Importancia del monitoreo genético en
trabajadores expuestos a agentes
mutagenos y cancerigenos.

' Vanessa Ramirez Mayorga

? Patricia Cuenca Berger

Resumen

Desde hace unos afios en Costa Rica han
cobrado importancia enfermedades como el
cdncer y otras, en las cuales el componente
genético juega un rol importante como agente
etiolégico, siendo la interaccién entre los
factores genéticos y ambientales indudable en
el desarrollo de la transformacién maligna.

Por otro lado, el hombre utiliza, en
diferentes procesos necesarios de su vida
moderna (agricultura, industria, minerfa), cada
vez una cantidad mas numerosa de sustancias
sintetizadas artificialmente, a las cuales estd
expuesta toda la poblacién, pero muy
especialmente y en forma intensiva los
trabajadores. Sobre muchas de ellas se
desconocen sus propiedades toxicoldgicas.

A través de los afios se ha venido
acumulando evidencia de mutagenicidad y
cancerigenicidad para numerosas sustancias y
determinadas ocupaciones. Paralelamente ha
sido posible, el desarrollo de metodologias que
permiten evaluar el dafio genético que causan
los agentes ambientales. Por lo tanto, vivimos
un momento en el cual es posible hacer
monitoreo del efecto temprano que causa la
exposiciéon ocupacional y tomar medidas
correctivas, antes de que el proceso de dafio
genético sea irreversible. De esta manera se

puede contribuir a proteger la salud y bienestar
de trabajadores de alto riesgo por razones
laborales.

En este trabajo se investiga el tema y se
argumenta sobre la necesidad de realizar este
tipo de monitoreo en Costa Rica.

Introduccion

La cantidad de sustancias sintetizadas por
el hombre ha aumentado aceleradamente
durante el presente siglo. En 1960 se habian
descrito aproximadamente un millén de
sustancias, en 1980 se conocian alrededor de 5
millones (4), y en 1992 la cifra ascendié a9 o
10 millones (7). Si bien la mayoria de ellas no
estdn dmpliamente difundidas en el medio
humano, se estima que las de uso cotidiano y
extendido alcanzaban a principios de la década
de los 80 unas 70 mil y en la segunda mitad
unas 100 mil (4). Los estudios toxicolégicos y
epidemiolégicos han demostrado la variada
gama de afecciones y enfermedades que se
asocian a la contaminacién del ambiente por
dichos agentes. Las primeras evidencias de su
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carcinogenicidad en humanos se detectaron en
ambientes de trabajo. Principalmente en los
procesos industriales, mineros y petroleros, en
el uso de plaguicidas y otros; donde gran parte
de la poblacién de los paises en desarrollo labora
y estd en contacto con una variedad de
productos, que podrian tener un efecto adverso
en su salud (4). La primera observacién sobre
los efectos malignos de los materiales
empleados en el lugar de trabajo fue hecha por
Percivall Pott en 1795, quien observé un
aumento inusual en la frecuencia de céncer de
escroto en barredores de chimenea en Londres
(S). A partir de esta fecha, se ha asociado
exposicion a una serie agentes quimicos o fisicos
(en los procesos industriales y ocupacionales),
con cancer en humanos (cuadro I). De manera
que la exposicién a agentes téxicos tiene
basicamente dos efectos en la salud: la
formacién de tumores y la ocurrencia de
enfermedades hereditarias. La formacién de
tumores es el resultado de multiples cambios
en células somaticas, siendo un paso importante
en este proceso la induccién de mutaciones. De
manera similar las enfermedades hereditarias se
dan por eventos mutacionales en las células
germinales (9). El dafio en el material genético
puede guiar hacia efectos dafiinos en la célula o
en el organismo. En organismos multicelulares,
las mutaciones en células somdticas® pueden
jugar un papel importante en ciertos estados de
la carcinogénesis, mientras que las mutaciones
en células germinales* pueden provocar
enfermedades hereditarias (1). Por tanto, es muy
importante  realizar  investigaciones
toxicogenéticas, para evaluar a nivel
cromosémico el efecto de la exposicién
ocupacional a agentes toxicos, ya que en algunos
estudios se ha comprobado que una serie de
agentes carcinogénicos para humanos tienen
una evidencia citogenética positiva (Cuadro 2).

En Costa Rica son muy pocos los estudios

en cédncer ocupacional. De acuerdo con un
trabajo realizado por la doctora. Wesseling y
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colaboradores (1996), con trabajadores de las
compafias bananeras, encontraron un
incremento en la tasa de incidencia
estandarizada para melanoma y cancer de pene
en hombres, y en las mujeres para céncer de
cervix y leucemia. Sin embargo, ellos estiman
que estos datos son una subvaloracién de la
realidad; debido a deficiencias en los registros
nacionales de céancer y de mortalidad.(16 )

Deteccién del daiio al ADN.

El dafo al ADN puede medirse de manera
directa (aductos® de ADN, ruptura de cadenas,
alteracién en la secuencia basica del ADN) o
indirecta (mecanismos de reparacién), (15.2)
para lo cual se emplea el monitoreo genético.

Importancia del res bioldgicos

Los indicadores biolégicos tienen utilidad
prdctica como expresiéon de los niveles
alcanzados o de los efectos producidos por las
sustancias o sus metabolitos en el organismo.
Sirven para establecer limites mdximos
tolerables o para sefialar signos de alteraciones
fisiolégicas precisas. Los indicadores bioldgicos
pueden ser: indicadores de dosis interna, cuando
se determinan concentraciones de la sustancia
o de sus metabolitos en algun fluido o tejido
del organismo; indicadores de efecto, cuando
se determinan algunas alteraciones enzimadticas
o modificaciones fisiolégicas precisas.

Segiin sean los niveles o cantidades totales
que alcancen los contaminantes en el organismo
humano, asi serdn los efectos adversos
detectables en €l y se agrupan de la siguiente
manera:

A. No se producen ni se detectan cambios
biologicos.

' (élulas sematicas: Diferentes fipos de células que canstituyen el cuerpo humans exclugends
# las células germinales.

* Células germinales: Gametos [Gvulos y espermatozoides]

¥ Rducto de RN Mezcla en donde la molEcula de una sustancia quimica e encuentra
contenida en fa estructura del ADK,



B. Modificaciones fisiolégicas de significado
incierto.

C. Cambios fisiolégicos definidos, los que se
consideran como centinelas, ya que se trata
de cambios precoces que advierten sobre el
inminente desarrollo de la enfermedad.

D. Desarrollo de la enfermedad.

E. Muerte (Fig. I).

Actualmente se efectiian esfuerzos para
perfeccionar las técnicas, que permitan disponer
de mediciones confiables en el nivel de las
modificaciones centinelas,lo que permite
disponer oportunamente de elementos
confiables, a modo de indicadores, que permitan
desarrollar actividades de vigilancia biolégica
mas eficaces.

En este nivel también es posible identificar
lo que se denomina efecto critico, que
corresponde al primer efecto adverso o
indeseable detectable en el organismo como
consecuencia de la exposicién (4).

Consideraciones para la aplicacién de
actividades de monitoreo genético.

Para evaluar de manera adecuada la
exposicién de las poblaciones humanas a
agentes mutagénicos o carcinogénicos hay que
tener presentes las siguientes consideraciones:
Identificar las condiciones y las caracteristicas
ambientales a estudiar, de manera que
representen con claridad la exposicion a la cual
estd sometida la poblacién, definir el tipo y
nimero minimo de muestras biolégicas
representativas, as{ como normalizar la
obtencién de las muestras bioldgicas y los
procedimientos de laboratorio, lo cual debe
quedar claramente establecido en instructivos
pertinentes. Cuando participa mds de un
laboratorio se deben normalizar los
procedimientos de la técnica. Deben existir
sistemas de control de la calidad analitica y
someterse a evaluaciones peridédicas por parte
de un centro de referencia.

Es importante tener presente que existe el
riesgo de que aparezcan resultados falsos
positivos y resultados falsos negativos. Estos
pueden ser causados, tanto por factores
asociados al control de la calidad en los analisis
de laboratorio, como por enfermedades o
estados bioldgicos no asociados con la sustancia
(4,9,15). Ademds, existen varios factores que
determinan la validez de los métodos de
monitoreo para estimar el riesgo futuro, como
son el fendémeno biolégico medido, la
sensibilidad del método y la especificidad del
mismo.

El monitoreo genético es un procedimiento
mds preciso para evaluar exposicion que el
monitoreo ambiental, porque refleja mejor las
diversas exposiciones a las que estd sometido
un individuo. Sin embargo, su puesta en prictica
tiene algunas dificultades o desventajas
operacionales, tales como la necesidad de tener
suficiente informacién toxicoldgica sobre la
sustancia, la sensibilidad y precision de las
técnicas, la estabilidad del parametro biolégico
seleccionado como indicador, y que las técnicas
que se utilizan sean simples, rapidas y baratas.
No siempre se puede medir la sustancia o el
metabolito en el sitio de accién critico, o sea, la
dosis bioio’gicamente activa; aparte del
problema adicional de no estar bien definido el
limite entre efecto biol6gico adverso y efecto
biolégico no adverso. A su vez no permite medir
aspectos clinicos, por ejemplo, efectos locales
irritativos sobre piel y mucosas, sin mencionar
que en algunas ocasiones existen limitaciones
€ticas u operacionales para la obtencion de las
muestras.(4,8).

Metodologias disponibles para monitoreo
genético y su aplicacion.

ANALISIS CITOGENETICO.

Existe una preocupacién creciente acerca
del efecto mutagénico o carcinogénico de
diferentes agentes téxicos en poblaciones
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humanas expuestas de manera ocupacional, ac-
cidental o por su estilo de vida. A pesar de este
interés tan grande, existen pocos métodos
directos para medir las mutaciones u otras
formas de dafio en humanos expuestos a
mutdgenos o cancerigenos(3).

La principal base conceptual para la
aplicacién de ensayos citogenéticos, es que el
dafio en el material genético celular representa
los eventos iniciales de un proceso que
eventualmente guia la manifestacién de la
enfermedad (Fig. 2) (2,3,11). Entonces la
vigilancia citogenética puede servir como un
indicador temprano, posibilitando la prevencién
de efectos adversos Uno de los pocos métodos
directos que existen es medir los cambios en el
ADN, visualizado al observar los cromosomas.
Dentro de estas alteraciones se incluyen rupturas
y rearreglos cromosémicos (aberraciones
cromosémicas estructurales), o cambios mas
sutiles que involucran la transferencia de partes
de un cromosoma -intercambio de cromatidas
hermanas- (3, 12, 13).

ABERRACIONES CROMOSOMICAS (ACQ).

Es el método mas desarrollado (9). Fue
aplicado décadas atrds para el monitoreo de
poblaciones, con el propésito de proveer de un
meétodo especifico y sensible para ser utilizado
como “dosimetro biolégico® en casos de
exposicién accidental a radiaciones. Su
desarrollo fue posible porque no involucra el
metabolismo y los resultados de los estudios in
vivo pueden compararse directamente con los
resultados in vitro, lo que permite hacer estudios
experimentales modificando algunos factores
(3.9,13,15).

La situacidn es diferente para las sustancias
quimicas, pues muchas de éstas involucran al
metabolismo para la reaccién final, de manera
que los estudios de aberraciones cromosémicas
in vitro e in vivo no son comparables (9).
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La principal desventaja es que el tamizaje
de aberraciones cromosémicas es laborioso y
subjetivo. El test debe hacerse con
confiabilidad, lo que se logra a través de la
experiencia y organizacion, de manera que se
obtengan resultados no sesgados. Bajo estas
condiciones un técnico solo puede analizar 200
muestras de sangre por afo, la mitad de las
cuales deben provenir de testigos no expuestos.
Esta consideracién limita seriamente su
aplicacién a gran escala para el monitoreo de
poblaciones (9,11). Otra desventaja adicional
es que la sensibilidad del método decrece,
porque el nivel de aberraciones es influenciado
por la edad, el consumo excesivo de alcohol, el
fumado y las infecciones virales. Esto debe y
puede controlarse al escoger la poblacion
testigo. Ademds, el efecto de estos factores
pueden reducirse al establecer estudios
longitudinales (9,15).

ENSAYO “CHALLENGE”,
Permite evaluar si el agente afecta la

fidelidad de la reparacién del ADN; para lo cual
se somete a los linfocitos a dosis controladas
de rayos ultravioleta, seguidos por un lapso en
el cual transcurre la reparacién, antes de
aplicarles una segunda dosis. Después se
cultivan los linfocitos y se analiza la frecuencia
de aberraciones cromosdmicas de tipo
cromatida y de tipo cromosoma. Es un método
inespecifico, que permite tamizar el efecto de
muiltiples quimicos. Tiene la desventaja de que
no se conoce cual paso del mecanismo de
reparacién se encuentra dafiado.

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS
HERMANAS (ICH).

En comparacién con las aberraciones
cromosoémicas, es un ensayo mas sensible,
mucho mds facil de realizar e igual de
inespecifico para el tamizaje de agentes
quimicos. La induccién de ICH estd bien

¥ Dosimetro biofdgico: Indicador bioldgica que permite determinar cambios en ef srganismo
lus que se pueden caracterizar de manera cualitativa o coantitaliva a lravés de diferenles
estrategias [6).



correlacionada con la induccién de mutaciones
de punto y la citotoxicidad (9,11,12,13). Tiene
dificultades inherentes, tales como: la relacion
entre clastogenicidad y genotoxicidad no estd
bien establecida y la reversion de las lesiones
es mds rdpida, que con relacién a las
aberraciones cromosémicas. Este factor puede
guiar a resultados variables en los estudios de
poblaciones expuestas (9).

MICRONUCLEOS EN CELULAS ATica A

Este es un ensayo fécil de aplicar porque no
presenta mayores dificultades ni consume
mucho tiempo. La principal ventaja es su
especificidad para detectar efectos clastogénicos
y medir el efecto directamente en el tejido
blanco de personas expuestas. En monitoreos
ocupacionales el blanco generalmente es
desconocido o no estd disponible para el
andlisis; entonces se pierde la ventaja
(9,11,12,13).

ANALISIS MOLECULAR

El dafio al ADN se puede medir en términos
de la formacioén de aductos , ruptura de cadenas
y alteracién o reparacién en la secuencia basica
del ADN. La formacién de aductos requiere
conocer la naturaleza del aducto, y se limita por
el tamafio de la poblacién. No es un ensayo
aplicable para el monitoreo de grandes
poblaciones.

Las técnicas de mapeo con enzimas de
restriccion sirven para analizar alteraciones en
la secuencia de bases del ADN. Se usan para
definir la estructura del gen y para identificar
los polimorfismos por andlisis de ligamiento.
Pueden emplearse para observar cambios
mutacionales, pero su aplicacion es restringida
por la cantidad limitada de sondas de ADN;
ademds de la necesidad de conocer las
secuencias de bases “normales” previamente a
la evaluacion(15).

ANALISIS INMUNOQUIMICOS DE ADUCTOS

La manera mds directa de medir el efecto
primario es detectar y medir la reaccion con el
blanco intracelular. Para los mutdgenos el
blanco ha sido bien identificado como el ADN,
y para los carcinégenos genot6xicos se sospecha
fuertemente que el blanco también es el ADN.
La medicién de estos en el ADN se llama
dosimetria molecular.El mds promisorio de los
métodos de dosimetria estd basado en la
deteccion inmunoquimica de aductos
especificos de ADN en células sanguineas. Este
método puede ser enormemente sensible para
el biomonitoreo de poblaciones humanas
expuestas, puesto que si se pueden detectar los
aductos. Es un indicativo no solo de exposicién,
sino de un posible efecto adverso en la salud.

Este tipo de método es el mas especifico de
biomonitoreo, porque los anticuerpos solo
reconocen un tipo de aducto de ADN, originado
por un quimico conocido. En muchos casos el
bagaje natural esperado del aducto en cuestion
es muy bajo. El problema es el desarrollo del
anticuerpo monoclonal para cada aducto
después de conocer la configuracién del aducto
producido por un quimico especifico. Se pueden
detectar inmunoquimicamente aductos
relacionados por reaccién cruzada de los
anticuerpos, pero posteriormente se hace
necesaria la caracterizacién y purificacién in-
dividual de cada aducto.

Para fines de biomonitoreo, los métodos
inmunoquimicos son capaces de detectar un solo
aducto en 107-10® nucleosidos sin modificar (9).

ELECTROFORESIS DE CELULAS UNICAS.
Es un ensayo rapido, simple, visual y sen-
sible, para medir y analizar rupturas en el ADN
de virtualmente todas las células eucariotas.
También detecta diferencias intracelulares en el
ADN dafiado y en los procesos de reparacidn.
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Requiere de células solas en suspensién - lo que
constituye una limitante, pues existen tejidos
que sor dificiles de disgregar. Las muestras que
se necesitan son pequenas (de 1 a 10 000 células)
y los resultados se obtienen en un dia (10). Por
esto, es un método que tiene una gran aplicacién
para el tamizaje de poblaciones grandes. Es una
metodologia reciente, que aiin estd a prueba
como técnica para ensayar el efecto genotéxico;
sin embargo, por las ventajas que ofrece tiene
un gran futuro.

Conclusiones

En vista de las evidencias que se acumulan
dia a dia. con relacién a la exposicién
ocupacional y el desarrollo de enfermedades,
concluimos que es necesario iniciar el
monitoreo genético continuo de los efectos
tempranos que causan las diversas sustancias
por exposicion ocupacional, de manera que se
pueda intervenir a tiempo y minimizar ¢l dafio
a la salud a largo plazo, Deben ser sujetos de
estudio las personas que trabajan con
plaguicidas (en la produccién de banano, de
flores y otros productos agricolas); los
trabajadores de las refinerias de petréleo
(RECOPE), de gasolineras, de la manufactura
de productos farmacéuticos, de pinturas, los
peluqueros, y de otras ocupaciones para las
cuales el dafio a la salud ya estd documentado.

En el Instituto de Investigaciones en Salud
(INISA), de la Universidad de Costa Rica
(UCR) estamos interesados en desarrollar la
toxicologia genética, por lo cual nos abocamos,
a proveer algunas de las metodologias para el
monitoreo genético de las poblaciones
expuestas, con el apoyo del Departamento de
Sustancias Toxicas y Medicina del Trabajo, del
Ministerio de Salud, la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS/OMS), el
CONICIT y la Vicerrectoria de Investigacion
de la UCR. Estamos llevando a cabo un proyecto
piloto con trabajadoras expuestas a plaguicidas
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y evaluando la utilidad de las siguientes
metodologias: ICH, MN. en linfocitos y en
epitelio oral, ensayo challenge y electroforesis
de células tnicas. Consideramos de vital
importancia contar con herramientas que
permitan evaluar el efecto de los contaminantes,
sobre todo en los grupos de alto riesgo.
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CUADRO #1

PROCESOS INDUSTRIALES Y OCUPACIONES ASOCIADOS CON CANCER EN
HUMANOS EN LAS MONOGRAFIAS DE LA TARC, VOLUMENES 1-58

Grupo Exposicidn

1

2A

2B

Produccién de aluminio

Manufacturacién de auramina

Manufactura y reparacién de calzado
Gasificaciéon del Carbon

Produccion de coque

Fabricacion de muebles y cabinas

Minas de hematita con exposicién a radén
Fundiciones de hierro y acero

Manufactura de isopropanol

Manufactura de magenta “1993"

Exposicién ocupacional a pinturas"1989"
Ciertas ocupaciones en la industria del caucho
Exposicion ocupacional a vapores acidos,fuertemente inor-
ganicos gque contienen &cido sulfirico "1992"

Manufactura de vidrios artisticos, contenedores de vidrio y
articulos de imprenta "1993".

Exposicion ocupacional en barberias y peluguerias "1993"
Exposicion ocupacional en atomizacion y aplicacion de
insecticidas no arsenicales "1991"

Exposicién ocupacional en refinerias de petrélec "1989"

Carpinteria
Trabajar en la industria de manufactura de textiles "1990"

Puimén vejiga
Vejiga

Cavidad nasal, leucemia
Piel, pulmén y vejiga
Piel, pulmén y rifién
Cavidad nasal
Pulmoén

Pulmon

Cavidad nasal
Vejiga

Puimon

Vejiga, leucemia

Pulmon, laringe
(Pulmoén, estémago)
(Vejiga, pulmon)

(Pulmén, mieloma)
{Leucemia, piel}

{Cavidad nasal)
(Cavidad nasal, vejiga)

Estas evaluaciones fueron hechas o confirmadas en 1987, excepto las que se anotaron entre comillas.

(a) Entre par’Entesis

se encuentran los érganos blancos sospechados.

Tomado de: Vainio, H, E. Matos & M. Kogevinas. 1994,

CUADRO #2

EVIDENCIA CITOGENETICA DE EXPOSICION A CARCINOGENOS RECONOCIDOS.

Organoblanco(a)

DATOS DISPONIBLES PARA HUMANOS Y ANIMALES
Métodos citogenéticos

Agente/Exposicion

Humanos Animales

AC ICH MN AC ICH MN
Bebidas alcohdlicas + + - + ?
Benceno - + + +
Mascar tabaco y betel + 4 -
Bis(clorometil) éter y clorometil éter (grado técnico) (+) -
1,4 Butamediol dietanosulfonato (Myleran) (+) + + +
Clorambucil ? + +
Ciclosporina + - -
Alquitran de carbén +
Produccién de coque +
Ciclofostamida + + + + +
Compuesto de cromo hexavalente - + + - +
Melfalan - - +
Aceites minerales no tratados o medianamente tratados +
Compuestos de niquel + - ?
Raddn + -
Fumar tabaco + + + ¥
Tiotepa (+) % + &
Cloruro de vinilo + ? + + §

AC, aberraciones cromosémicas; ICH, Intercambio de cromatidas hermanas; MN, Microntcleos; 0 un estudio.
Tomado de: Sorsa, M. et al. 1992.
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(ambiental) (Concentracién | — | biolégicamente |51 4a70

Exposicién ®© Dosis A O , B ) Alteracién
externa interna Dosis bioldgica
co)

tisular) efectiva (daio citogenéti
(aductos
interaccion con
_ receptores
@ Marcador de exposicion \_ Y,
@ Marcador de efecto
@ Marcador de susceptibilidad
Efectos tempranos
¢ PREEDICTIVIDAD ? (preclinicos, lesion
precancerosa)
Enfermedad D
(cancer, malformaciones
congénitas)
Fig. 1:  Papel de los marcadores bioldgicos como centinelas de la enfermedad. ¢
Tomado con modificaciones de Gonsebatt, M.B. 1994
E
Muerte
Evento causal Actividad celular Fendmeno ﬁsiolégico
Barreras fisicas T
celulares y 95‘%“_?? g
bioquimicas ) mogaiiicaaqs
Lesiones persistentes o
L en ol permanentes
Radiacion ADN .é
; V Enfermedades
Reparacién Muerte he re ditarias,
del ADN celular cAancer,

envejecimiento

> T T

Reparacion  Reparacion
adecuada errénea

Sximicos ADN Cambios en
inalterado informacion

ADN

Fig. 2:  Vias propuestas a través de las cuales el dafio al ADN puede producir efectos adversos a la salud.
Tomado de: Baan, R.A. 1997.
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