29.6) 53 (34.9) 98 (32.2) Nulo 0.53 0.326
Positivo 124 (81.6) 129 (84.9) 253 (83,2) Positivo 0.59
GSTTI Nulo 28 (18.4) 23 (15.1) 51 (16,8) Nulo 0.41 0.443

Prueba estadistica de Chi-cuadrado (x?). La prueba estadistica no es significativa, sugiriendo que no existen diferencias entre frecuencias genotipicas y
alélicas de los genes del metabolismo GSTM1y GSTT1, en el grupo referente y en el grupo expuesto a los solventes organicos. Estos resultados sugieren
que son grupos comparables con relacién a las caracteristicas genéticas evaluadas en este estudio.

El genotipo registrado con mayor frecuencia en la po-
blacién fue el GSTT1 positivo con 83,2%. El genotipo re-
gistro en la menor frecuencia en la poblacién objeto de
estudio fue GSTT:1 nulo con 16,8%. En relacién con el gen
GSTM1, el genotipo registrado con mayor frecuencia fue
el GSTM1 positivo, con 67,8% y el registrado con menor
frecuencia fue el GSTM1 nulo, con 32,2% (Tabla 2). Im-
portante, las frecuencias alélicas y genotipicas para cada
uno de los genes son iguales en los dos grupos de estudio,
pues permiten comparar la influencia de estas variables
genéticas y la frecuencia de MNs.

Para determinar la asociacién de los polimorfismos ge-
néticos, la frecuencia de MNs en linfocitos de sangre peri-
férica y la exposicion a solventes organicos en los grupos
de estudio, se hizo un andlisis de regresién de Poisson

y otras pruebas concomitantes, como los intervalos de
confianza de 95%. Se establecié una diferencia estadisti-
camente significativa entre la frecuencia de MNs totales
entre los dos grupos con un cociente de Riesgo Relativo
(RR) de 1,61 (1€ 95% 1,29 — 1,99; p<0,0001). Este valor
de RR, atribuido solo al factor de exposicién a solventes
organicos, fue el mas alto en relacidn con los otros valores
de RR para la combinacién entre los factores de riesgo
incluidos en el estudio. Este valor indica que el factor ex-
posicién a solventes organicos, como factor tnico de ries-
go, incrementa en 1,6 veces mas el riesgo de presentar un
aumento en la frecuencia de MNs en linfocitos de sangre
periférica, en los individuos del grupo expuesto a solven-
tes organicos (Tabla 3).

Tabla 3. Asociacién de los factores de riesgo genético (genotipo) y factor de exposicion
a los solventes organicos con la frecuencia de microntcleos

Frecuencia de Micronucleos

Factor Frecuencia
Genes genético Fac'Fo'r’ MN o
genotipo exposicion (promedio + DE) RRf, IC 95% Valor- p
No expuestos 0.87 £0.78 Referencia
Expuestos 1.39+0.92 1.61 1.29-1.99 <0.0001*
Positivo No expuestos 0.90 £0.78 Referencia
GSTMA Nulo No expuestos 0.80+0.79 0.96 0.76 - 1.20 0.708
Positivo Expuestos 1.41+£0.85 1.59 1.28 - 1.97 <0.0001*
Nulo Expuestos 1.36 £ 1.04 1.47 1.25-1.77 <0.0001*
Positivo No expuestos 0.90+£0.77 Referencia
GSTT Nulo No expuestos 0.71+0.81 0.98 0.73-1.31 0.882
Positivo Expuestos 1.37 £0.90 1.58 1.27-1.97 <0.0001*
Nulo Expuestos 1.52 £ 0.99 1.65 1.25-1.88 <0.0001*

Analisis de Regresion de “Poisson”; MN- Micronlcleos, DE Desviacion Estandar. RR, Riesgo Relativo. IC Intervalo de Confianza; * Diferencia

Estadisticamente Significativa, p<0,05.

La comparacién entre la frecuencia de microntcleos y
los genotipos nulo y positivo para GSTM1 y GSTT1 en el
grupo expuesto y en el grupo referente no tuvo diferen-
cia estadisticamente significativa. En la Tabla 3 se puede
observar que los individuos expuestos, con genotipo nulo
para GSTM1 y GSTT1 tienen la misma frecuencia de MNs
y RR que los individuos expuestos con genotipo positivo
para GSTM1 y GSTT:. Esta misma relacién se determi-
né para los individuos referentes con diferencias en los
genotipos de GSTM1 y GSTT1. Estos resultados sugieren
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que las frecuencias de los polimorfismos de los genes
GSTM1 y GSTT1 no estan asociadas al incremento en la
frecuencia de MNs.

DISCUSION

El presente estudio epidemiolégico molecular evalud la
frecuencia de MNs y la influencia de los polimorfismos en
los genes GSTM1 y GSTT1, como biomarcador de riesgo
de cancer en pintores de carros, con respecto al riesgo en
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individuos referentes. Aqui reportamos un incremento es-
tadisticamente significativo de 1.6 veces en la frecuencia
de MNs en los individuos expuestos a solventes organicos,
con respecto al grupo referente-no expuesto. La frecuen-
cia de MNs es un biomarcador de rotura en los cromoso-
mas (clastogénico) y cambio en el nimero de cromosomas
(aneugénico) en las células. Importante, la frecuencia de
MNs en linfocitos de sangre periférica ha sido un biomarca-
dor ampliamente validado para predecir el riesgo de cancer
en individuos (5,6,22). A pesar de que los dafnos clastogé-
nicos y aneugénicos evaluados por el biomarcador de MNs
se determind en linfocitos de sangre periférica, esta es una
variable “proxy” de los dafios ocurridos y potencialmente
no reparados en multiples tipos de células en el cuerpo del
individuo expuesto (23). Los mecanismos moleculares que
conducen al dafio cromosémico y a la formaciéon de MNs
por solventes organicos atin no estan especificamente de-
terminados. Sin embargo, se pueden dar por la interaccién
directa de los metabolitos secundarios con el ADN (24) o
por la interaccién de estos metabolitos con las enzimas re-
paradoras o replicadoras del ADN (25).

Durante los ultimos 30 afios varios estudios han eva-
luado los dafios en el ADN inducidos por los solventes
organicos, y han reportado tanto resultados negativos
(26) como resultados positivos. En otro estudio ante-
rior, se reporta un incremento de 1.,3 veces mayor en la
frecuencia de alteraciones cromosémicas (ACs) por otro
biomarcador de riesgo de cancer, en individuos expuestos
a solventes organicos en comparacién a individuos refe-
rentes (4). Igualmente, los resultados en el incremento
de otros biomarcadores por exposicién a uno o varios
solventes organicos reportan un incremento significativo
(27), ACs (28), aductos en el ADN (29), entre otros (30-
34), en el grupo expuesto en comparacién con el grupo
referente. En este estudio se identificé un incremento en
MNs en el grupo expuesto con un tiempo de exposicién
>20 afios. Sin embargo, la frecuencia de MNs no incre-
ment6 de manera significativa en funcién del tiempo de
exposicion (>5 anos). Estos resultados sugieren que el
riesgo de cancer por exposicidn a solventes organicos in-
crementa de manera significativa en todo el grupo de ex-
puestos, pero de manera incrementada después de largos
periodos de exposicién.

El objetivo de la epidemiologia molecular es identificar
individuos expuestos ocupacionalmente a carcindgenos y
que han heredado un juego de polimorfismos y mutacio-
nes en genes asociados con la susceptibilidad al cancer
y otras enfermedades. Anteriormente, estudios en lineas
celulares y bacterias de Harder et 4l. (35) y Pariselli et al.
determinaron que los solventes organicos puede conducir
ademads a un incremento del dafio en el ADN, por inhibi-
cién de las enzimas Glutation-S transferasas (GsT), en-

271

cargadas de la detoxificacién celular de metabolitos pro-
ducto del metabolismo de solventes organicos. Esta baja
capacidad de eliminacién de los metabolitos por bloqueo
de estas enzimas puede conferirles a las células una vul-
nerabilidad a la expresién de los efectos genotdxicos que
puede conllevar al incremento de la formacién de MNs.
En este estudio se evalué si los polimorfismos en los ge-
nes GSTM1 y GSTT1, que resultan en la ausencia de estas
enzimas, podrian influenciar la frecuencia de MNs en los
dos grupos de estudio. Se determiné que, a diferencia de
otros estudios (4,36,37), la frecuencia de MNs no incre-
menta con la ausencia de GSTM1 o GSTT1 en el grupo
expuesto o referente. Estas diferencias en los resultados
pueden ser atribuidas a otros factores genéticos de confu-
sién, como la mezcla ancestral de estos individuos, basa-
do en un anterior reporte (38). Es importante mencionar
que estas diferencias en los resultados no son atribuibles
a un bajo poder en la muestra de individuos evaluados.
Antes de iniciar el estudio, se calculdé la muestra mini-
ma (n=125 individuos por grupo) para identificar la in-
teraccién entre los polimorfismos en GSTM1 y GSTT1 y la
frecuencia de biomarcadores de riesgo de cancer basados
en previos estudios que reportan la frecuencia de estos
polimorfismos en la poblacién caucana (4,39).

En resumen, los resultados de este estudio sugieren
que el factor que mas influencia el incremento en la fre-
cuencia de micronucleos es la exposiciéon ocupacional a
los solventes organicos, como factor de susceptibilidad
adquirida, y no los polimorfismos genéticos para los
genes GSTM1 y GSTT1. La medicién de la frecuencia de
dafio cromosémico en humanos expuestos a clastogenos
ocupacionales y/o ambientales ha sido una prioridad de
salud publica a nivel internacional por décadas, y un in-
cremento en los niveles de MNs en grupos de poblaciones
es interpretado como evidencia de exposicidn genotodxica,
efectos bioldgicos tempranos del ADN y riesgo de cancer
(40). Los estudios de evaluacién sobre los efectos genotd-
xicos de los solventes organicos constituyen la forma mas
efectiva de poder hacer prevencién temprana del cancer
mediante la toma de decisiones y acciones tendientes a la
reduccién y eliminacién de los riesgos del cancer en po-
blaciones ocupacionalmente expuestas. Ademas, las prue-
bas cortas para evaluar genotoxicidad, como la prueba de
MNs, deben ser empleadas no solo para identificar carci-
négenos en el lugar de trabajo, sino también para evitar
la introduccién de nuevos carcinégenos en el trabajo. Por
lo tanto, es prioritario y rentable poder prevenir el riesgo
de cancer con un esfuerzo conjunto de los investigadores,
las universidades, el Gobierno, la industria y las admi-
nistradoras de riesgos laborales, mediante el disefio de
estrategias y politicas de educacidn, de higiene industrial,
de promocién y prevencién y de monitoreo biolégico. La
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identificacién a tiempo de indicadores y poblaciones en
mayor riesgo de cancer puede permitir una efectiva inter-
vencioén en los trabajadores y en los puestos de trabajo %
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