Colombia Médica
b‘ 0B

E ACCESO ABIERTO

Citacion: Varona UM, |bafiez PM,
Bricefio AL, Sanchez CMC, Palma
PR, Groot DRH. Colomb Med
(Cali). 2020; 51(1): €3646. hitp://
doi.org/10.25100/cm.v51i1.3646

Recibido: Nov 16 2017
Revisado: Apr 24,2018
Aceptado: Jul 212019
Publicado: Mar 30 2020

Palabras clave:

Xilenos; tolueno; benceno; pruebas de
micronucleos; polimorfismo genético;
teratdgenos; mutagenos; acetona; dis-
olventes; metanol; cloruro de metileno;
especies reactivas de oxigeno; ex-
posicién ocupacional

Keywords:

Occupational exposure; micronucleus
test; genetic polymorphism; benzene;
toluene; xylene; solvents; methylene
chloride; acetone; reactive oxygen spe-
cies; teratogens; mutagens;

Copyright: © 2020 Universidad del

ARTICULO ORIGINAL

Biomarcadores de susceptibilidad y efecto
en pintores de carros expuestos a solventes
organicos

Biomarkers of sus.ceptibilit%/ and effect in car painters
exposed to organic solvents

Marcela Varona-Uribe' ", Milciades Ibafnez-Pinilla' *, Leonardo Briceno-Ayala' *,
Diego Herrera'*~, Lilian Chuaire-Noack? . Maria Martinez-Aaiiero® “*, Magda Carolina
Sanchez Corredor®**, Ruth Palma-Parra* “*, Diana Narvaez® “* and Helena Groot de
Restrepo®

marcela.varona@urosario.edu.co

1 Universidad del Rosario, Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud, Bogota, Colombia 2. Universidad
del Valle, Facultad de Salud, Escuela de Ciencias Basicas, Cali, Colombia. 3 Universidad del Rosario,
Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas, Bogota, Colombia. 4 Instituto Nacional de Salud, Bogotd,
Colombia. 5 Universidad de los Andes, Laboratorio de Genética Humana, Bogotd, Colombia,

Resumen

Introduccion:

Los pintores de vehiculos automotores estan rutinariamente expuestos a agentes como
los solventes organicos, capaces de producir efectos mutagenos y carcindgenos.

Objetivo:

Caracterizar la susceptibilidad poblacional y evaluar los efectos genotoxicos debidos a la
exposicién a solventes organicos.

Métodos:

Estudio de corte transversal que compard a un grupo de pintores de carros expuestos a
solventes organicos con un grupo de personas no expuestas. Fueron determinados tanto
los polimorfismos de CYP2E1 como la presencia de micronucleos en linfocitos

Resultados:

Participaron 122 personas, 62 trabajadores de talleres de pintura de autos expuestos a
solventes y 60 personas no expuestas. Con relacion al cuestionario Q 16, 32% de los
expuestos refirieron sintomas sugestivos de neurotoxicidad. Las frecuencias de células
micronucleadas y de puentes nucleoplasmicos fueron significativamente mayores en
los expuestos que en los no expuestos: p= 0.042 y p= 0.046, respectivamente, Razén
de verosimilitud exacta). Fueron halladas diferencias significativas en la interaccion de
CYP2E1 (c1c1) y la exposicion ocupacional a solventes, con mayores frecuencias de
micronucleos (p= 0.013) y de células micronucleadas (p= 0.015).

Conclusiones:

Este estudio reafirma que los trabajadores expuestos a solventes organicos con
polimorfismos de CYP2E1, especificamente con genotipo c1c1, tienen mayor
probabilidad de presentar mutaciones en las células somaticas, condicién asociada
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Xi)unf m%/{Jr susceptibilidad a enfermedades como el cancer
sira

Introduction:

Car painters are routinely exposed to organic solvents classified as carcinogenic and
mutagenic substances.

Objective:

To characterize the population susceptibility and evaluate the genotoxic effects of
exposure to organic solvents.

Methods:

A cross-sectional study comparing a group of car painters exposed to organic
solvents with a non-exposed group. CYP2E1 polymorphisms and the presence of
micronuclei in lymphocytes were determined.

Results:

One hundred twenty-two workers participated in the study: 62 who worked in

car paint shops and were exposed to solvents, and 60 who were not exposed.
There were statistically significant differences between the two groups regarding
micronucleated cells and nucleoplasmic bridges frequencies (p=0.042 and p=0.046,
respectively; exact likelihood ratio). Significant differences were found at the
interaction between the CYP2E1 genotype c1c1 and occupational exposure to
solvents, with higher frequencies of micronuclei (p= 0.013) and micronucleated cells
(p=0.015). However, when the frequencies of micronuclei, micronucleated cells
and nucleoplasmic bridges in the exposure group were compared between the c1c1
and c2c2/c1c2 allele groups of the CYP2E1 polymorphism, statistically significant
differences were found.

Conclusions:

This study confirms that when workers with CYP2E1 polymorphisms, specifically the
c1c1 genotype, are exposed to organic solvents, they are more likely to have somatic cell

mutations, a condition associated with increased susceptibility to diseases such as cancer.

Introduccion

Los trabajadores de los talleres de pintura de automotores estan expuestos a una compleja
mezcla de solventes orgdnicos que incluyen quimicos como xileno, metanol, tolueno, benceno,
cloruro de metileno, acetona, e hidrocarburos aromaticos, entre otros .

Una vez dentro del cuerpo, los solventes organicos desencadenan reacciones metabolicas
detoxificantes, a través de la actividad enzimética de familias proteicas como la del citocromo
P450. Este proceso genera intermediarios toxicos como radicales libres y especies reactivas de
oxigeno **, que pueden causar dafos en el DNA *. Cuando estos dafios no son correctamente
reparados, pueden fijarse y dar origen a mutaciones en las células sométicas, lo que incrementa
el riesgo de algunas enfermedades como el cancer °.

Por otro lado, los solventes organicos son consideradas sustancias altamente mutagénicas,
clastogéncias, carcinogéncias y teratogénicas. En particular, el benceno exhibe propiedades
hemotoxicas, inmunotdxicas, citotéxicas y genotoxicas ¢ y estd asociado con el incremento en
el riesgo de leucemia 7. Esta situacion ha llevado al Centro Internacional de Investigacion sobre
el Céncer (IARC) a clasificar la pintura de vehiculos automotores como un proceso industrial
carcinogénico®.
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Los efectos de la exposicion a solventes organicos pueden ser evaluados mediante los efectos
genotoxicos y los biomarcadores de susceptibilidad. Es esta medida, los ensayos de microntcleos
por detencion de la citocinesis (Cytokinesis-block micronucleus assay - CBMN) son actualmente
una de las técnicas mas usadas para evaluar pérdidas o rupturas cromosémicas resultado de

la exposicion a agentes genotdxicos *!', que pueden ser evidenciados como microntcleos o
pequenios cuerpos extranucleares dentro de la célula. La exposicion a agentes clastogénicos
incrementa la frecuencia de microntcleos, por lo tanto, los micronucleos son indicadores de
efectos genotdxicos y citotdxicos ! ya que ellos evaltian el riesgo de cancer debido a la exposicion
ocupacional a solventes. Los CBMN adicionalmente permiten medir otras anormalidades
nucleares ademds de los microntcleos que reflejan la inestabilidad genémica como los puentes
nucleoplasmicos, un biomarcador de fusion de extremos teloméricos o reparacién incorrecta del
DNA, y los “nuclear buds” asociados con la amplificacion del DNA y la resolucién anémala de
los complejos de DNA propios de la mitosis '

El CBMN ha demostrado que ciertos trabajadores rutinariamente expuestos a hexano, tolueno
y benceno (como zapateros, trabajadores de refinerias de petréleo y personal que trabaja con
fotocopiadoras) ”*'¢ tienen dafo genotdxico debido a la exposicion a estas sustancias *'7.

Ademas, durante la primera fase de su metabolismo, los solventes organicos inducen
reacciones de oxidacién mediadas por citocromo P450, y la enzima codificada por un gen
cuyo polimorfismo ha sido asociado, no solo a la regulacién transcripcional alterada y una
expresion incrementada de ciertos genes, sino también con una frecuencia incrementada de las
aberraciones cromosomicas y la susceptibilidad al cancer '®. Una de las variaciones genéticas
mas estudiadas es el polimorfismo de fragmento de restriccion (RFLP) PstI/Rsal localizado

en la region flanqueante 5’ del gen. El alelo mutante (c2) ha sido asociado con la expresion
alterada de la enzima *.

Por lo tanto, la caracterizacion genética de los trabajadores de los talleres de pintura de
automéviles es importante para describir los posibles efectos toxicos de la exposicion a
solventes organicos.

En Colombia, la exposicion ocupaciones a solventes constituye un problema de salud publica.
La mayoria de los talleres de pintura de automdviles pertenecen al sector informal de la
economia, lo que explica por qué sus trabajadores no siguen protocolos de bioseguridad o
tienen servicios médicos orientados a la prevencién de riesgos de salud. Adicionalmente,

el bajo nivel escolar se refleja en la falta de conocimiento sobre las potenciales medidas de
proteccién y las consecuencias de la exposicion a solventes organicos sobre la salud. Es usual
para estos trabajadores informales realizar los procesos de pintura bajo sus propios criterios,
ignorando los estandares nacionales e internacionales de calidad. Ademds, su jornada
laboral puede extenderse mas alla de las ocho horas diarias que establece la ley colombiana,
lo que incrementa los riesgos asociados a la exposicion genotdxica. A pesar de que se han
desarrollado algunos estudios en diversos paises del mundo sobre este tdpico, incluyendo
Colombia 2%, la relacion entre los polimorfismos CYP2E1 y la presencia de microntcleos
en trabajadores de pintura de carros no ha sido examinada, lo que puede ser usado como

un biomarcador de dafio genotoéxico y predictor de riesgo de cancer. Por consiguiente,

es necesario caracterizar la salud y condiciones de trabajo de individuos expuestos
ocupacionalmente a solventes organicos usados en talleres de pintura automotriz en Bogota,
Colombia, para alertar sobre los posibles inicios de daiio genético temprano, asi como la
identificacion de los riesgos de generar problemas a largo plazo en la salud y tomar acciones
preventivas que apuntan a la promocion de la salud. Para este fin, el comportamiento de la
genotoxicidad y marcadores genéticos de susceptibilidad fue evaluada para sugerir medidas
preventivas para minimizar la exposicion y la probabilidad de presentar dafio genotoxico.
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Materiales y Métodos
Poblacion de estudio

Este fue un estudio transversal con una poblaciéon muestreada en Bogotd, Colombia. Esta
muestra fue calculada de acuerdo con los resultados del estudio de 2007 de Heuser y
colaboradores *, quienes usaron la variable de indice de dafio (Damage Index - DI) como una
medida de daio genético, teniendo en comparacién de medias de dos poblaciones con una
varianza desconocida y con un poder estadistico estimado del 95%, considerando un 20%

de pérdida. La muestra poblacional de individuos expuestos fue recogida en la localidad de
Barrios Unidos, en talleres de pintura de carros, donde los controles sin exposicion a solventes
fueron obtenidos, exclusivamente, de una instituciéon educativa en el mismo barrio. A partir
del universo de la poblacion expuesta, previamente establecidos con las autoridades locales,

se realizaron visitas a propietarios y administradores de los talleres de pintura. Aquellos
trabajadores que voluntariamente accedieron a participar fueron incluidos en el estudio hasta
completar el tamaino de muestreo del grupo expuesto. Un proceso similar fue usado en la
institucion educativa para reclutar a los participantes del grupo de los individuos no expuestos.
El grupo expuesto consistié en 62 hombres adultos trabajadores, ocupacionalmente expuestos
a solventes por al menos los ultimos cinco afos, sin historia médica relevante (como céncer,
hepatitis B, tratamiento médico reciente o prolongado, o exposicién previa a la radiaciéon). Los
participantes que eran consumidores regulares de tabaco o alcohol, que usaban cualquier tipo
de drogas psicoactivas, o que tenian exposicion extra ocupacional a solventes fueron excluidos.
El grupo de no expuestos consistié en 60 individuos reclutados de la institucién educativa, los
cuales fueron seleccionados bajo los mismos criterios excepto la exposicion a solventes. En
ambos grupos los trabajadores consintieron compartir su informacion en aspectos personales,
de salud y trabajo. Esto fue también verificado que, en esos talleres estudiados, los procesos
involucrados en la mezcla y aplicacion de pintura no ha sido alterados significativamente

en los ultimos 20 afnos. Un estudio piloto fue realizado con el 10% de las muestras antes de
empezar la recoleccion de los datos, para estandarizar tiempos y acciones.

Recoleccion de datos

Un cuestionario fue diligenciado para cada trabajador, el cual inclufa variables como edad,
ocupacion, fecha de empleo, habitos de consumo de tabaco y alcohol, frecuencia y tiempo de
exposicion a solventes organicos e historia médica. El cuestionario fue incluido para evaluar
sintomas neurotéxicos y con mas de seis respuestas afirmativas, se determinaron como casos
sospechosos. Este cuestionario fue aplicado directamente por los investigadores a cada uno de los
participantes.

Ensayo de microntcleos (CBMN)

La genotoxicidad como una medida del dafio cromosomico en linfocitos humanos, fue
determinada por el ensayo de micronucleos por detencién de la citocinesis (CBMN).
Brevemente, a cada individuo le fue tomada una muestra de sangre de 5 mL el tltimo dia
laboral de la semana. 500 pL de sangre fue anadida al medio de cultivo RPMI 1640, con el
cual se establecieron dos cultivos celulares. Después de 44 horas, fue afiadida citocalasina B
a cada cultivo para detener la citocinesis. A las 72 horas de cultivo, las células fueron tratadas
por cinco minutos con una solucién hipoténica de KC1 0.075 M, y posteriormente prefijadas
y fijadas con soluciones de metanol y 4cido acético (3:5) y (5:1), respectivamente, para
finalmente obtener cuatro laminas de cada cultivo, las cuales fueron tefiidas con Giemsa. La
frecuencia de micronucleos, células micronucleadas, puentes micropldsmicos y “nuclear buds”
fueron analizados en 2,000 células binucleadas para cada una de las muestras °.
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Determinacion del genotipo para CYP2E1

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) seguida por los polimorfismos de fragmentos de
restriccién (RFLP) fueron usados para la determinacién de polimorfismos genéticos de la enzima
CYP2EL. El ADN fue amplificado con los iniciadores 5-CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-3

y 5- TTCATTCTGTCTTCTAACTGG -3’ y un fragmento de 410 bp fue obtenido. Para
diferenciar entre el alelo c1 y el c2 en el genotipo de CYP2EL, el fragmento amplificado fue
digerido con la endonucleasa de restricciéon Rsal a 37°C por una hora. Los fragmentos fueron
separados usando un gel de agarosa al 2%. El genotipo homocigoto clc1 corresponde a
fragmentos de 360 y 50 bp. En el homocigoto c2¢2 se observa el fragmento completo, de 410 bp,
y en el heterocigoto c1c2 los tres fragmentos estdn presentes 5%,

Andlisis estadistico

Para minimizar la posible desviacién en el muestreo, los resultados de los trabajadores expuestos
y no expuestos, fueron pareados por grupos de edad. Los datos obtenidos fueron analizados
con el programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). Un analisis descriptivo fue
realizado, determinando la frecuencia de las distribuciones y medidas de tendencia central y
dispersiéon de acuerdo con los niveles calculados tanto en las variables de los trabajadores como
en las bioldgicas. La distribucion normal de los datos fue establecida usando Kolmogorov-
Smirnov con un nivel de significancia del 10% (p= 0.10). Las asociaciones entre la exposicion
ocupacional a los solventes organicos y las variables ocupacionales, los sintomas neurolégicos
y los biomarcadores genéticos, fueron evaluados con el test de independencia asintético Ji-
cuadrado de Pearson o test exacto de Fisher e indices de probabilidad (valores esperados <5).
El test no paramétrico Mann Whitney-Wilcoxon fue usado. Un modelo de regresion ordinal
(generalized linear models, GLM) fue usado para evaluar ya fuera CYP2E1 y exposicion
ocupacional a solventes organicos, y como la interaccién de esta exposicion predice las cuatro
variables de interés (es decir, micronucleos, células micronucleadas, puentes nucleopldsmicos y

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas y ocupacionales de los individuos participantes en este estudio

. Expuestos (n= 62) No-expuestos (n= 60) p

Variable

n % n %
Edad (afios)
<29 9 14.5 9 15.0 0.203*
30-39 11 17.7 19 31.7
40-49 23 37.1 20 33.3
50-59 13 21.0 11 18.3
>60 6 9.7 1 1.7
Exposicion ocupacional
Tiner 57 91.9 1 1.7 <0.001
Varsol 29 47.5 2 3.3 <0.001
Gasolina 33 54.1 5 9.1 <0.001
Acetona 7 11.5 1 1.7 0.062*
Pegante 31 51.7 1 1.7 <0.001
Pintura 51 82.3 0 0.0 <0.001
Solvente para pintura 50 82.0 0 0.0 <0.001
Desengrasante 43 70.5 1 1.7 <0.001
Limpiador 40 66.7 6 10.0 <0.001
Higiene y proteccion personal
Uso de ropa de trabajo 47 75.8 7 12.1 <0.001*
Uso de guantes 38 61.3 5 8.6 <0.001
Uso de respirador 45 72.6 2 34 <0.001
Actividades realizadas en su tiempo libre
Mecanica 6 9.7 2 33 0.273*
Carpinteria 3 4.9 3 5.0 1.000*
Pintura 13 21.3 5 8.6 0.073*
Lavado 1 1.6 1 1.7 1.000*
Pintado de vidrio 1 1.6 0 0.0 1.000*
Ceramica 4 6.5 0 0.0 0.119*

* Test exacto de Fisher
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Tabla 2. Sintomas reportados por los participantes en el estudio usando el cuestionario Q16.

Cuestionario Q16 de evaluacién de manifestaciones neurolégicas Expuestos (n= 62) No expuestos (n=60) R
Variable n % n % P
;Es usted olvidadizo? 25 40.3 10 16.7 0.003
;Se siente usted frecuentemente furioso sin razén? 19 40.3 3 5.0 <0.001
;Se despierta usted frecuentemente y después tiene problemas para volver a dormir? 24 38.7 11 18.3 0.011
;Siente usted algunas veces presion en el pecho? 24 38.7 4 6.7 <0.001
;Siente a menudo punzadas dolorosas, entumecimiento u hormigueo en alguna parte del cuerpo? 21 339 7 11.7 0.003
;Se siente inusualmente cansado? 19 30.6 7 11.7 0.009
¢;Su familia le ha dicho que esta distraido? 19 30.6 5 8.3 0.002
¢;Se siente a menudo triste o deprimido sin razén? 18 27.0 1 1.7 <0.001
;Suele tener problemas para concentrarse? 17 27.4 5 8.3 0.005
;Suele olvidar actividades que considera importantes? 12 19.4 2 3.3 0.005
¢;Siente que ha perdido fuerza en brazos o piernas? 12 19.4 2 3.3 0.005
;Ha sentido que se va a caer repentinamente al estar de pie o al caminar? 12 19.4 4 6.7 0.034
¢;Le resulta dificil entender las noticias, programas o novelas que ve en la television o escucha en la radio? 11 17.7 0 0.0 <0.001
¢;Le resulta dificil decidirse a realizar actividades que sabe que debe realizar? 8 129 6 10.0 0.414
;Ha perdido la sensibilidad en sus manos o pies? 5 8.1 2 3.3 0.233
¢;Le resulta dificil apuntarse los botones? 5 8.1 0 0.0 0.031

* Test exacto de Fisher de una cola.

“nuclear buds”). Las frecuencias alélicas fueron calculadas y se comprobd si eran consistentes
con el equilibrio de Hardy-Weinberg (H-WE) con tests asintdticos con el software STATA
v.12.0 ». El nivel maximo de significancia fue 5% (p <0.05).

Consideraciones éticas

Este estudio se acoge a las recomendaciones de la Declaracién de Helsinki y a los estandares
colombianos para investigacion con humanos. El protocolo fue aprobado por los comités
técnicos y éticos del Instituto Nacional de Salud y de la Universidad del Rosario en Bogota,
Colombia. Todos los participantes firmaron un consentimiento informado antes de realizar la
entrevista y tomar las muestras bioldgicas.

Resultados

Ciento veintidos hombres trabajadores participaron en este estudio: 62 trabajadores de talleres
de pintura automotriz expuestos a solventes y 60 no expuestos. Los trabajadores expuestos
tenian una edad promedio de 43.9 £12.4 afios y un tiempo de exposicién promedio de 21 +11
afos; por el otro lado, la edad promedio de los trabajadores no expuestos fue 40.1 £10.6 afios.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p= 0.067) para edad entre los
dos grupos de trabajadores. Adicionalmente, el 39% (n= 24) de ellos trabajaban como pintores,
19% (n= 12) como mecanicos, 16% (n= 10) como reparadores de partes automotrices, 8% (n=
5) como coloristas, y el resto de ellos como trabajadores en areas administrativas (Tabla 1). Se
encontraron diferencias significativas para las variables de exposicién ocupacional e higiene y
elementos de proteccion, siendo mayores para el grupo expuesto.

Los elementos de proteccion personal para la piel reportados por los trabajadores fueron
uniformes en un 75% (47), seguidos por ropa de diario en un 22% (14). Con respecto a los
guantes, 28% dice que usan guantes de nitrilo y un porcentaje igual de caucho. El porcentaje
restante de trabajadores no usa guantes. De los 45 trabajadores que usan respirador, 8% (4) lo
usan con filtro y 35% (16) con doble filtro. Con respecto al tipo de filtro, en el 17% (8) fue un
filtro impermeable a vapores organicos mientras que el porcentaje restante utiliza tapabocas
(mdscara facial), un implemento que no provee adecuada proteccion respiratoria.

Con respecto a la variable de fumadores, 31% (19) de los expuestos y 48% (29) de los no
expuestos nunca habian fumado, mientras que, al momento del muestreo, 20% (13) de los
expuestos y de los no expuestos (12) fumaban. No se encontré diferencia significativa entre los
dos grupos (p=0.102).
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Tabla 3. Polimorfismos de CYP2EI como biomarcadores de susceptibilidad por exposicion
ocupacional de solventes organicos.

CYP2E1
Groupo cl/cl cl/c2 c2/c2 total
n % n % n %
Expuestos 45 72.6 15 24.2 2 3.2 62
No expuestos 40 67.8 16 271 3 5.1 59
Total 85 70.2 31 25.6 5 4.1 121

Tabla 4. Distribucién de las medidas de los biomarcadores por CBMN por exposicion ocupacional
a solventes organicos.

Cohortes

Expuestos No expuestos

No. % No. %
Frecuencia de microntcleos 0 18 29.0 23 38.3
1 14 22.6 17 28.3
2 13 21.0 6 10.0
>3 17 27.4 14 23.3
Frecuencia de células micronucleadas 0 18 29.0 23 38.3
1 16 25.8 21 35.0
2 19 30.6 6 10.0
>3 9 14.5 10 16.7
Frecuencia de puentes nucleoplasmicos 0 41 66.1 51 85.0
1 8 129 5 8.3
2 8 12.9 1 1.7
>3 5 8.1 3 5.0
Frecuencia de “nuclear buds” 0 52 91.2 54 90.0
1 4 7.0 5 8.3
2 0 0.0 1 1.7
>3 1 1.8 0 0.0

La presencia de manifestaciones clinicas fue examinada entre el grupo expuesto y el no
expuesto (Tabla 2). Los sintomas incluidos en el cuestionario Q16 fueron significativamente
superiores en el grupo expuesto cuando fue comparado con el no expuesto en 14 de los

16 sintomas. El nimero de sintomas variaba entre 0 y 13, la media fue significativamente
mayor en el grupo expuesto que en el no expuesto (4 vs. 0, p <0.001, test exacto de una

cola de Mann Whitney-Wilcoxon). El porcentaje de personas con mas de seis sintomas fue
significativamente mas alto en el grupo de expuestos que en el de no expuestos (17.7% vs.
3.3%, p=0.009). Adicionalmente, 6% (4) reportaron haberse intoxicado al menos una vez con
solventes. De los resultados del cuestionario Q16, 32% (20) de los expuestos y 5% (3) de los no
expuestos presentaron mas de seis sintomas.

Las frecuencias alélicas de CYP2E1 se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (p=
0.331). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la caracterizacion
de los genotipos del polimorfismo CYP2E1 en los dos grupos (p= 0.749, test de razén de
verosimilitud exacta). Solamente una muestra de sangre del grupo de no expuestos no pudo
ser procesada (Tabla 3).

Cuando se compararon las caracteristicas evaluadas en el CBMN, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos tanto para las frecuencias de las células
micronucleadas como para los puentes nucleoplasmicos (los valores p para la razén de
probabilidad exacta fueron 0.042 y 0.046, respectivamente) siendo mayores en el grupo
expuesto. Para las frecuencias de micronucleos y “nuclear buds” no se encontraron diferencias
significativas (los valores p para la razon de probabilidad exacta fueron 0.296 y 0.933,
respectivamente) (Tabla 4).
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Tabla 5. Ordinal regression’s models for the interaction of CYP2EI polymorphisms with occupational exposure to organic solvents and
its association with the frequency of micronuclei and micronucleated cells

Intervalo de confianza 95%

Frecuencia de micronicleos Estima Sig.

Limite inferior Limite superior
EXP=+] * [CY2pel=clcl] 1.287 0.013 0.273 2.301
[EXP=+] * [CY2pel= c2c2/clc2] -0.857 0.218 -2.222 0.507
[EXP=-] * [CY2pel=clcl] 0.764 0.139 -0.247 1.775
[EXP=-] * [CY2pel= c2c2/c1c22] 0
Frecuencia de células micronucleadas
[EXP=+] * [CY2pel=clcl] 1.272 0.015 0.252 2.292
[EXP=+] * [CY2pel= c2c2/clc2] -0.974 0.165 -2.349 0.401
[EXP=-] * [CY2pel= clcl] 0.603 0.244 -0.411 1.618
[EXP=-] * [CY2pel= c2c2/c1c2] 0
Nucleoplasmic bridges
[EXP=+] * [CY2pel= clc1] 1.047 0.126 -0.293 2.387
[EXP=+] * [CY2pel=c2c2/clc2] -20.113 - -20.113 -20.113
[EXP=-] * [CY2pel=clcl] -0.361 0.640 -1.875 1.153
[EXP=-]* [CY2pel=c2c2/clc2] * 0
Frecuencia de puentes nucleoplasmicos
[EXP=+] * [CY2pel=clcl] -0.080 0.930 -1.878 1.717
[EXP=+] * [CY2pel=c2c2/clc2] -0.490 0.703 -3.008 2.027
[EXP=-] * [CY2pel=clcl] -0.031 0.973 -1.831 1.769
[EXP=-] * [CY2pel=c2c2/clc2] * 0

*Categoria de referencia

Individuos heterocigotos (c1c2) fueron agrupados con los homocigotos (c2¢2) en la
determinacion del efecto de cada genotipo CYP2E1 en el dafio cromosémico debido al

bajo numero de individuos con el genotipo homocigoto. Las diferencias estadisticamente
significativas fueron encontradas en la interaccion entre el genotipo clcl y la exposicion
ocupacional a solventes organicos, con altas frecuencias de microntcleos y células
micronucleadas (Tabla 5). No se encontraron asociaciones significativas para las frecuencias de
puentes nucleoplasmicos y “nuclear buds”

Discusion

La exposicidn a solventes orgdnicos puede causar serios problemas de salud, incluyendo
intoxicacidn o carcinogénesis, especialmente cuando el benceno esta involucrado. El
biomonitoreo de poblaciones humanas ocupacionalmente expuestas a estos quimicos
es esencial para identificar efectos bioldgicos tempranos y prevenir la ocurrencia de
complicaciones crénicas asociadas *.

Este estudio evalud los efectos genotdxicos por exposicion a solventes organicos en una
muestra de trabajadores rutinariamente expuestos a solventes organicos debido a actividades
laborales asociadas con la pintura de carros, y trabajadores no expuestos a esos agentes.

El promedio de edad observado en ambos grupos fue como los que se encuentran en los
informes disponibles de la poblacién laboral activa en Colombia y en otros estudios de
poblaciones con trabajos similares #. Por el otro lado, es importante mostrar que el tiempo
de exposicion para el grupo expuesto fue de aproximadamente 21 afios, y adicionalmente,
algunos de ellos realizan actividades relacionadas con actividades de pintura en sus tiempos
libres. Estos hechos demuestran que ellos estaban cronicamente expuestos a quimicos,
especificamente hidrocarburos arométicos, que pueden causar efectos en la salud a largo plazo,
como se ha reportado en estudios previos .

En el uso de proteccién personal, presumiblemente tanto empleadores como trabajadores
carecian del conocimiento relacionado con los efectos nocivos de estos agentes, ya que el grupo
expuesto claramente no usaba la proteccidon bésica como ropa de trabajo, guantes y respiradores.
Esta situacion presenta la dificultad adicional a que tan solo el 17% usan guantes de nitrilo, el
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cual es el material recomendado en las hojas de seguridad de estos productos. Con respecto

a la proteccidn respiratoria, el escenario no es diferente, debido a que sélo el 32% usan un
respirador con filtro y, ain mds alarmante, s6lo el 12% usan un filtro apropiado para vapores
organicos. Las condiciones anteriores son preocupantes, especialmente porque estas ya han sido
consistentemente descritas en otras poblaciones también expuestas a los solventes organicos %’.

La manifestacion de desdrdenes emocionales y del humor, asi como desérdenes de memoria
en el trabajo y a corto plazo, han sido asociadas a la exposicion crénica a solventes ». Las
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos expuestos y no expuestos, fueron
relacionadas a algunos sintomas incluidos en el cuestionario Q16 como ser olvidadizos,

sentir rabia sin ninguna razon, sentir presion en el pecho, tener problemas de concentracion,
sentirse tristes o deprimidos sin ninguna razoén, entre otros **. Adicionalmente, un tercio de los
expuestos (32%) reportaron més de seis sintomas incluidos en ese cuestionario, lo que sugiere
riesgo de neurotoxicidad.

Con respecto a la genotoxicidad evaluada a través de CBMN, diferencias significativas fueron
observadas entre expuestos y no expuestos, especificamente en las frecuencias de células
micronucleadas y puentes nucleoplasmicos, indicando el alto grado de genotoxicidad que puede
ser atribuida al uso de solventes organicos en la preparacion de pintura para carros. Vale la pena
mencionar que los CBMN expresan el dafo acumulado en el DNA asociado con la exposicion
crénica como la encontrada en el grupo expuesto. Este dafio acumulado dentro de los linfocitos
por largos periodos, los convierten en centinelas que permite la identificacién de la genotoxicidad,
especialmente a través de analisis como estos, lo que los convierte en uno de los tests citogenéticos
estandar en el campo de la genética toxicoldgica . Estos hallazgos son consistentes con los
resultados obtenidos en estudios previos de exposicion ocupacional a genotdxicos '>*'.

Por el otro lado, la superfamilia citocromo P450 esta involucrada en reacciones metabolicas
de activacion; sin embargo, ademads de con detoxificacion estdn relacionadas con activacion
metabolica en procarcindgenos*. Los polimorfismos de CYP2EL1 se constituyen como
importantes cuando se analizan biomarcadores citogenéticos, debido a que este gen es el
mas abundante en linfocitos . El alelo ¢2 de CYP2E] altera la expresion génica, elevando
los niveles de proteina y disminuyendo la actividad basal de esta, cuando se compara

con el homocigoto clcl 2**. Con respecto a los biomarcadores tanto de susceptibilidad
como de efecto temprano, nuestros resultados son consistentes con otros estudios en los
cuales fue establecido que el genotipo clcl estd asociado al incremento en la frecuencia de
aberraciones cromosdémicas en trabajadores expuestos a solventes organicos . A pesar de
que no se han encontrado diferencias en la actividad basal de las dos variantes de la enzima
(cl y c2), la variante c2 muestra ser mas sensible al dafio por la interaccién con sustancias
como isoniazidas, lo que sugiere que el genotipo clcl es menos sensible al dafo, y por lo
tanto explica por qué genera mas radicales libres bajo la misma exposicion, lo que implica
un incremento en el nimero de alteraciones cromosémicas que puede ser expresadas en la
formacién de micronucleos *. La presencia de micronticleos por otro lado, estd asociada
con los puentes nucleopldsmicos y como se ha mostrado en trabajos previos la presencia
de microndcleos incrementa el riesgo de puentes nucleopldsmicos *. Bajo esta situacion, el
nimero de microntcleos puede ser entre dos y diez veces mayor que el nimero de puentes
nucleoplasmicos y hasta cien veces mayor que el nimero de “nuclear buds”.

Nuestro estudio debe motivar el fortalecimiento de las acciones orientadas a la prevencion y
control del riesgo por parte de los empleados y gestores de riesgos laborales para promover
la vigilancia epidemioldgica ocupacional mds activa, que busque proteger a los trabajadores.
Hemos identificados fallas inaceptables en las medidas bésicas de proteccion que deben
observar los trabajadores expuestos a agentes cancerigenos como los solventes organicos
contenidos en la pintura de automoviles. Nuestros resultados también apoyan el desarrollo
de mds estudios para consolidar los hallazgos relacionados con el efecto de susceptibilidad
ejercido por el genotipo clcl del polimorfismo CYP2EL.
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Nuestro estudio tiene ciertas limitaciones debido a su disefio metodoldgico, como el hecho
de que sdélo pudimos establecer asociaciones no causales, y que puede presentarse un sesgo
de memoria en los trabajadores durante la recoleccién de datos relacionado con los nombres
de los solventes que han usado. Los trabajadores con sintomas mds graves podrian ser mas
propensos a pensar mas detenidamente y con mas detalle sobre los disolventes que utilizaron
en comparacion con aquellos con sintomas menos graves. Debido a que los trabajadores
tuvieron que laborar con solventes durante al menos 5 afios para ser incluidos como
“expuestos” en el estudio, la variabilidad en recordar el nivel de exposicién entre aquellos en
el grupo expuesto probablemente no haya impactado los resultados en las asociaciones entre
solventes organicos y efectos genotoxicos.

De acuerdo con los resultados del estudio, y con las recomendaciones de la Gufa 2015 para la
Seguridad y Salud Integral en el Lugar de Trabajo para trabajadores expuestos al benceno y sus
derivados, sugeririamos que los empleadores de trabajadores expuestos a solventes organicos,
especialmente aquellos que laboran en pintura automotriz, pueden educar a sus empleados
sobre los efectos nocivos de estas sustancias y como protegerse a si mismos mediante
capacitacion en procesos seguros y en el uso de equipo de proteccion personal, normas de
seguridad y controles de ingenieria y administrativos .

Cabe senalar que, debido al efecto sinérgico entre el tabaquismo y la exposicién a solventes
organicos ¥, es necesario implementar estrategias que conduzcan a la eliminacion de esta
practica y la promocion de estilos de vida saludables. En cuanto a las fallas detectadas en el
uso de proteccion personal, es importante establecer un programa técnico para la seleccion
y manejo de respiradores aprobados, asi como proteccién de piel y ojos, segtin el tipo de
exposicion que se identifique en el puesto de trabajo ».

La muestra de nuestro estudio es parte de una poblacion que esta expuesta ocupacionalmente
a solventes orgdnicos que pueden causar intoxicaciones crénicas; por lo tanto, es imperativo
establecer programas de vigilancia epidemioldgica ocupacional que incluyan a todos los
trabajadores. Estos programas deben ir acompanados de evaluaciones periodicas, que
incluyan la historia clinica y ocupacional completa, asi como los resultados de hemogramas

y biomarcadores recomendados por la ACGIH. Esto permitira detectar cambios menores
debidos a la exposicion a solventes organicos de manera oportuna ».

Conclusiones

Los trabajadores expuestos a solventes organicos con polimorfismos de CYP2E1, especificamente
con genotipo clcl, tienen mayor probabilidad de presentar mutaciones en las células

somaticas, condicion asociada con una mayor susceptibilidad a enfermedades como el cancer.
Encontramos diferencias significativas entre expuestos y no expuestos en las frecuencias de
células micronucleadas y puentes nucleoplasmicos; estas mostraron alto grado de genotoxicidad
atribuida al uso de solventes organicos en la preparacion de pintura para carros.

En cuanto a los sintomas incluidos en el cuestionario Q16 fueron significativamente superiores
en el grupo expuesto sugiriendo riesgo de neurotoxicidad. Esto esta en concordancia con la
identificacion de fallas en las medidas basicas de protecciéon que deben tener los trabajadores
expuestos a agentes cancerigenos como los solventes organicos.
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