UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

AVPENMA DE
MEXICO

Ensayo de micronicleos en células
exfoliadas de mucosa oral como
biomarcador de genotoxicidad y
citotoxicidad en trabajadores de

una imprenta industrial expuestos
a compuestos organicos volatiles

T E S i | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

LICENCIADA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
P R E S E N T A

KARINA VANESA CALTZONTZIN GARCIA

ASESORA:

DRA. MARITERE DOMINGUEZ ROJAS

COSESORA:

DRA. BRENDA IVONN RODRIGUEZ ROMERO

Cuautitlan Izcalli, Estado de México, 2020



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

~ SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES
vaizf.gm NACJONAL ) :EE\\U:TLAN
\VI°N°MA DE )
ME;:Q‘O ASUNTO: VOTO APROB FORIO

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN

PRESENTE o
ATN: LA. LAURA MARGARITA CORTAZAR FIGUEROA
Jefa del Departamento de Exfimenes Profesiotales
de la FES Cuautitlin.

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos
comunicar a usted que revisamos el: Trabajo de Tesis.

Ensayo de microniicleos en células exfoliadas de mucosa oral como biomarcador de genotoxicidad y
citotoxicidad en trabajadores de una imprenta industrial expuestos compuestos organicos volatiles.

Que presenta la pasante: Karina Vanesa Caltzontzin Garcla
Con nimero de cuenta: 313630374 para obtener el Tilulo de (a carrera: Licenclatura en Bioguimica Diagnéstica

Considerando que dicho trabajo rene los requisilos necesarlos para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuauliltan fzcalli, Méx, a 04 de Febrero da 2020,

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMUBRE FIRMA

PRESIDENTE Q.F.B. Rosalba Bonilla Sanchez l_g
Q1.5 Rosalba ljonithia stmeher ¢(; L M&%Z )

VOCAL Q.F.B. Gabricla Escalante Reynoso

SECRETARIO M. en C, Maritere Domingucz Rojas /
ler. SUPLENTE Q.F.B. Maria Llasbeth Hernéndez Calderén %
2do. SUPLENTE L.B.D. Rosa Marfa de los Angeles Lépez Cabrera Libhto-

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dfa y hora del Examen Profeslonal (art. 127).

LMCF/cga*



El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Citogenética L521 de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, bajo la direccién de la Dra. Maritere

Dominguez Rojas.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme vida, por darme fuerzas y por la gran bendicién que es para mi
estar terminando esta licenciatura.

A la Universidad Nacional Auténoma de México por darme un lugar en sus
aulas, por permitir que me hiciera de una carrera profesional y brindarme un
conocimiento invaluable.

A la FES Cuautitlan Campo 1, porque en sus instalaciones adquiri las ensefianzas
que hoy me hacen una licenciada en Bioquimica diagnostica.

A mi mama porque a pesar de todas las adversidades jamas se rindi6é para darme
un mejor futuro, porque nunca solté6 mi mano, pero mas que nada por siempre

brindarme su amor incondicional que me dio las fuerzas para llegar a este logro.

A Isai, mi novio, porque fue mi comparfiero en cada éxito y cada fracaso durante
la carrera, fue quien nunca me dejé sola y siempre me impulso a ser una mejor
persona, porque me amo aun en los momentos de tempestad.

A la profesora Maritere Dominguez Rojas porque es una profesora que me
trasmitié todo su amor y pasién por la genética, y principalmente por confiar en
mi para realizar esta tesis y darme todo su apoyo para poder titularme.

A mi Aby, mi abuelita, porque ha cuidado de mi incluso cuando crei que ya no lo
necesitaba.

A Laura y Elizabeth, porque en ellas encontré mas que buenas comparieras de
trabajo, encontré amigas de verdad, las que te dan su apoyo incondicional.

A Brenda, mi mejor amiga, porque estuvo a mi lado creyendo en mi y hasta
ayudédndome con tareas aun cuando no entendia muy bien lo que haciamos.

A mis amigos Miriam, Sarai, Chris, Montse y Diana, porque fueron personas en
quien confiar y que me ayudaron cuando lo necesite.

A la Dra. Brenda por brindarme su apoyo y confianza para realizar este proyecto.

A todos esos profesores que transmiten sus conocimientos con toda la intencién
de hacer de los estudiantes grandes profesionales, que nos dan su apoyo para
comprender y aprender.



DEDICATORIAS

Dedico esta tesis a mi mama4, que ha sido y es el pilar mas grande
en mi vida, que me dio lo mejor que estuvo en sus manos y hoy
puede ver aqui el fruto de su esfuerzo.

También la dedico a la memoria de mi papa, aunque solo estuvo a
mi lado 8 aflos estoy segura que hoy seria el padre mas orgulloso
gue pueda haber, que donde quiera que este sepa que siempre haré
honor a su nombre.

Gracias a ambos porque construyeron lo que soy el diade hoy, a mi
mamdé porque sigue siendo mi mejor ejemplo de perseveranciay a
mi papa porque, aun en la eternidad, me ensefié a dar todo a las
personas que amamos.

Mi amor eterno sera siempre de ellos.



Indice

INDICE
ADreviaturas. ...........ooiiiiiiiiiii 3
Indice de fIgUIAS. ... ...coviiiiiie ettt 4
Indice de tablas.........couiiiiiiiieii it 6
RESUMEN. .....oiiiiiiic s 7
Introduccion
Capitulo 1. Compuestos organicos volatiles (COV)
1.1 Concepto y clasificacion................oocooeiiiiiiiiiiiiniiiie. 8
1.2 Efectos en la salud humana....................ooooo 9
Capitulo 2. Marco legal relacionado a compuestos orgénicos volatiles
2.1 Legislacién para COV enel mundo...............ccocoeeiiinnn. 10
2.2 Legislaciéon para COV en MéXico..........ccoceviiiiiiiiiniiincnnnnn. 11
Capitulo 3. Impresién industrial
3.1 CONCEPLO. . et 13
3.2 Utilizacion de COV y sUS 11€S0S........ucvuiiniiniiniiiiiiiinenne, 14

Capitulo 4. La técnica de microntcleos

4.1 Definicién y antecedentes del ensayo de microndcleos............17

4.2 Mecanismo de formacién de microntcleos........................... 18
4.3 Ensayo de microntcleos en mucosa oral ...................ccooueini 22
4.4 Biomonitoreo y el ensayo de microntcleos........................... 25



Indice

4.5 TINCIONES. ... eeetiieteie e 25
JUSHIICACION. . ..\t e e e e 28
ODBJEHIVOS. ... 28
Materiales y métodos............oooiiiiiiiiiiiii 29
ReSUIAAOS. .....eeiiiiii e 32
DASCUSION. ... 41
CONCIUSIONES ... ettt 48
REFEIONCIAS. . ... evteite ittt e e 49
ADIEXOS ottt 57



Abreviaturas

ABREVIATURAS

AN: Anormalidades nucleares

BMNCyt: Ensayo de microntcleos en células exfoliadas bucales
BN: células binucleadas

BTEX: Benceno, tolueno, etilbenceno y xileno (incluidos isémeros)
CAT: Catalasa

CMN: Célula micronucleada

CL: Cariolisis

CX: Cariorrexis

COV: Compuestos Organicos Volatiles

DNA: Acido desoxirribonucleico

DSB: Ruptura de doble cadena

EROs: Especies Reactivas de Oxigeno

GSH: Glutatién

GSH-Px: Glutation Peroxidasa

GST: Glutatién-S-Transferasa

HR: Recombinacién homéloga

HUMNXxI: Human micronucleus project on exfoliated buccal cells
IARC: Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
MN: Microntcleo

NHE]: Mecanismo de unién de extremos no homélogos
NIOSH: National Institute for Occupational Safety and Health
NL: Ntcleo lobulado

NO: Oxido Nitrico

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

SOD: Superoxido Dismutasa

SSB: Ruptura de Cadena Sencilla

U.S.E.P.A.: United States Environmental Protection Agency



Indice de figuras

INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. Formacién de microntcleos en una célula expuesta a un agente
GENOTOXICO. ...ttt 19

FIGURA 2. Tipos de uniones huso acromdtico-cinetocoro durante la
INIEOSIS. ..uvit e 20

FIGURA 3. Mecanismo de formaciéon de MN formados de fragmentos
acéntricos o cromatides/cromosomas completos como resultado de DSB

FIGURA 4. Representacién esquematica de una secciéon transversal de la
mucosa bucal normal...............cooiiii 24

FIGURA 5. Quimica de la tincién de Feulgen.......................ol 27

FIGURA 6. Células de mucosa oral observadas con tincion de
Feulgen........ooooiiiii 32

FIGURA?7. Media + E.E de micronticleos en células de mucosa oral de
poblaciéon expuesta a COV y poblacién control. *Diferencia significativa
con prueba “t de Student” (P<0.05).........ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiincneenn, 34

FIGURA 8. Media + E.E de ntcleos lobulados en células de mucosa oral de
poblacion expuesta a COV y poblacién control. *Diferencia significativa
con prueba “t de Student” (p<0.05)..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiii, 34

FIGURA 9. Media £+ E.E de células binucleadas en mucosa oral de
poblacion expuesta a COV y poblacion control. *Diferencia significativa
con prueba “t de Student” (p<0.05).........ccccoiiiiiiiiiiiiii, 35



Indice de figuras

FIGURA 10. Media + E.E de cariorrexis en células de mucosa oral de
poblacion expuesta a COV y poblacién control. *Diferencia significativa
con prueba “t de Student” (p<0.05).........ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 35

FIGURA 11. Media + E.E de cariolisis en células de mucosa oral de
poblacion expuesta a COV y poblacién control. *Diferencia significativa
con prueba “t de Student” (p<0.05)...........c.ccoiiiiiiiiiiiiiiiiii, 36

FIGURA 12. Representacion del coeficiente de correlacién de Pearson entre
horas laborales al dia y MN (r=0.01, p<0.05).........ccummieriiriinnannnnnn. 37

FIGURA 13. Representacion del coeficiente de correlacién de Pearson entre
horas laborales al dia y NL (r=0.69, p<0.05)..........ccccoeiiiiiiiiniinn. 37

FIGURA 14. Representacion del coeficiente de correlacién de Pearson entre
horas laborales al dia y BN (r=0.05, p<0.05)..........cccoooiiiiiiiiiniin 38

FIGURA 15. Representacion del coeficiente de correlacion de Pearson entre
horas laborales al dia y CX (r=0.44, p<0.05)..........ccccoviiiiiiiiiiinnnn. 38

FIGURA 16. Representacion del coeficiente de correlaciéon de Pearson entre
horas laborales al dia y CL (r=0.76, p<0.05)...........cccooiiiiiniiiiniat. 39

FIGURA 17. Ejemplos de agentes/actividades catalogados dentro del grupo
2B de la clasificacién estdandar de la IARC ...............coooiin. 41



Indice de tablas

INDICE DE TABLAS
TABLA 1. Clasificaciéon de los COV con base en su peligrosidad................ 8
TABLA 2. Caracteristicas demograficas de la poblacién en

TABLA 3.

TABLA 4.

TABLA 5.

TABLA 6.

TABLA7.

TABLA 8.

L<S] 40 Lo (o J P 32

Frecuencia de biomarcadores en grupo de trabajadores
expuestos a COV y grupo control ...............cooeeiiiiiinn 33

Comparacién entre poblaciéon problema y poblacién control
para cada uno de los pardmetros medidos. Método: t de
Student para muestras independientes, 0=0.05.................... 33

Analisis de correlacién con coeficiente de Pearson (r) entre
anormalidades nucleares y horas laborales (p=0.05).............. 36

Frecuencia de biomarcadores en fumadores y no fumadores
dentro del grupo expuestoa COV............oooiiiiiininin. 39

Comparacion entre individuos fumadores y no fumadores
dentro de la poblacién expuesta. Método: t de Student para
muestras independientes, a=0.05....................c 40

Comparacion de valores de AN/1000 células entre el presente

estudio e investigaciones similares.....................coooinninniL 42



Resumen

RESUMEN

Los compuestos organicos volatiles (COV) son todos aquellos hidrocarburos que
se presentan en estado gaseoso a la temperatura ambiente normal o que son muy
volatiles a dicha temperatura. Muchos de estos COV, por ejemplo, el benceno y el
1,3-butadieno presentan efectos carcinogénicos, ya que son agentes inductores de
leucemia (Herndndez, 2017). En la impresién industrial, los COV como el tolueno,
xileno o estireno, se emiten durante el proceso de impresién siendo estos los que
han sido vinculados a casos de neurotoxicidad (Hadad, Reza y Mokhtari, 2017).
El ensayo de microntcleos, aplicado en diferentes tejidos, es una de las mejores
técnicas citogenéticas validadas para evaluar el dafio cromosémico en humanos.
El ensayo de MN en un tejido que se divide rdpidamente, como la mucosa bucal,
permite la evaluaciéon del dafio al DNA sin la necesidad de una etapa de
replicaciéon celular in vivo. En el presente trabajo se tiene como objetivo evaluar si
la exposicion a compuestos orgéanicos volatiles causa efectos genotdxicos en
personal de una imprenta mediante el ensayo de microntcleos en células
exfoliadas de mucosa oral. La poblacién expuesta se conformé de 91 trabajadores
de una imprenta de la ciudad de México mientras que la poblacién control fue
constituida por 22 personas consideradas sanas para los fines del estudio. Se
utilizé el método “t de Student” para determinar diferencias significativas (p<0.05)
entre ambos grupos. Los resultados son indicativos de genotoxicidad,
evidenciados por un aumento significativo en la frecuencia de microndcleos
(MN) (2.03£0.15 vs 0.32£0.10) y ntcleo lobulado (NL) (0.27£0.05 vs 0.05+0.03).
También se evidenciaron defectos en la citocinesis representados por el aumento
de células binucleadas (BN) (5.41+£0.37 vs 0.91£0.12). A su vez, se demostrd
muerte celular con el incremento de células con cariorrexis (CX) (0.13+0.03 vs
0.02+0.02) y cariolisis (CL) (0.71£0.08 vs 0.09£0.07). Por otro lado, se utiliz6 el
coeficiente de correlacién de Pearson (r) para determinar si las horas laborales se
encontraban relacionadas con el aumento de MN y las demas AN encontrando
una relacién positiva para cada una de ellas siendo MN (r=0.01, p<0.05), NL
(r=0.69, p<0.05), BN (r=0.05, p<0.05), CX (r=0.44, p<0.05) y CL (r=0.76, p<0.05).
Finalmente con una “t de Student” se comparé el grupo fumador y no fumador de
la poblaciéon expuesta encontrando que ninguna de las AN cambian
significativamente (p<0.05) por este factor teniendo los respectivos valores de
MN (2.12£0.23 vs 1.96£0.20), NL (0.32+0.08 vs 0.25+0.06), BN (4.79£0.51 vs
5.92+0.51), CX (0.12+0.04 vs 0.14+0.05) y CL (0.72+0.12 vs 0.70+0.11). Se concluye
que la exposicion laboral a COV dentro de la impresion industrial induce
genotoxicidad, muerte celular y defectos en la citocinesis, ademas de que hay una
relacion directa entre estos dafios y las horas laborales. También se concluye que
el tabaquismo no influye de ninguna manera en el aumento o disminucién de las
AN. Aunque la exposicién a COV forma parte de la vida cotidiana debido a las
emisiones generadas por grandes empresas, la exposicién laboral se puede
disminuir utilizando el equipo de bioseguridad adecuado.



Introduccién

INTRODUCCION

Capitulo 1. Compuestos organicos volatiles

1.1 Concepto y clasificacion

Los compuestos organicos volatiles (COV) son todos aquellos hidrocarburos que
se presentan en estado gaseoso a la temperatura ambiente normal o que son muy
volétiles a dicha temperatura. Se puede considerar como COV aquel compuesto
orgéanico que a 20°C tenga una presién de vapor de 0.01 kPa o mads, o una
volatilidad equivalente en las condiciones particulares de uso (Ministerio para la
transicion ecolégica, 2010).

Suelen presentar una cadena con un numero de carbonos inferior a doce y
contienen otros elementos como oxigeno, fltor, cloro, bromo, azufre o nitrégeno.
Su ntmero supera el millar, pero los méds abundantes en el aire son metano,
tolueno, n-butano, i-pentano, etano, benceno, n-pentano, propano y etileno.
Tienen un origen tanto natural (COV biogénicos) como antropogénico (debido a
la evaporaciéon de disolventes orgéanicos, a la quema de combustibles, al
transporte, etc.) (Ministerio para la transicion ecoldgica, 2010).

La clasificacién de los COV depende del parametro empleado. La Agencia de
Medioambiente del Reino Unido establece una clasificacion de los COV en funcion de su
peligrosidad. Esta clasificacion, basada en la realizada por la TA-Luft alemana, es la
siguiente:

Tabla 1. Clasificacion de los COV con base en su peligrosidad (Ministerio para
la transiciéon ecoldgica, 2010).

Clase Ejemplo
Extremadamente peligrosos para Benceno, cloruro de vinilo y 1,2
la salud dicloroetano
Compuestos de clase A (pueden Acetaldehido, anilina, cloruro de bencilo,
causar dafios importantes al tetracloruro de carbono, acrilato de etilo,
medioambiente) tricloroetano, triclorotolueno
Compuestos de clase B (con menor Acetona, etanol

impacto en el medioambiente)
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La presencia de los COV estd fundamentalmente influenciada por actividades en
las que se empleen disolventes organicos. Algunas de las actividades donde es
posible que se den emisiones de COV son:

o,
o

Pinturas y barnices (e industrias donde se usen éstos)
Industria sidertrgica

Industria de la madera

Industria cosmética

Industria farmacéutica

X3

¢

X3

¢

o,
o

o,
o

(Ministerio para la transicién ecolégica, 2010).

1.2 Efectos en la salud humana

Los COV afectan tanto de manera medioambiental como directamente sobre la
salud del ser humano. Algunos COV, al ser contaminantes del medio ambiente,
ingresan al cuerpo a través de la piel, por inhalacién o por ingestion.
Posteriormente, estos compuestos son metabolizados y exhalados (van de Kant et
al., 2012).

Como efectos que pueden producir estdn problemas respiratorios, irritaciéon de
ojos y garganta, mareos, etc. También se pueden dar efectos psiquidtricos
(irritabilidad, dificultad de concentracién, etc.) (Ministerio para la transicion
ecoldgica, 2010).

Los efectos de los COV sobre la salud humana dependen de los siguientes
factores:

=  Del compuesto y su grado de toxicidad.

=  De la via de exposicion: por inhalacién, por ingestién o por contacto con
la piel y puede causar:

o A largo plazo: lesién de higado, rifiones, sistema nervioso
central y cancer.

o A corto plazo: irritacién de ojos y vias respiratorias, dolor de
cabeza, mareo, trastornos visuales, nduseas, fatiga, alergias.

(Hernandez, 2017)
= Concentracién de COV (ppb)
(HealthLinkBC, 2018)
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Varios COV han demostrado ser carcinégenos en estudios con animales cuando
éstos fueron expuestos a altas concentraciones (Berkeley Lab, 2019). Muchos de
estos COV, por ejemplo, el benceno y el 1,3-butadieno presentan efectos
carcinogénicos, ya que son compuestos inductores de dafio cromosémico que
pueden causar leucemia; los aromaticos estan clasificados como carcinogénicos y
mutagénicos (Hernandez, 2017).

Los riesgos de cancer derivados de la exposicion a estos COV se han estimado
utilizando modelos de evaluacién de riesgos y exposicién. Algunas de estas
estimaciones se basan en extrapolaciones de animales a personas y todas las
estimaciones se basan en extrapolaciones de dosis altas (por ejemplo,
ocupacionales industriales). Estos modelos generalmente estiman los riesgos para
sustancias quimicas individuales y, por lo tanto, no pueden proporcionar
informacién sobre si las exposiciones a sustancias quimicas simultdneas causan
efectos mayores que (o menores que) la suma de sus efectos individuales
(Berkeley Lab, 2019).

En el campo de la evaluacion del riesgo de céancer, el supuesto general de
precauciéon ha sido que los riesgos de cancer aumentan o disminuyen en
proporcion directa a la magnitud de la exposicién al contaminante sin una
concentracién umbral (una concentracién por debajo de la cual no existe un
mayor riesgo de cancer). Si esta suposicion es correcta, se presume que cualquier
nivel de exposicién en interiores a carcinégenos conocidos plantea algtin riesgo
de cancer (Berkeley Lab, 2019).

Capitulo 2. Marco legal relacionado a compuestos organicos volatiles

2.1 Legislacion para COV en el mundo

En el marco internacional, se estableci6 en Europa la Directiva 1999/13/CE en el
afio 1999 para limitar la emisién de COV debidas al uso de disolventes organicos
en determinadas actividades como limpieza en seco, fabricacién de calzado,
imprenta, procesos de recubrimiento, acabado de vehiculos, entre otros. En esta
norma se toman en cuenta los posibles efectos sobre la salud humana y la
exposicién profesional, particularmente a las actividades donde hay emisién de
COV como en la industria de la imprenta (Hernandez, 2017).

En Espafia, la Ley 31/1995 de Prevenciéon de Riesgos Laborales (LPRL), regula el
derecho de los trabajadores a disponer de unas condiciones de trabajo que no
perjudiquen su seguridad o salud. Uno de los pilares sobre el que se asienta es la
denominada evaluaciéon de riesgos, previa al inicio del trabajo, y de cuyos

10
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resultados se derivan las medidas preventivas y condiciones que es necesario
adoptar en cada puesto de trabajo en relacién con cualquier tipo de riesgo
existente (fisico, quimico, biolégico, ergondémico, psicosocial, condiciones y actos
inseguros, etc.) (Cavallé, 2011).

Concretamente, en materia de agentes quimicos la normativa de desarrollo de la
LPRL es el Real Decreto 374/2011. Es de destacar también la obligacién del
empresario de formar e informar a los trabajadores, de una forma eficaz y
especifica para el puesto de trabajo, sobre los riesgos y las medidas adoptadas
para evitarlos de forma que puedan desarrollar su actividad de forma segura y
saludable en todo momento. Las deficiencias en estos ultimos aspectos son
responsables, de una forma significativa, de un elevado niimero de accidentes
laborales (Cavallé, 2011).

2.2 Legislacion para COV en México

Con lo que respecta a México, en primer lugar se debe considerar la Constitucién
Politica de los Estados Unidos Mexicanos, en la cual el articulo 123 relacionado al
trabajo menciona:

Articulo 123, Toda persona tiene derecho al trabajo digno y socialmente 1itil;
XIV. Los empresarios serin responsables de los accidentes del trabajo y de
las enfermedades profesionales de los trabajadores, sufridas con motivo o en
ejercicio de la profesion o trabajo que ejecuten; por lo tanto, los patronos
deberdn pagar la indemnizacion correspondiente, segiin que haya traido
como consecuencia la muerte o simplemente incapacidad temporal o
permanente para trabajar, de acuerdo con lo que las leyes determinen.

XV. El patron estard obligado a observar, de acuerdo con la naturaleza de su
negociacion, los preceptos legales sobre higiene y seguridad en las
instalaciones de su establecimiento (...), asi como a organizar de tal manera
éste, que resulte la mayor garantia para la salud y la vida de los trabajadores
(Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos, 1917 con reforma
2017).

Por lo que respecta a la Ley Federal del Trabajo:

Titulo cuarto, Derechos y Obligaciones de los Trabajadores y de los Patrones
Capitulo 1, Obligaciones del patron. Articulo 132, Son obligaciones de los
patrones

Fraccion XVIII (...) se deberd difundir a los trabajadores la informacion sobre los
riesgos y peligros a los que estian expuestos (Ley Federal del Trabajo, 1° de abril de
1970, reforma 2015).
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Aunque ninguno de estos apartados mencionan a los COV explicitamente si se
habla de la seguridad e higiene que debe ser proporcionada a los trabajadores
independientemente del giro del empleo.

Actualmente estdn en vigencia tres normas oficiales mexicanas que tratan sobre
niveles de emision de COV, siendo las siguientes normas:

=  NOM-075-SEMARNAT-1995, Que establece los niveles maximos
permisibles de emision a la atmésfera de compuestos organicos volatiles
provenientes del proceso de los separadores agua-aceite de las refinerias
de petrdleo.

=  NOM-121-SEMARNAT-1997, Que establece los niveles maximos
permisibles de emision a la atmoésfera de compuestos organicos volatiles
(COVs) provenientes de las operaciones de recubrimiento de carrocerias
nuevas en planta de automéviles, unidades de uso multiple, de
pasajeros y utilitarios; carga y camiones ligeros, asi como el método para
calcular sus emisiones.

=  NOM-123-SEMARNAT-1998, Que establece el contenido méximo
permisible de compuestos orgéanicos volatiles (COVs), en la fabricaciéon
de pinturas de secado al aire base disolvente para uso doméstico y los
procedimientos para la determinacion del contenido de estos en pinturas
y recubrimientos.

Estas normas abarcan sectores como refinerias de petrdleo, recubrimientos
automotrices y fabricacién de pinturas, sin embargo, se requiere regular
contenido y tipo de COV en pinturas, adhesivos, selladores, solventes.

Ademas de estds NOM, hay otras mas que, aunque no hablan especificamente de
los COV si hablan de sustancia quimicas peligrosas, exposicién ocupacional y sus
cuidados, por lo que deben ser tomadas en cuenta dentro de ambientes laborales
donde exista una emisién de COV.

=  NOM-030-STPS-2009, Servicios preventivos de seguridad y salud en el
trabajo, funciones y actividades.

=  NOM-005-STPS-1998, Relativa a las condiciones de seguridad e higiene

en los centros de trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de
sustancias quimicas peligrosas.
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= NOM-010-STPS-2014, Agentes quimicos contaminantes del ambiente
laboral - Reconocimiento, evaluacién y control.

*  NOM-018-STPS-2000, Sistema para la identificacion y comunicacion de
peligros y riesgos por sustancias quimicas peligrosas en los centros de
trabajo.

* NOM-047-55A1-2011, Salud ambiental-indices biolégicos de exposicion
para el personal ocupacionalmente expuesto a sustancias quimicas.

= NOM-048-SSA1-1993, Que establece el método normalizado para la
evaluaciéon de riesgos a la salud como consecuencia de agentes
ambientales.

= NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccién ambiental-salud, ambiental -
Residuos peligrosos biolégico - infecciosos - Clasificacion y
especificaciones de manejo.

Capitulo 3. Impresién industrial

3.1 Concepto

La impresién industrial es el uso de técnicas de impresiéon para renderizar un
articulo industrial, que podria ser casi cualquier cosa, incluidos jabones,
champdts, botellas y cigarrillos, etc. Sin embargo, la impresién industrial no se
limita a los productos de fébrica, cuando se habla de membretes, tarjetas de
presentacion, carteles, volantes y otros medios impresos en grandes cantidades,
también es una aplicaciéon de impresién industrial (Waqas, 2016).

En general, la impresién industrial se divide en 4 tipos cuando se trata de
marketing de impresion, segtn el tipo de clientes que atienden o el material de
impresiéon con el que trabajan. Se debe tomar en cuenta que los diferentes
productos impresos utilizan diferentes técnicas de impresiéon (Waqas, 2016).

e La impresion de envases, también denominada packaging, estd
relacionada principalmente con articulos de fabrica como cajas, bolsas,
botellas, etiquetas, etc.

e La impresiéon de publicaciones, como se indica por nombre, esta
relacionada con periédicos, libros, revistas, etc.

13



Introduccién

e Las plantas son formas de impresién localizadas que solo se utilizan
para una empresa especifica.

e La impresion comercial es la forma mas comun de impresién industrial
que sirve tanto a pequefios como a grandes clientes y se ocupa de una
amplia variedad de servicios de impresion, incluidos articulos de
papeleria, folletos y revistas. Se ha convertido en un medio popular
tanto para empresas grandes como pequenas.

(Wagqas, 2016)

Con respecto al 4rea de packaging, se deben considerar diversos procesos para la
impresion industrial, entre ellos estan:
e Impresion offset
e Flexografia
e Impresion digital: inyeccion de tinta y xerografia
e Huecograbado
(Catalytic Products, sf)

La flexografia es un proceso utilizado principalmente para imprimir en una
variedad de sustratos diferentes, incluyendo pléstico, papel de aluminio, pelicula
de acetato y papel. Los productos tipicos impresos con flexografia incluyen cajas
corrugadas, envases flexibles entre los que estan bolsas de compras y minoristas,
bolsas y sacos de alimentos e higiene, cartones de leche y bebidas, plésticos
flexibles, etiquetas autoadhesivas, vasos y recipientes desechables, sobres y papel
tapiz (Catalytic Products, sf).

En este proceso de impresion, la placa flexogréfica se entinta y el sustrato
finalmente se intercala entre el cilindro de la placa y el cilindro de impresién para
transferir la imagen. El sustrato alimentado por rollo pasa a través de un secador
que permite que las tintas se sequen antes de que la superficie se toque
nuevamente. La flexografia utiliza tintas muy fluidas (baja viscosidad) con un
alto porcentaje en volumen de solvente orgénico (Catalytic Products, sf).

3.2 Utilizacién de COV y sus riesgos

La flexografia es una de las actividades industriales que utilizan ampliamente
COV, los cuales se usan principalmente debido a su alta volatilidad. Las
principales fuentes de emision en las operaciones de impresion flexogréfica son:
lineas de aplicacién de revestimiento, areas de evaporacion y hornos de secado
(Catalytic Products, sf).
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En los departamentos de impresién, las principales fuentes de COV son los
solventes y las tintas, debido a su baja presién de vapor, cantidades significativas
de tolueno, xilenos y otros compuestos volatiles se emiten durante el proceso de
impresiéon (Hadad, Reza y Mokhtari, 2017). Las tintas utilizadas contienen COV
como alcoholes, glicoles, ésteres, hidrocarburos y éteres que, cuando se evaporan
durante el proceso de impresién, reaccionan en la atmoésfera para formar ozono
que puede causar efectos adversos en la salud humana (Catalytic Products, sf).

El “Manual de identificacién de puntos de emisiones Fugitivas y conducidas, al
aire, para industrias de Competencia estatal” reporta que las principales
emisiones dentro de la industria gréafica son de COV provenientes de solventes y
de diluyentes de tintas, las cuales se emiten durante su aplicacién y secado, asi
mismo existen emisiones derivadas de los solventes utilizados en la limpieza
(tanto su almacenamiento como manipulaciéon) y como humidificadores (solucién
fuente). Durante el proceso de publicacién pueden existir emisiones por el uso
pegamentos y gomas. Entre otros componentes que se pueden identificar en estas
emisiones estan el xileno, MEK (Metil Etil Cetona) y tolueno. Pueden existir
también emisiones de gases de combustiéon por el uso de combustible en el
proceso de secado (Lopez et al., sf).

Multiples investigaciones reportan que el benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos,
abreviados como BTEX, estan presentes en una gran variedad de productos
incluyendo pinturas industriales, aerosoles, combustibles, materiales para la
manufactura de pesticidas, pléasticos, entre otros (De Aquino et al., 2016), ademas
de ser los productos mas mencionados dentro del &mbito que se estudia por lo
que se les dara especial atencion.

El benceno se absorbe por inhalacion, ingestién y / o absorcion dérmica y luego
se convierte en metabolitos toxicos por las oxidasas de funcién mixta en el higado
y la médula o6sea. Los metabolitos pueden unirse covalentemente a
macromoléculas celulares, causando interrupcién del crecimiento celular y la
replicacién. La IARC y USEPA han clasificado independientemente el benceno
como un carcinégeno humano del Grupo A y Clase 1, respectivamente, en base a
evidencia suficiente de carcinogenicidad de estudios en humanos (Kuranchie et
al., 2019).

Por su parte, segtin la OMS, el tolueno no es genotéxico ni cancerigeno para
animales y humanos. Sin embargo, otros estudios revelan que el tolueno es
cancerigeno para las ratas y tiene potencial téxico para la reproducciéon
(Christofoletti et al., 2013). El tolueno se convierte principalmente en alcohol
bencilico y se excreta como hipurato. Como se mencioné, los datos humanos no
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son concluyentes con respecto a la genotoxicidad del tolueno. Los estudios en
trabajadores expuestos estdn limitados por la exposicién concurrente a otras
sustancias quimicas, el pequefio tamafio de la poblacién estudiada y la falta de
monitoreo histérico de la exposicién, ademds es probable que los métodos no
sean lo suficientemente sensibles como para detectar manifestaciones pequenias,
pero significativas, de genotoxicidad (IARC, 2012)

Por su lado, el xileno tiene una accién neurotdxica manifestada por disfuncién
cognitiva, aumento de los niveles de catecolaminas hipotalamicas, hiperactividad
y convulsiones. Sin embargo, segin la OMS, el xileno no tiene potencial
genotéxico o carcinogénico para humanos y animales de laboratorio
(Christofoletti et al., 2013).

Los estudios de genotoxicidad en mezclas de xilenos y sus isémeros (los
isémeros de xileno de m, o y p, difieren solo en la colocacién de los dos grupos
metilo en el anillo de benceno (Kuranchie et al., 2019)) han proporcionado
resultados consistentemente negativos en una variedad de ensayos y sistemas de
prueba in vitro e in vivo (bacterias, levaduras, células de mamiferos cultivadas,
ratones, ratas y humanos). Sin embargo, los xilenos pueden causar fragmentacién
del DNA indirectamente, es decir, a concentraciones citotoxicas debido a las
nucleasas liberadas por los lisosomas en las células en vias de muerte celular
(IARC, 2012)

Por dltimo, la JARC ha determinado que la exposicién a largo plazo al
etilbenceno puede causar cdncer en humanos (Kuranchie et al.,, 2019), sin
embargo, muchas pruebas son contradictorias a este respecto.

Ademas, los procedimientos de limpieza pueden dar lugar a emisiones que son
varias veces mayores que las emitidas durante otras tareas ya que los productos
utilizados son a base de petréleo (Hadad, Reza y Mokhtari, 2017).

Las tintas utilizadas en el proceso de flexografia estan hechas basicamente de una
mezcla de resinas, aceites vegetales o minerales, pigmentos y solventes. Los
ingredientes principales de las tintas convencionales son pigmentos, aglutinantes,
portadores y aditivos. En comparacién con la tinta a base de solvente, la tinta a
base de agua utiliza como vehiculo la misma para sustituir la mayoria de los
solventes organicos y, por lo tanto, su desarrollo y aplicaciéon conducen a la
reduccién de emisiones de COV como una de las principales fuerzas impulsoras
de la innovacién del producto (Hadad, Reza y Mokhtari, 2017).
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Son muchos los procesos industriales que generan emisiones de COV, por
ejemplo, la fabricacién de recubrimientos y pinturas con cerca de un 46% de las
emisiones totales, por su parte, el uso de tintas para impresion corresponde a un
6% de las emisiones (Coava y Tovar, 2009). Mencionado el uso de los COV en
esta industria hay que hablar sobre los riesgos que se corren en la exposiciéon
laboral a estos compuestos.

A nivel epidemiolégico existen casos tan relevantes como los del n-hexano
(paralisis del calzado) y numerosa documentacién relativa a casos de
neurotoxicidad derivada del tolueno, xileno o estireno (Cavallé, 2011).

Si se valora el uso histérico y su evolucion, se destaca la irrupcion de los
disolventes clorados a partir principalmente de la década de los 60 y 70, como
alternativa a los aromaticos, muy inflamables y que, por lo tanto, supuso una
mejora en términos de seguridad (incendios) pero no en términos de salud,
puesto que su toxicidad es muy elevada. En la actualidad existen iniciativas
encaminadas a la sustitucién de los clorados por otros disolventes de menor
peligrosidad y su descenso ya se ha observado (Cavallé, 2011).

Muchos COV muestran efectos neurotodxicos sobre el sistema nervioso central. En
intoxicaciones agudas, los efectos son graduales segun el nivel de exposicién
(cefaleas, cansancio, cambios de la conducta, efectos similares a la embriaguez,
inconsciencia, coma). Los casos leves remiten al finalizar la exposicién, mientras
que las exposiciones elevadas pueden causar lesiones permanentes e incluso la
muerte. En terminologia de prevencién de riesgos laboral se denominan
comunmente “narcéticos”. La exposicion prolongada y repetida a algunos COV
suele causar cambios irreversibles para los que no se recupera la funcién normal
como la encelopatia crénica o el sindrome psicoorganico debido a los COV,
reconocido como enfermedad profesional en algunos paises (Cavallé, 2011).

Capitulo 4. La técnica de microntcleos

4.1 Definicién y antecedentes del ensayo de micronticleos

Los microntcleos fueron identificados por primera vez a finales del siglo XIX
cuando Howell y Jolly encontraron pequefias inclusiones en eritrocitos de gatos y
ratas. Estas inclusiones, denominadas cuerpos de Howell-Jolly también se
observaron en eritrocitos de sangre periférica de pacientes con anemia severa.
Siendo esta la primera descripcién reportada de los microntcleos (Hayashi, 2016).
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En 1959, Evans y colaboradores trataron de evaluar la aberracién cromosémica
cuantitativamente. Este fue el primer informe para evaluar la aberraciéon
cromos6mica por la frecuencia de células que contienen microndcleos entre las
células normales y estimaron que aproximadamente el 60% de los fragmentos
cromoso6micos contribuyeron a la formacién de microntcleos (Hayashi, 2016).

En 1983, el comité de microntcleos del programa US-EPA Gene Tox reporté un
resumen general que incluia una base de datos de resultados de pruebas de
microntcleos evaluando sustancias quimicas. Los carcinégenos y los no
carcindgenos se evaluaron mediante varios sistemas de pruebas in vivo y la
prueba de microntcleos obtuvo la mejor puntuacién para estimar el potencial
carcinogénico de los quimicos entre los ensayos estudiados (Hayashi, 2016).

Durante este mismo afio, la creencia de que los MN eran biomarcadores sensibles
de genotoxicidad se confirmé mediante el desarrollo de protocolos
recomendados, métodos de puntuacién, niveles de dosis, eleccién de especies,
diferencias de sexo, ensayos de cultivos celulares, en vivo y consideraciones
estadisticas (Luzhna et al., 2013).

El proyecto de micronticleos humanos (HUMN), establecido en 1997, es un
programa de colaboracion internacional destinado a estandarizar el ensayo de
microntcleos en linfocitos de sangre periférica y evaluar los efectos del protocolo
y los criterios de puntuacion en los valores obtenidos. Esta parte del proyecto
HUMN se complet6 y los resultados se publicaron en 2001 (Kashyap & Reddy,
2012).

4.2 Mecanismo de formaciéon de micronicleos

Por definicién, los MN son una masa de cromatina que tiene forma de un
pequeio nicleo, se originan a partir de fragmentos de cromatidas/cromosomas
acéntricos o de cromatidas/cromosomas completos que quedan atrds en la
anafase de las células en divisién y no se incluyen en el ntcleo principal durante
la telofase (Luzhna et al., 2013). Estos aparecen cerca del ntcleo principal en las
células interfésicas. Estdn rodeados de membrana nuclear y en el citoplasma
parecen pequefios ntcleos, que son visibles al microscopio 6ptico (Matheus,
Tibisay, y Bolafios, Alba; 2014), Los microntcleos se asocian estrechamente con
errores mitéticos y, por lo tanto, se consideran indicadores de aneuploidia e
inestabilidad genémica (Kalsbeek & Golsteyn, 2017).
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Célula expuesta a agentes genotdxicos Formacidn de micronicleo

= o Micronicleo

Divisidn celular

Figura 1. Formacion de micronticleos en una célula expuesta a un agente genotéxico (Modificado de
Luzhna et al., 2013)

La formacién de microntcleos puede iniciarse por errores en la segregacion de
cromosomas 0 DNA dafiado, que puede inducirse por factores quimicos y fisicos
tal y como se representa en la figura 1. Los factores se dividen en dos grupos:
aneunégenos y clastégenos. Los aneunégenos inducen la formacién de
microntcleos que contienen cromosomas completos dirigidos a la segregacion de
los cromosomas en un nucleo. Por el contrario, los clastégenos dan como
resultado microntcleos que contienen fragmentos de cromosomas acéntricos, que
son causados por la induccién de rupturas del DNA (Kalsbeek & Golsteyn, 2017).

La estructura de un MN depende de cémo se formé. Los factores quimicos y
fisicos son atribuibles a los diferentes mecanismos a través de los cuales se
pueden formar los microntcleos. Estos mecanismos implican cambios en la
cantidad de proteinas o defectos causados por la mutacién que afecta la envoltura
nuclear, la estructura de la region centromérica del cromosoma, la unién a
microtabulos del huso, ruptura de DNA de doble cadena, amplificacién de
oncogenes y cromosomas de doble minuto (Kalsbeek & Golsteyn, 2017).

Como ya se mencioné los MN pueden consistir en fragmentos acéntricos o
crométides/cromosomas completos. Para formar un fragmento acéntrico, las
rupturas de doble cadena (DSB) de DNA deben ocurrir en una crométida
hermana o extenderse a todo el cromosoma anafésico. Esto sucede solo si el nivel
de DSB supera la capacidad de reparacion de las células en divisién, lo que se
debe principalmente a la mala reparacién de las DSB por la recombinacién
homéloga (HR) disfuncional o defectos en las enzimas del mecanismo de unién
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de extremos no homélogos (NHE]). La formaciéon de MN es a menudo el
resultado de la reparacién por escisién simultanea de los dafios y la incorporacion
de la base incorrecta. Una falla en el evento de relleno de huecos apropiado lleva
a DSB (Luzhna et al., 2013).

Con respecto a la formaciéon de MN consistentes de cromatidas, la mala
segregacion de las cromatidas hermanas suele ocurrir debido a la ausencia o la
unién inadecuada de los microtabulos del huso acromatico a los cinetocoros del
cromosoma. Las uniones estables anfitélicas de los microttibulos generan tensién
en los cinetocoros, asegurando la orientacion correcta de las cromatidas. Las
uniones inestables microtibulo-cinetocoro como las sintélicas (ambas cromatidas
hermanas estan unidas al mismo polo del huso), monotélicas (solo se une un
cinetocoro sin la segunda crométida hermana) o las merotélicas (un cinetocoro
estd unida a ambos polos del huso) no producen una tensién significativa, lo que
hace que el enlace sea sensible a la disociacién. Si no se corrigen, tales uniones
conducen a una segregacion inadecuada y pérdida de cromosomas, lo que resulta
en aneuploidia y formacién de microndcleos, respectivamente (Luzhna et al,,
2013). Cada una de los tipos de uniones mencionadas se representan en la figura
2.
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Figura 2. Tipos de uniones huso acromatico-cinetocoro durante la mitosis (Modificado de Luzhna et al.,
2013).
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Segun Fenech y colaboradores (2011), el principal mecanismo de formacién de
MN originado a partir de la mala segregacion cromosémica es la hipometilacion
de las regiones centroméricas y paracentroméricas-repeticiones satélite. Por lo
general, los satélites estdn hipermetilados y la pérdida de metilacion alarga las
regiones repetidas, lo que disminuye la tensién en los cinetocoros y crea
conexiones erréneas entre los microtabulos del huso mitético y los cromosomas
(Fenech et al., 2011). A veces, las cromatidas / cromosomas no pueden segregarse
ya que el huso acromatico no puede separarlos debido a la despolimerizacién de
tubulina. (Luzhna et al., 2013).

S\ MN
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Fragmento acéntrica

® Regaracidn del DA Cromatida Cramaosama
, parjamun i U Inianes micratibula- U Hipametilacidn de regiones
EIEELKEIT:T:A de un cromosoma cinetocaro monotélicas y Eate’lite bAoA
R merotélicas Despolimerizacidn de
EIEEntm?,pw R o HHEL ¥ Despolimerizacicn de microtibulos
sl microtibulns U Farmacidn de un cromosama
ke U Defectos del cinetocaora dicéntrico por HR o NHEJ
® Mutaciones en genes de ? Defectos del cinetocara
chekponit en |z anafase * Mutaciones en genes de

chekponit en la anafase

Figura 3. Mecanismo de formacién de MN formados de fragmentos acéntricos o
cromatides/cromosomas completos como resultado de DSB de DNA (Modificado de Luzhna et al., 2013).
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Por ultimo, hay que mencionar a los cromosomas dicéntricos, estos son productos
de HR entre secuencias de DNA complementarias de diferentes cromosomas o de
NHE] entre dos cromosomas que sufren de DSB de DNA. Teniendo dos
centrémeros, un cromosoma dicéntrico puede unirse a dos cuerpos opuestos del
huso que tiran de las cromatidas en direcciones opuestas. En ausencia de ruptura,
la membrana nuclear rodea ambos nicleos formando un puente
nucleoplasmatico entre ellos. Eventualmente el puente nucleoplasmatico se
rompe durante la citocinesis, lo que resulta en una formacién de MN’s. (Luzhna
et al., 2013). Los mecanismos mencionados para la formacién de MN quedan
resumidos en la figura 3.

4.3 Ensayo de micronticleos en mucosa oral

El ensayo de microntcleos, aplicado en diferentes tejidos, es una de las mejores
técnicas citogenéticas validadas para evaluar el dafio cromosémico en humanos.
El ensayo de microntcleos con bloqueo de la citocinesis (CBMNcyt) en linfocitos
de sangre periférica es el método mas frecuente en la evaluacion biolégica de
poblaciones humanas para evaluar la exposicion a agentes genot6xicos,
deficiencia de micronutrientes o exceso e inestabilidad genética. Ademas, la
evidencia cientifica reciente sugiere una asociacion entre una mayor frecuencia de
MN en los linfocitos y el riesgo de cancer y otras enfermedades degenerativas
relacionadas con la edad. El ensayo de microntcleos aplicado en células
exfoliadas bucales (BMNCyt) proporciona un método complementario para
medir el dafio en el DNA y los efectos citotéxicos en un tejido facilmente accesible
que no requiere cultivo in vitro (Bolognesi & Fenech, 2013).

El mecanismo de formaciéon de MN en las células exfoliadas bucales es
consistente con el modelo propuesto para los linfocitos. El ensayo de MN en un
tejido que se divide rapidamente, como la mucosa bucal, permite la evaluacién
del dafio al DNA sin la necesidad de una etapa de replicacién celular in vivo justo
como ya se habfa mencionado. Otra ventaja de este enfoque minimamente
invasivo es que se puede usar sin establecer un cultivo celular, una técnica
normalmente asociada con los andlisis metafasicos cldsicos, y también con el
analisis de interfase, como en el método de bloqueo de citocinesis en linfocitos
binucleados (Bonassi et al., 2011).

No obstante, este ensayo permite la deteccién de otras anormalidades nucleares
como son los ntcleos lobulado (NL), las células binucleadas, cariorrecticas y
carioliticas.

Las células con NL, “broken-eggs” o células con yemas nucleares se forman por
la eliminacién de DNA amplificado extracromosémico durante la interfase como
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paso intermedio en la formacién de microntcleos de doble minuto, y también se
producen a partir de los restos de puentes nucleopldsmicos rotos. Los puentes
nucleoplasmicos se originan a partir de cromosomas dicéntricos que se forman a
través de la reparaciéon incorrecta de roturas de DNA y eventos de fusién de
telémeros (Cheong et al., 2013).

Respecto a las células binucleadas (BN), son aquellas que contienen dos ntcleos
principales en lugar de uno, los cuales tienen la misma morfologia e intensidad
de tincién y son indicativas de la alteracién citocinética mencionada. Su
formacioén principalmente se asocia con aneuploidia, lo que refleja la inestabilidad
gendmica. Ademads, un estudio sugiri6 que en muchos tipos de células de
mamiferos el primer paso para niveles mas altos de ploidia es que las células se
vuelvan binucleadas, y esto podria desempefiar un papel en la transformacién
maligna de una poblacién celular determinada. Los mecanismos moleculares por
los cuales se produce esta induccién estin lejos de entenderse. Posibilidades
como el mal posicionamiento de los centriolos, el efecto de los medicamentos
sobre la polimerizacién de la tubulina, la interrupcion causada por agentes
quimicos sobre los microfilamentos y los microtibulos, o incluso un posible
efecto sobre la polimerizacién de actina/miosina se han descrito (Oliveira et al.,
2019)

Por otro lado, la muerte celular esta representada por la presencia de células con
CXy CL. La CX es la fragmentacién destructiva del nacleo de una célula que esta
muriendo, por lo cual su cromatina se distribuye irregularmente en todo el
citoplasma nuclear. En otras palabras, es una ruptura nuclear en fragmentos mas
pequerios, esto generalmente conduce a la CL, es decir una disolucién progresiva
de la cromatina dafiada (Minhas et al., 2016)

Las células de la mucosa oral son células que entran en contacto por primera vez
con diferentes productos potencialmente cancerigenos, como lo son el tabaco y el
alcohol, por lo tanto, estas células son susceptibles a ser dafiadas por estos
agentes antes de que se reflejen en cualquier otra condicién sistémica. Como estas
células son altamente proliferativas, son responsables de causar mas del 90% del
cancer epitelial. Por lo tanto, la aplicacién de esta prueba en células epiteliales se
considera una herramienta sensible para biomonitorear el dafio genético en la
poblacién humana. La deteccién de personas que tienen un mayor riesgo de
transformacién maligna es fundamental para prevenir y reducir el namero de
muertes, asi como el tratamiento costoso y doloroso que se realiza en los
pacientes (Metgud & Neelesh, 2018).

Respecto a los costos, un dia de consulta en primer nivel es de $798 y $103 para
estudios de laboratorios, de presentarse alguna patologia, el paciente debera
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acudir a la consulta de especialidad con un costo de $2, 237. En caso de
hospitalizacién, un dia se paga por $8, 732 mientras que una sesién de
quimioterapia en caso de alguna enfermedad cancerigena resulta ser de $7, 113;
en pesos mexicanos de acuerdo a los Costos Unitarios por Nivel de Atencién
Meédica actualizados al 2020.
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Figura 4. Representacion esquematica de una seccion transversal de la mucosa bucal normal.
Se ilustran las diferentes capas celulares de individuos sanos, las posibles relaciones espaciales y los
diversos tipos de células anormales (Modifica de Thomas et al., 2009).

Por otra parte, la mucosa bucal es un epitelio escamoso estratificado que consta
de cuatro capas distintas. Los diversos tipos de células, las anomalias nucleares y
las posibles interrelaciones espaciales entre los distintos tipos de células en la
mucosa bucal, que se observan en un ensayo de BMNCyt, se muestran en la
Figura 4 (Thomas et al., 2009).
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4.4 Biomonitoreo y el ensayo de microntcleos

El biomonitoreo humano es una metodologia destinada a evaluar la exposicién
humana a agentes ambientales que son capaces de inducir efectos adversos a la
salud. El biomonitoreo humano puede medir los agentes (como productos
quimicos), sus metabolitos o productos de reaccién en tejidos o muestras
humanas, como sangre, orina, cabello, tejido adiposo y dientes. Este se basa en el
uso de biomarcadores, indicadores medibles de cambios o eventos en los sistemas
biolégicos. La principal ventaja de usar biomarcadores es intrinseca a su
naturaleza, ya que representan una medicién integradora de la exposicién a un
agente determinado que resulta de vias complejas de exposicién humana, ademas
incorpora informacién toxicocinética y caracteristicas individuales como la
susceptibilidad genética (Knudsen y Franco, 2012).

Con respecto a epidemiologia molecular y citogenética, la frecuencia de MN en
células exfoliadas se usa ampliamente como biomarcador para evaluar la
presencia y el alcance del dafio cromosémico en poblaciones humanas. Este
ensayo tiene precisién y potencia estadistica que se obtiene al realizar el conteo de
un gran ndmero de células. El ensayo de microndcleos se ha utilizado
ampliamente para evaluar el dafio genético debido a las caracteristicas del estilo
de vida, la exposicién ocupacional, las enfermedades y el riesgo ambiental.
También tiene aplicaciones en el biomonitoreo humano, la ecotoxicologia, la
evaluacion del riesgo de cancer, las pruebas de drogas farmacéuticas, entre otros
(Yadav & Jaggi, 2015).

Ademas, la minima invasividad de la recoleccién de células, el bajo costo, la
facilidad de almacenamiento y de la preparaciéon de los portaobjetos hacen que el
ensayo de MN con células epiteliales bucales sea la eleccién ideal para estudios
epidemiolégicos moleculares. El BMNCyt propuesto por primera vez por Stich y
colaboradores en 1982 atin contintia ganando popularidad como biomarcador de
dafio genético en numerosas aplicaciones. La prueba permite la deteccion de
clastégenos y aneundgenos, ademas ofrece una gran oportunidad para evaluar la
genotoxicidad mediante la cuantificacién de microntcleos, células binucleadas,
nucleos lobulados, cariolisis, cariorrexis, picnosis y cromatina condensada (Yadav
& Jaggi, 2015).

4.5 Tinciones

Para que el BMNCyt tenga una aceptacion y credibilidad generalizada en los
estudios de poblacién humana se requiere la estandarizacién del protocolo para
cada uno de sus componentes como son los criterios de puntuacién ademas de un
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mejor conocimiento de las caracteristicas criticas que afectan los resultados del
ensayo (Bonassi et al., 2011).

Diversos estudios han demostrado que la fuente de variabilidad mas importante
y estadisticamente significativa para la determinar la frecuencia de MN es el
método utilizado para tefiir las células bucales. Se han observado frecuencias de
MN miés altas en los estudios que utilizan la tincién de Giemsa o acetorceina, lo
que confirma que la baja especificidad de estas tinciones conduce a resultados
falsos positivos en comparacién con las tinciones especificas de DNA, como es la
tincion de Feulgen (Bolognesi et al., 2013). Feulgen-Fast Green se ha establecido
por defecto, ya que se identifica como el método de tincion de DNA mas
especifico y versatil, ademas esta recomendado en el protocolo HUMNXxI (Bonassi
etal., 2011).

Puede haber muchas posibilidades de por qué se observa una alta frecuencia de
MN con las tinciones inespecificas de DNA, las cuales pueden ser:
¢ Interpretacion errénea de AN como CX, CL, BN como MN
e Formacién de granulos de queratina que se encuentran en células
degeneradas con AN. Estos cuerpos redondos encontrados como
consecuencia de una lesién celular no contienen DNA y pueden ser
contados como MN
e Contaminacion de bacterias.
e Otros: granulos pequefios que se parecen MN, pero pueden ser
diferenciados con su indice de refraccién e intensidad de color.
(Metgud & Neelesh, 2018)

Ademas de estos puntos, las frecuencias de MN mads altas observadas en los
laboratorios que utilizan dichas tinciones podrian deberse a la puntuacién de
fragmentos no nucleares que se asemejan a MN, como pueden ser granulos de
queratohialina o las bacterias. Este tema ha sido discutido por Singh y
colaboradores [1975], quienes enfatizaron que la ausencia de DNA en los
granulos de queratohialina se demuestra por el hecho de que el reactivo Feulgen
no los tifie, mientras que Giemsa puede tefiirlos facilmente debido a su estructura
rica en proteinas. También se ha informado que los granulos de queratohialina no
solo se producen en células de la capa granular de la epidermis interfolicular de
la piel, sino también en el epitelio oral (Bonassi et al., 2011).

Si bien, la tincion de Feulgen es un método citoquimico/topoquimico clasico que

ha permitido a los investigadores revelar el DNA como componente de la
cromatina y los cromosomas. Las imagenes Feulgen-positivas exhiben un color
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magenta (rojo-ptrpura) cuando se observan con microscopia de luz ordinaria o
un color rojo con microscopia de fluorescencia (Mello & Vidal, 2017).

La reaccién de Feulgen consta de dos pasos:

1. Hidrolisis acida: generalmente realizada con una solucién de HCI, la
hidrélisis acida desnaturaliza el DNA e induce la despurinacién dando
pie al desenmascaramiento de los residuos de desoxirribosa, lo que los
hace funcionar como aldehidos.

2. Tratamiento con el reactivo de Schiff: un leucoderivado de la fucsina
basica. La segunda fase de la reaccién de Feulgen consiste en la reaccién
de los aldehidos de DNA que fueron expuestos por despurinacién con el
reactivo de Schiff que es especifico para aldehidos y cetonas, el reactivo
originalmente es incoloro o de color pajizo y al reaccionar da como
resultado el producto de color magenta.

(Mello & Vidal, 2017)
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JUSTIFICACION

Los compuestos orgénicos volatiles son utilizados ampliamente en la flexografia
como proceso de impresioén industrial, sin embargo, diversos estudios han puesto
de manifiesto que la exposicién a estos compuestos puede perjudicar la salud
humana. En américa latina y el caribe se estima que mas de 30, 000 personas
mueren al afio por exposicién a sustancias quimicas entre las que se encuentras
los COV, aunado a esto, se tiene que los costos de atencién médica se elevan por
encima de los $1000 cuando se trata de asistir a un médico especialista ante la
presencia de una patologia derivada de dicha exposicién. Debido a estos datos,
realizar un biomonitoreo en trabajadores expuestos a COV se vuelve de gran
importancia con el fin de detectar si hay un dafio genotdxico en trabajadores
pertenecientes a la industria de la impresién antes de que manifiesten una
patologia que puede ir desde una enfermedad respiratoria hasta cdncer. Dado
que el muestreo fue realizado por conveniencia se observa la falta de
homogeneidad entre las poblaciones sin embargo esta se ve justificada con el
tratamiento estadistico.

OBJETIVOS

GENERAL

Realizar un biomonitoreo a trabajadores de una imprenta mediante el ensayo de
microntcleos en células exfoliadas de mucosa oral para relacionar la
genotoxicidad y citotoxicidad con la exposicién a compuestos organicos volatiles.

PARTICULARES

v" Cuantificar la frecuencia de microntcleos y de nicleos lobulados como
evidencia de genotoxicidad.

v" Cuantificar la frecuencia de células binucleadas como evidencia de
defectos en la citocinesis.

v" Cuantificar la frecuencia de cariolisis y cariorrexis como indicadores de
muerte celular.

v Relacionar los resultados obtenidos con los factores tabaquismo y horas
laborales en la imprenta.

28



Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS

Grupo expuesto a COV

La poblacién de estudio fue constituida por 91 personas trabajadoras de una
imprenta de la ciudad de México, considerando a personas con cargos obreros las
cuales participaron por conveniencia al ser un proyecto de salud ocupacional por
lo que la N qued6 sujeta a la voluntad del ntimero de participantes. Se realizé un
cuestionario a cada uno de los trabajadores y se les proporcioné una carta de
consentimiento informado (Anexos) los criterios tanto de inclusién como de
exclusién considerados fueron los siguientes:

Criterios de inclusiéon

-Ser trabajadores de la imprenta seleccionada

-Estar expuestos directa o indirectamente o los COV utilizados en la
imprenta

-Estar en plena disposicion de participar en el estudio

-Edad indistinta

-Sexo indistinto

Criterios de exclusion

-Padecer enfermedades bucales recientes (ulceras bucales, herpes labial)
-Presencia de sangrado o infeccién bucal al momento del estudio

Criterios de eliminacion
-Muestras inadecuadas
-Abandono del estudio

Grupo control

La poblacion control fue constituida por 22 personas consideradas sanas para los
fines del estudio las cuales participaron por conveniencia al ser un proyecto de
salud ocupacional por lo que la N quedé sujeta a la voluntad del ntimero de
participantes. Se les proporcioné una carta de consentimiento informado
(Anexos)

Criterios de inclusiéon

-Estar en plena disposicion de participar en el estudio
-Ser considerados clinicamente sanos

-Edad indistinta

-Sexo indistinto
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Criterios de exclusion

-Estar expuestos a COV en su trabajo/ ocupacion

-Ser fumadores y alcohdlicos

-Padecer enfermedades bucales recientes (ulceras bucales, herpes labial)
-Presencia de sangrado o infeccién bucal al momento del estudio

Criterios de eliminacion
-Muestras inadecuadas
-Abandono del estudio

Toma de muestra

Previo a la toma de muestra se les proporciono un trago de agua para realizar un
ligero enjuague bucal. Se realiz6 una serie de tres raspados en los carrillos
internos de la boca con un aplicador de madera estéril, se raspo la mejilla
derecha, la mejilla izquierda y por dltimo, con el fin de aumentar el numero de
células colectadas se rasparon ambas mejillas. De cada raspado se realiz6 un
frotis en un portaobjetos nuevo, limpio, previamente rotulado.

Procesamiento y tincién de laminillas
Las muestras se fijaron en metanol absoluto por 10 minutos hasta el momento de
la tincién. Se realiz6 la tincion de Feulgen siguiendo los siguientes pasos:
1. Sumergir las laminillas en un vaso Coplin con solucién de HCI 5M a
25°C por 15 minutos
2. Enjuagar las laminillas en un vaso Coplin con agua destilada por 3
minutos
3. Sumergir las laminillas en un vaso Coplin con reactivo de Schiff a 25°C
por 90 minutos
4. Enjuagar las laminillas en un vaso Coplin con agua destilada por 10
minutos

Analisis microscépico

Las laminillas se observaron en un microscopio 6ptico de campo claro marca
CETI a 10X y 40X. Por cada participante se analizaron 2000 células para
identificar microntcleos, ntcleos lobulados, células binucleadas, cariolisis y
cariorrexis.
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Anilisis estadistico

Se gener6 una media + error estindar (E.E) de la media y se realiz6é una “t” de
Student (p<0.05) para determinar la existencia de diferencia significativas entre
los valores de genotoxicidad (células micronucleadas y células con ntcleo
lobulado), dafio citostatico (células binucleadas) y muerte celular (cariorrexis y
cariolisis) correspondientes al grupo expuesto a COV y al grupo control. Por otra
parte se realiz6 un coeficiente de correlaciéon de Pearson [El coeficiente de
correlaciéon de Pearson mide el grado de asociacién entre variables e indica tanto
direccién como magnitud. Por una parte su signo, positivo en cada caso, indica
que a valores altos de una variable corresponden valores altos de la otra. La
magnitud refleja la intensidad de la asociacién entre las dos variables y mientras
mas cercano sea el valor a 1 mds fuerte sera la asociacién (Camacho, 2008)] para
observar si las horas laborales estan relacionadas con el incremento o
disminucién de microntcleos, nidcleos lobulados, células binucleadas y células
con cariorrexis y cariolisis. Finalmente se realiz6 una “t” de Student (p<0.05)
para determinar la existencia de diferencia significativas entre los valores de
genotoxicidad (células micronucleadas y células con ntcleo lobulado), dafio
citostatico (células binucleadas) y muerte celular (cariorrexis y cariolisis) al
comparar a la poblacion expuesta fumadora y no fumadora
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RESULTADOS

Como primer punto, se describe de manera general a las personas participantes
en el estudio haciendo la distincién entre grupo expuesto a COV y grupo control.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de la poblacion en estudio

Caracteristica Grupo expuesto Grupo control
Sujetos (n) 91 22
Genero
Masculino 83 13
Femenino 8 9
Edad promedio 38 afios 35 afios

Patologias reportadas

Si 15 0

No 76 22
Consumo de cigarrillos

Fumador 41 0

No fumador 50 22

Los hallazgos observados en la muestra de mucosa oral con la tincién de Feulgen

se muestran en la Figura 6.
-
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Figura 6. Células de mucosa oral observadas con tincién de Feulgen. (A) Célula diferenciada normal de
mucosa oral con su nucleo en perfecto estado. (B) Célula micronucleada. (C) Célula con nucleo lobulado,
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también denominado brote nuclear o “broken egg”. (D) Célula binucleada, se puede observar que los
ntcleos permanecen unidos. (E) Se observan 2 células empalmadas, el circulo amarillo denota el ntcleo
de una célula con cariorrexis. (F) Célula con cariolisis, el ntcleo se ve vacio tinicamente notando la
membrana nuclear. Observado en microscopio 6ptico con objetivo 40x. Fuente: creacion propia.

A continuacién se muestra el promedio de cada una de las AN correspondientes
a los grupos de estudio y su respectivo error estandar.

Tabla 3. Frecuencia de biomarcadores en grupo de trabajadores expuestos a
COV y grupo control (media * error estindar).

Biomarcadores Grupo expuesto a COV Grupo control
Microntcleos (MN) 2.03+0.15 0.32+0.10
Ntcleos lobulados (NL) 0.27+0.05 0.05+0.03
Células binucleadas (BN) 5.41+0.37 0.91+0.12
Cariorrexis (CX) 0.13+0.03 0.02+0.00
Cariolisis (CL) 0.71+0.08 0.09£0.07

Con los datos recolectados se realizé una t de Student para cada AN con el fin de
comparar el grupo expuesto a COV y el grupo control y asi encontrar diferencias
significativas que demostraran los efectos nocivos por la exposiciéon a estas
sustancias quimicas.

Tabla 4. Comparacion entre poblacion problema y poblaciéon control para cada
uno de los parametros medidos. Método: t de Student para muestras
independientes, 0=0.05

Efecto evaluado | Daiio celular | p<0.05 ‘ Conclusion Consecuencia por COV

Genotoxicidad MN 1.8x10-15 Dario genotéxico
NL 1.1x10-4

Hay diferencia
Defectos en la BN 1.2x10-20 significativa Danos en citocinesis
citocinesis

Muerte celular CX 6.9x10-3 Muerte celular

CL 1.3x10-7
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Para cada AN se construyeron gréaficos donde se puede apreciar la diferencia
entre los resultados promedio de ambos grupos. Para los MN, el hallazgo en el
grupo expuesto a COV es 6 veces mas grande que en el grupo control.
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Figura 7. Media + E.E de microntcleos en células de mucosa oral de poblacién expuesta a COV y
poblacién control. *Diferencia significativa con prueba “t de Student” (p<0.05)

Con respecto al valor de NL, la diferencia es 5 veces mayor al compararse con el
grupo control, estos resultados en conjunto manifiestan un dafio genotdxico
causado por la exposicién a COV.
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Figura 8. Media # E.E de ntcleos lobulados en células de mucosa oral de poblacion expuesta a COV y
poblacién control. *Diferencia significativa con prueba “t de Student” (p<0.05)
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Los defectos en la citocinesis quedaron evidenciados con el indice de BN donde el
conteo en el grupo expuesto fue casi 6 veces mayor que el del grupo control,
quedando esto explicito con los resultados de la prueba de t de Student.
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Células binucleadas

Figura 9. Media * E.E de células binucleadas en mucosa oral de poblacién expuesta a COV y poblacion
control. *Diferencia significativa con prueba “t de Student” (p<0.05)

Por otra parte, también se encontraron AN indicativas de muerte celular, en
primer lugar se exponen los resultados obtenidos para la CX donde el grupo
control obtuvo un valor 6 veces menor que el grupo expuesto a COV.
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Figura 10. Media * E.E de cariorrexis en células de mucosa oral de poblacién expuesta a COV 'y
poblacién control. *Diferencia significativa con prueba “t de Student” (p<0.05)
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Esta ultima grafica representa los resultados para la CL, siendo la AN donde la
magnitud de la diferencia entre los grupos es la mayor correspondiendo a cerca

de 8 unidades.
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Figura 11. Media * E.E de cariolisis en células de mucosa oral de poblacion expuesta a COV y poblacién
control. *Diferencia significativa con prueba “t de Student” (p<0.05)

Ademas de la comparacién entre el grupo expuesto y el grupo control se buscé
correlacionar los resultados de AN obtenidos en los trabajadores de la imprenta
con las horas de sus jornadas laborales teniendo una rango de 7.5 hasta 10 horas,
esto utilizando el conocido coeficiente de Pearson.

Tabla 5. Analisis de correlacién con coeficiente de Pearson (r) entre
anormalidades nucleares y horas laborales (p<0.05)

Biomarcadores Y Relacion Magnitud Interpretacion
MN 0.01 Directa Débil
NL 0.69 Directa Significativa
H lacié
BN 0.05 Directa Débil ay correlacion
directa
X 0.44 Directa Moderada
CL 0.76 Directa Significativa
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Aungque la tabla 5 expone los valores de los coeficientes de Pearson (r) para cada
AN la magnitud de la correlacién queda mejor ejemplificada con graficos. La
figura a continuacion representa la débil relacién encontrada entre MN y horas
laborales.
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Figura 12. Representacion del coeficiente de correlacién de Pearson entre horas laborales al dia y MN
(r=0.01, p<0.05)

La relacion entre NL y las horas laborales es muy significativa como se observa en
la figura donde la linea punteada muestra una fuerte correlacion.
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Figura 13. Representacion del coeficiente de correlacion de Pearson entre horas laborales al dia y NL
(r=0.69, p<0.05)
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Respecto a las BN la relaciéon es muy débil, la linea punteada demuestra esto al
observarse casi completamente recta.

— BN Lineal (BN)

8.50 833
7.50

6.50 36

5.50 27 5.5
450
3.50 3-82

7.5 8 9 9.5 10

Horas laborales al dia

Media BN /1000 células

Figura 14. Representacion del coeficiente de correlacion de Pearson entre horas laborales al dia y BN
(r=0.05, p<0.05)

Particularmente las AN relacionadas a muerte celular mostraron una relacién
firme, teniendo una r de 0.44 para la CX que se traduce en una recta con
pendiente inclinada.

—CX Lineal (CX)
2]
& 0.20
E 0.18
€ 015 0.14
S 0.12
€ 0.10
S 0.08
%5 0.05
2 0.00 0.00
S 7.5 8 9 9.5 10

Horas laborales al dia

Figura 15. Representacion del coeficiente de correlacion de Pearson entre horas laborales al dia y CX
(r=0.44, p<0.05)
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Respecto a la CL se observa la r de mayor magnitud y por lo tanto la recta con
mayor pendiente, haciendo evidente la estrecha relacién entre las horas laborales
con exposicién a COV y muerte celular.
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Figura 16. Representacion del coeficiente de correlacion de Pearson entre horas laborales al dia y CL

(r=0.76, p<0.05)

Por dltimo se buscé una relacién entre tabaquismo y exposicion a COV
realizando una t de Student comparando trabajadores fumadores y no fumadores.
A continuacién se enlistan en la tabla 6 los resultados promedios de ambos

grupos y su respectivo E.E.

Tabla 6. Frecuencia de biomarcadores en fumadores y no fumadores dentro del
grupo expuesto a COV (media * error estandar).

Fumadores expuestos a

No fumadores expuestos

Biomarcador cov a Cov
Microndtcleos (MN) 2.12+0.23 1.96+0.20
Nrtcleos lobulados (NL) 0.32+0.08 0.25+0.06
Células binucleadas (BN) 4.7940.51 5.92+0.51
Cariorrexis (CX) 0.12+0.04 0.14+0.05
Cariolisis (CL) 0.7240.12 0.7040.11
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Las t de Student realizadas por cada AN no demostraron ningan resultado

significativo dado que todas las p fueron >0.05 por lo que no queda demostrada

ninguna relacién entre el tabaquismo y la exposicion a COV.

Tabla 7. Comparacion entre individuos fumadores y no fumadores dentro de la
poblacién expuesta. Método: t de Student para muestras independientes,

a=0.05

Efecto evaluado Biomarcador P
Genotoxicidad MN 0.59
NL 0.49
Defectos en la BN 0.12

citocinesis

Muerte celular CX 0.76
CL 0.90

Conclusion

No hay diferencia
significativa

Cabe recalcar que al momento de tomar las muestras dentro de la fabrica se pudo
constatar que los trabajadores tnicamente utilizaban una cofia como equipo de
seguridad mientras que algunos cuantos también usaban cubre bocas, sin

embargo eran una minoria.
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DISCUSION

En el afio 2014 el NIOSH estimaba que 9,8 millones de trabajadores en América
Latina estaban expuestos a solventes organicos. De hecho la OMS incluye el
trabajo en imprenta dentro del grupo 2B, es decir, estudios con animales han
demostrado que este oficio posiblemente causa cancer (Pablos, 2015).

LA IARC ESTABLECE
SU CLASIFICACION
SEGUN LA EVIDENCIA
EXISTENTE DE QUE
ESTOS AGENTES
CAUSAN CANCER

Pulsa sobre
cada grupo

)IS0500

ALDEVERA Hll\'l]SI][ NAFTALINA

0008

GASOLINA TRABAJO EN mm 0E TRABAJ0 DE
INDUSTRIA TEXTIL CARPINTERD

Figura 17.Ejemplos de agentes/actividades catalogados dentro del grupo 2B de la clasificacién estandar
de la TARC (Pablos, 2015)

El presente estudio buscé determinar si la exposiciéon a COV dentro de una
fabrica dedicada a la flexografia repercute en dafios genotdxicos y citotoxicos. Los
resultados obtenidos con la prueba de “t de Student” al comparar la frecuencia de
MN y las demés AN entre el grupo expuesto a COV y el grupo control indican
que hay diferencias significativas entre ambos grupos (tabla 4), lo que se traduce
en el hecho de que la exposicién a COV dentro de la impresién industrial implica
dafios al DNA, defectos en la citocinesis y también la inducciéon de muerte
celular.

Ya que los valores de genotoxicidad y citotoxicidad son estadisticamente
significativos vale la pena compararlos con aquellos obtenidos en investigaciones
donde el BMNCyt fue usado con el mismo propésito. En la tabla 8 se encuentran
los valores obtenidos en este proyecto y los que se obtuvieron en trabajadores de
diversas indoles expuestos a COV.
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Tabla 8. Comparacién de valores de AN/1000 células entre el presente estudio e
investigaciones similares

Biomarcador Imprental Central Bomberos®  Gasolinera*  Pintores Centros
termoeléctrica? de autos® industriales®
MN 2.03vs0.32 1.8vs0.2 3.91vs1.25 2.18vs0.45 6.9vs2.2 10.20vs7.73*
NL 0.27vs0.05 NR 5.69vs1.73 NR NR NR
BN 5.41vs0.91 NR NR NR NR 12.90vs6.20
CX 0.13vs0.02 24.12vs1.48 NR NR NR
CL 0.71vs0.09 82.4vs58.3 152.6vs21.5 NR NR 10.09vs5.00

Los valores se reportan como media del grupo expuesto vs media del grupo control, respectivamente.
NR: no reportados. *: Diferencia no significativa

1Presente estudio

2Garcia et al., 2012

3 Ranjan et al., 2005

4 Salem et al., 2018

SMartino, Viégas & Roth, 2003

6 Dominguez et al., 2005

Todos los valores reportados mostraron diferencias significativas en los estudios
correspondientes a excepcion del valor para MN en los trabajadores de centros
industriales. Aun cuando dicho valor es discrepante, los 4 valores mas
correspondientes a MN son similares a los obtenidos en este estudio lo que
respalda la afirmacion de que los COV tienen efectos genotéxicos. Similar a esto,
otros estudios han demostrado un aumento correlacionado en MN y NL en
células tratadas con mitomicina C (Cheong et al, 2013), un reconocido
quimioterapéutico genotoxico.

Para las demas AN los valores reportados son mayores por una gran diferencia
con respectos a los valores obtenidos, sin embargo mantienen la aseveracion de
que los COV inducen dafios genotoxicos y citotoxicos. La gran diferencia entre
valores puede radicar en la concentracion de COV ambiental correspondiente a
cada situacion laboral ademds de factores como antigiiedad en el empleo,
medidas de bioseguridad, horas laborales, entre otros.

Antes de proseguir, hay que retomar la importancia que recae en el protocolo de
tincién elegido para el BMNCyt. En este proyecto se eligio la tincion de Feulgen
estandarizada dentro de los laboratorios de la FESC-1, esto se debe a que es una
tincién especifica de DNA que ademas ofrece una apariencia transparente del
citoplasma, lo que da paso a que la identificacion de MN y AN sea mas facil y
exacta (Metgud & Neelesh, 2018).

Continuando, para poder dar razén de los dafios evidenciados hay que tener en
cuenta los COV a los que se exponen los trabajadores en cuestién. La imprenta en
la que se realiz6 el biomonitoreo reporta el uso de diversos solventes orgénicos,
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acetato de etilo, alcohol isopropilico, ésteres, glicoéteres y mezclas de
hidrocarburos. Ademas de estos, se consideran los mencionados BTEX por su
importancia dentro de la impresién industrial.

El dafio genético inducido por exposicién ocupacional a COV puede deberse
principiante al benceno con un considerable efecto por lo co-exposicién a tolueno
y xileno. Ademas, la exposicién ocupacional al benceno puede causar dafios en el
DNA. Los resultados del metabolismo del benceno, como las EROs (ani6n
superdxido, peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo) pueden ser la causa
principal del dafio a las biomoléculas lo cual pueden provocar dafios en el DNA
como son los MN y las demas AN (Salem et al., 2018).

Christofoletti et al., sugieren que los MN formados en células expuestas a BTEX
se deben principalmente a roturas cromosémicas, ya que varios estudios indican
que el benceno es generalmente clastogénico, aunque aductos de DNA inestables,
dafio oxidativo e interrupcién del huso también pueden ser responsable de estos
efectos genotdxicos y citotoxicos (Christofoletti et al., 2013).

Dado que los trabajadores estan expuestos a mezclas complejas de COV presentes
en las tintas, fijadores, y demas productos, es dificil atribuir el dafio genotdxico a
cualquier compuesto en particular. Por lo tanto, el dafio al DNA debe atribuirse al
efecto acumulativo de muchos compuestos quimicos que se utilizan en el
ambiente laboral (De Oliveira et al., 2011), en este caso dentro de la impresién
industrial.

Por su parte, la muerte celular programada o la apoptosis es una autodestruccion
de una célula dada debido a un dafio irreparable. Datos de la literatura muestran
que el benceno, el tolueno y el xileno inducen la apoptosis y la genotoxicidad en
modelos in vitro y también in vivo (Singh et al, 2011). En este sentido, la
exposiciéon a BTEX como COV con sus respectivos modos de accién justifican la
genotoxicidad y la induccién de la muerte celular.

La explicacién de los incrementos significativos en la frecuencia de binucleacién
en los trabajadores expuestos es mas dificil ya que los solventes habitualmente
forman mezclas complejas muy variables en las areas de trabajo y complican el
proceso de exposicion. Todo ello trae como consecuencia que no existan
suficientes evidencias epidemioldgicas sobre la responsabilidad de cada uno de
ellos, o sus combinaciones en las perturbaciones celulares encontradas o en la
induccién de cancer (Dominguez et al., 2005).

Se considera de importancia mencionar que estudios han descrito a los
polvos de téoner y las impresoras ldser como una fuente de particulas en
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suspension, que pueden contribuir a los efectos genotéxicos observados. Por lo
tanto, se debe analizar una posible causa de dafio al DNA por los polvos de téner
(Tang et al., 2012).

En un estudio realizado con trabajadores de tiendas de copiado se demostré que
la exposicién a impresoras laser inducia significativamente la formacién de MN.
Aunque este proyecto se realizé con el ensayo de micronticleos en cultivo con
células A549 (epitelio pulmonar humano) sometidas a emisiones de impresoras,
se resalta el hecho de que se observé una induccién de MN significativa al ser
comparada con el control. Aun cuando las condiciones experimentales son
distintas, la analogia con la exposicién a emisiones de impresoras y sus efectos
puede dar razén de la aparicién de estos MN.

Se sospecha que este efecto esta asociado con la liberaciéon de particulas durante
el proceso de impresion, especialmente ultrafinas / nanoparticulas. Se sabe que la
inhalacién de particulas ultrafinas puede causar inflamacién y generacién de
especies reactivas de oxigeno (EROs) y el dafio al DNA por EROs es un paso
crucial en el proceso de genotoxicidad por particulas (Tang et al., 2012).

Buscando una explicacion completa a los efectos genotéxicos y citotéxicos
observados se dara lugar a las EROs mencionadas, ya que juegan un papel mas
importante de lo pensado. El incremento en el dafio al DNA por la exposicién
ocupacional a COV puede explicarse basandose en el metabolismo oxidativo de
BTEX, ya que sus metabolitos intermediarios dan lugar a EROs las cuales oxidan
el DNA. Ademas, estos metabolitos pueden producir aductos de DNA generando
modificaciones al material genético como pueden ser DSB y SSB de DNA
(Villalba et al., 2016)

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son agentes citotoxicos que causan un
dafio oxidativo al atacar la membrana celular y el DNA. Los COV pueden causar
lesiones en los pulmones, el higado, los rifiones, el cerebro y otros érganos al
formar EROs, si éstas se producen en exceso y no se elimina a tiempo, llevan al
estrés oxidativo resultando en la acumulacién de proteinas disfuncionales,
productos de peroxidacién lipidica y DNA nuclear o mitocondrial dafiado (Wang
etal., 2013).

En general, el estrés oxidativo causado por los COV se considera uno de los
mecanismos mas importantes atribuibles a su toxicidad, especialmente para
aquellos compuestos quimicos lipofilicos, resaltando que por esta naturaleza
tienen una mayor tendencia a acumularse en mujeres.
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Un desequilibrio entre las EROs y las defensas antioxidantes desencadena un
gran estrés oxidativo. La importancia de esto radica en que los COV no solo
causan una elevacion significativa en la generaciéon de EROs sino que también se
ha demostrado que dafan las defensas antioxidantes (Wang et al., 2013). A
continuacién se mencionan algunas de estas defensas y como los dafios en estas
repercuten de gran manera en los resultados explicados en este proyecto.

La enzima glutation peroxidasa (GSH-Px) cataliza la dismutacién de H»O» en
H>O, de esta manera brinda proteccién contra EROs. En el estudio realizado por
Wang y colaboradores con ratones, la exposiciéon a COV disminuy6 la actividad
de GSH-Px en los tejidos pulmonares. Esta enzima se encarga de proteger los
tejidos del radical hidroxilo (¢ OH), el cual es altamente reactivo y viene derivado
de la degradacién de HxO», por lo tanto, la disminucién de la actividad de GSH-
Px aumento el efecto toxico de los radicales libres formados por el efecto de los
COV (Wang et al., 2013).

Hablando de la enzima superéxido dismutasa (SOD) se debe recordar que esta
proporciona citoproteccién contra el dafio inducido por los radicales libres
mediante la conversion de estos a H2O, en peroxisomas y mitocondrias. La
actividad de eliminacién de EROs efectuada por SOD solo es efectiva cuando es
seguida por la accién de la catalasa (CAT), ya que la actividad dismutasa de SOD
genera H>O; la cual se elimina mediante la enzima CAT, que lo convierte en agua
y oxigeno molecular (Oz). En el mismo estudio la actividad de SOD en ratones
expuestos a COV disminuyé (Wang et al., 2013), lo que se traduce en un menor
efecto de citoproteccion.

La ultima defensa antioxidante por mencionar es el glutatiéon (GSH), el cual actaa
directamente como antioxidante y también participa en ciclos cataliticos de varias
enzimas antioxidantes como GSH-Px y GSH reductasa. La reducciéon de GSH
involucra un fracaso en el sistema antioxidante primario para actuar contra los
radicales libres, por lo tanto la disminucién en la concentracién de GSH indica
una mayor generacion de EROs, que causan peroxidacién lipidica (Wang et al.,
2013). Esto significa que la exposiciéon a COV también disminuy6 la concentracion
de GSH implicando estrés oxidativo.

Los resultados del estudio de Wang y colaboradores son consistentes con
estudios previos que informaron la disminucién en la concentracion de GSH en el
higado en ratas administradas con COV. Ademas, el agotamiento de GSH da
como resultado un aumento de 6xido nitrico (NO) sintasa que puede conducir a
la formacion de NO excesivo, y el exceso de NO puede reaccionar rapidamente
con EROs dando como resultado la formacién del anién peroxinitrito (ONOO-)
que puede causar dafio oxidativo (Wang et al., 2013).
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En conjunto, los mecanismos genotéxicos de los COV mencionados (BTEX) y su
correspondiente induccién de EROs desencadenan dafios directos e indirectos a
través de una baja en las defensa antioxidantes, lo cual es bien sabido que induce
dafios genotdxicos y citotoxicos. Ya que se ha dado detalle del porque la
exposicién a COV indujo las AN observadas se da paso a los resultados que
indican una correlacién entre AN y horas laborales dentro de la imprenta en
cuestion.

La mayoria de estudios citogenéticos realizados en pintores informan un
aumento en los niveles de dafio genético, como aberraciones cromosémicas,
formacion de MN, intercambio de cromatidas hermanas y SSB de DNA. Lo que se
debe resaltar es que varios estudios mostraron una asociacion dosis-respuesta con
la duracion del trabajo (Straif et al., 2008). Aunque se hace mencién del oficio de
pintor y no dentro de una imprenta estas labores estin estrechamente
relacionadas por la exposicion a punturas, solventes, fijadores, y principalmente
COVv.

En este caso se logré relacionar el incremento de MN y AN con las horas
laborales diarias de cada trabajador. Aunque no se midi6 la concentracién de
COV ambiental dentro de la imprenta, los encargados reportan que los
trabajadores se exponen a 20 L de solventes por jornada. Aun con este dato, se
debe tener en cuenta que no todos los individuos laboran las mismas horas ya
que el rango va de 7.5 a 10 hrs.

Los valores obtenidos del coeficiente de correlacion de Pearson se traducen en “a
mas horas laborales con exposicién a COV, mas AN”, esto por el signo positivo,
respecto a la magnitud todos los valores fueran mayores a 0 sin embargo no todos
demostraron una asociacion fuerte.

Se resalta que De Aquino y colaboradores en 2016 demostraron una correlaciéon
positiva entre la frecuencia de dafio al DNA vy el tiempo de trabajo, esto también
en trabajadores expuestos a COV, por lo que los resultados obtenidos son
consistentes.

Retomando, las AN que presentan una asociacién débil son MN y BN, moderada
para CX mientras que NL y CL tienen una asociacion fuerte. Como se menciond,
las concentraciones a las que los trabajadores se exponen se desconocen, pero aun
si estas fuesen bajas, la falta de medidas de seguridad contribuye a una
exposicién crénica, y mientras mas horas se esté expuesto a estos compuestos
mayor oportunidad tendran de ingresar al organismo.
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Hay evidencia de que, si el dafio primario al DNA no es debidamente reparado
puede convertirse en un dafio permanente al DNA que puede medirse mediante
el aumento en la frecuencia de MN y las otras AN, las células con dafio extendido
en el DNA (es decir, con inestabilidad genémica) se envian a las vias apoptéticas,
lo que se pone de evidencia por el aumento de células cariorrecticas (De Aquino
et al., 2016). Las correlaciones ponen en evidencia que hay mayor incidencia de
muerte celular por los valores de CX y CL, lo que queda justificado con un dafio
extendido al DNA por el aumento en las horas laborales dentro de la imprenta.

Por ltimo, se buscé determinar si el habito de fumar tabaco se veia asociado a un
aumento en la incidencia de AN en trabajadores expuestos a COV, lo que
significaria un mayor efecto genotéxico en estos individuos. Se sabe que el humo
de tabaco contiene numerosos productos quimicos genotdxicos, sin embargo se
han reportado resultados contradictorios sobre los efectos genotéxicos del
tabaquismo. Varios autores han encontrado que la incidencia de MN no se asocia
significativamente con el tabaquismo en individuos expuestos ocupacionalmente
a derivados del combustible u otras sustancias potencialmente cancerigenas
(Garcia et al, 2012) Por otro lado, Celik y colaboradores [2003] en un
biomonitoreo dirigido a trabajadores de gasolineras informaron que el consumo
de tabaco aument¢ significativamente el riesgo de tener una alta frecuencia de
células BN pero los individuos en su estudio eran fumadores de un alto naimero
de cigarros (20-25 cigarrillos/dfa) mientras que en este estudio solo se reporté
un maximo de 9 o mas cigarrillos (sin especificar).

En este caso los resultados coinciden con aquellos que indican que la incidencia
de MN no se asocia significativamente con el tabaquismo, asi mismo con las
demés AN. Lo cual también coincide con lo reportado trabajadores de centrales
termoeléctricas (Garcia et al., 2012) y trabajadores de gasolineras (Salem et al.,
2018) en donde los valores reportados fueron 2.04+1.33 vs 2.57+1.52 para
fumadores y no fumadores respectivamente. Por lo tanto, en este estudio se
afirma que la exposicion a COV y el tabaquismo no actdan sinérgicamente
respecto a un dafio genotéxico y citotéxico.

Los MN vy las diferentes AN se consideran marcadores de etapas tempranas de
enfermedades crénicas como lo es el cancer, por lo que el aumento en su
frecuencia puede ayudar a predecir un desarrollo neoplasico, ahi es donde reside
la importancia del biomonitoreo (Ferré et al., 2018). Es esencial investigar niveles
aceptables de COV, ya que esta area de investigacion es vital para tener en cuenta
la salud y seguridad de los trabajadores expuestos ocupacionalmente (Kuranchie
et al,, 2019).
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CONCLUSIONES

v

Se realizé un biomonitoreo a trabajadores de una imprenta mediante el
ensayo de microntcleos en células exfoliadas de mucosa oral logrando
evaluar si la exposicién a compuestos orgénicos volatiles es genotoxica.
Se cuantific6 la frecuencia de microndcleos y de nacleos lobulados
obteniendo un aumento significativo en la frecuencia de ambas
anormalidades en el grupo expuesto a COV siendo estos valores
evidencia de genotoxicidad.

Se cuantific6 la frecuencia de células binucleadas obteniendo un
aumento significativo en su frecuencia en el grupo expuesto a COV por
lo que se consideran evidencia de defectos en la citocinesis.

Se cuantific6 la frecuencia de cariolisis y cariorrexis obteniendo un
aumento significativo en la frecuencia de ambas anormalidades en el
grupo expuesto a COV siendo estos valores evidencia de induccién de
muerte celular.

Se relacionaron los resultados obtenidos con las horas laborales de los
trabajadores en la imprenta encontrando una relacién positiva para cada
una de las AN por lo que se confirma que a mas horas laborando en la
imprenta mayor es la frecuencia de AN.

No se encontré diferencia significativa entre el grupo expuesto a COV
con el habito de fumar y el grupo expuesto a COV sin dicho habito por
lo que se concluye que el tabaquismo no acttia sinérgicamente con los
dafios causados por la exposicién a COV.

Los resultados son confirmatorios de que la exposicién a COV inducen
genotoxicidad, muerte celular y defectos en la citocinesis en los
trabajadores expuestos.

Perspectivas y recomendaciones

v

v

Los trabajadores expuestos a COV no utilizaban el equipo de
bioseguridad adecuado por lo que se recomienda la difusion de platicas
donde se informe de la importancia del uso de equipo necesario y los
cuidados requeridos.

La cuantificacién de los COV dentro de la imprenta permitiria identificar
si las concentraciones de estos son nocivas a la salud y asi tomar las
medidas necesarias para reducir dichas concentraciones.
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ANEXOS

Anexo L. Carta de consentimiento informado para participaciéon en el protocolo de

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION

Nombre del estudin:

Lugar v fecha:

Ohjetivo v justficacion y del

estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos v moleshas:

Posibles beneficios que recibira

al participar en el estudio:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

Invesngador Responsable:
Correo electronico:

Teléfono méwil:

EN EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION
Fecha: ! !

Efectos cito y genotoxicos en trabapadores de una imprenta expuestos a compuestos

organicos volatibes.

Ciudad de México, afio 2019

ldentificar s1 exisien cambios a nivel celular y genético en trabajadores que se exponen a
compuestos orginicos volitiles, para poder tomar medidas preventivas antes de gue se

desarrolle alguna enfermedad climicamente establecida.

Prueba de micronicleos en mucosa oral; biometria hemdtica en sangre perifénica; PCR
{Prucba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real) para marcadores de estrés
maedativo y proteinas de chogue térmico.

Se realizard en una sola sesion, con un tiempo aproximado de 15 a 20 minutos junto con la

toma de muestra bioldgica v sus datos personales de la encuesta sociolaboral.

FPuncion venosa: dolor en el sitio de puncion, hemaiomas, lesion al nervio dentro del paguete

neurovascular en el sitio de puncidn.

Muestra de camillos internos de la boca: es una muestra no invasiva, puede percibir sabor

desagradable o sensacion de sequedad transitoria por el aplicador de madera estenl.

Cualguier tratamiento para aliviar molestias correra por cuenta del imvestigador.

Pruchas especiales sin costo alguno; ademads de contribuir a la investigacion en matena de
salud ocupacional para la wigilancia a la salud; identificacion oportuna de  algin

padecimiento, aungue no presente sintomas.

Usted tiene la libertad de panticipar o negarse libremente.

Todos los datos que usted proporcione se mancjaran de forma confidencial, sin ser utilizada

con otros fines ajenos al estudio.

Brenda Ivonn Rodriguez Romero
brodriguesr] 803 @ alumno_ipn.mx
55 8146 6416

MNombre y firma del participante

Nombre v firma del investigador responsable

Nombre y firma del testigo 1

Nombre y firma del testigo 2
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Anexo II. Encuesta realizada a los trabajadores de la imprenta

Maestria en Ciencias en Salud Ocupacional, Seguridad e Higiene

Encuesta socio laboral
Folio:

Fecha de aplicacién: ! !
Responsable: Dra. Brenda Rodriguez | Dr. Abraham Ceron Alonse

Agradecemos poder contar con su participacién. Responda las siguientes preguntas anotando
en los espacios libres y rellenando 2l circulo de una de las opciones proporcionadas, segin sea &l
caso. Ante cualquier duda, acérguess con nosotros.

DATOS PERSOMALES DEL TRABAJADOR

1. Nombre complato:

2. Fecha de nacimiento: Dia Mes Afio

3. pCudl es su sexc?
J Hombre

J Mujer

4. pCudl ez su puesto de trabajo?
Racepcion

Tintas

Montaje

Imprasidn

Laminado

Refinado

Bolseo

[

Merma
Embargue
Otro, especifique:

e o e o I

5. :Cudl &5 suturme de trabajo?
Matuting
Vespertino
Mocturne

6. pCudl es su horario?
Hora de entrada: hrs
Hora de salida: hrs

7. :Rolas turnos?
J HNo
i, ;qué turne? (de ser necesario, marca més de 1 opcion)
O Matutine 0 Wespertine O Moctume
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8. Margue con una X los dias a la semana que labora:

D Domingo D Lunes D Martes D Miercoles D Jueves D Viernas D Sabado

9. Margue con una X los dizs a la semana gue descansa:

|:| Domingo |:| Lunes |:| Martes |:| Miercoles |:| Jueves |:| Viernas |:| Sabado

10. (Realiza horas extra?

O MNe
O si, ;cudntas horas a la semana? hrs
1. Cuando fue su iltime periodeo vacadonal? Nimero de dias: Mes Afo
12.  ;Cual es su antigiiedad en este puesto de trabajo? anosy meses

13. ;Tiene otro trabajo ademas de este?
O MNe
O i, especifigue:
:Qué trabajo realiza?
:Desde hace cuante tiempo?
rCudntas horas al dia? ¥ cuantos dizs ala semana?

ANTECEDENTES PATOLOGICOS Y NO PATOLOGICOS

14. :Esalérgico a algun medicamento, alimento, ete.?
0 MNe
O S, especifigue a qué es alérgico:

15, :Cudntas comidas hace al dia?
O 1aldia
O zaldia
Os
0 Masdezaldia

16, ;Ustad toma?
O MNe
C S, unavezalasemana
C  Si,z-3vecesala semana
O Si,mas de 3 veces a la semana

17.  Realiza algin tipo de ejercicio
O MNe
O Si, sque ejercicio realiza?
Cudntos dizs ala semana? y cuantas horas al dia hrs
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18, ;Usted fuma?
Jd Mo
3 Si,1vez alasemana
O 1 cigarrille
O z3cigarrillos
C =3 cigarrillos
O Si,2-3veces ala semana
O 1cigarrille
O z-3cigarrillos
O =3 cigarrillos
O Si,masde 3 vecesa la semana
O 1cigarrille
O z-3cigarrillos
O =3 cigarrillos

19, :Te has pintado o decolorado &l cabello en los dltimos 3 meses?
O MNe
O 5, decolorado
O 5i, pintade
O 5i, pintade y decolorade

20. ;Actualmente consume algin medicamento?
d Mo
O Si,vitaminas, suplemento alimenticio

Si, otro, especifique:

2. :Tiene alguna enfermadad?

O Me
O si, especifigue cual:
C  Anemia
C  Problemas de la drculacion (trombaosis, varices)
O Hipertensidn
O Diabetes
C Colesterol yjo triglicéridos altos
C Problemas de coagulacidn (sangrado de nariz, moretones sin razon)
O Otra:
22, :Ha presentado algin tumer o cancer en alguna parte de su cuerpe?
O Me

O =i, especifigus el tipo v la parts de su cuerpo:

23. ;Ha tenido alguna melestia durante el dezarrollo de su trabajo?
O Ne
C  si, especifique (puede seleccionar mas de una de las siguientes):
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Mareo

Nausea

Sensacidn de cansancio

Pérdida de memoria

Sensacion de realizar sus actividades mas lentamente
Pérdida de cabello

Moretones sin causa aparente

Sangrado de encias, nariz

Sangrade prolongade o retrase en la cicatrizacidn ante lesiones
Irritacidn ocular y/o lagrimeo

Irritacion en boca y garganta

Irritacion en vias urinarias

Dolor de cabeza

Oro, especifiquet

24. Actualmente, ;tiens alguna molestia?
O Mo
O Si, especifique cudl:

25. De ser mujer, utiliza algun meétodo anticonceptive (para no embarazarse):
O Mo
O DIV de cobre (tradicional)
0 Hormonales: pastillas, implante, inyecciones o DIV con hormona

26. De los siguientes sintomas, margue con unza X &l grado experimentado durante los dltimos
3 meses de acuerdo con el semaforo presentado.

S 5 L]
1 2 3 .
M Casi P Algunas Relativamente Muy
unca si nunca 'ocas veces veces recuente fracuents
SINTOMAS 1203 4 5 6

Impeosibilidad de conciliar el suerio

Dolor de cabeza

Indigestion o melestia gastro-intestinal

Sensacion de cansancio extremo o agotamiento
Tendencia de comer, beber o fumar mas de lo habitual
Disminucidn del interés sexual

Respiracion entracortada o sensacion de shogo
Disminucien del apetito

Temblor muscular (tic nervioso, parpadeos)
Pinchazos o sensaciones dolorosas en distintas partes del cuerpo
Sin ganas de levantarze por |z mafiana

Tendencia a sudar o palpitaciones
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27. Marque con una X el nivel del 1a 10 en cada uno de los [TEMS de acuerdo a la sensacidn
que perciba en cada DIMENSION; siendo 1 5i no presenta sensacidn y 10 el méxima.

Paco Mucho
DIMENSIONES ITEMS 1/2|3|(4|5|6|7(8)9)|10
FALTA DE ENERGIA Agotade
Exhausto
Extenuado
CANSANCIO FISICO Respirando con dificultad
Palpitaciones
Con calor
DISCONFORT FiSICO Cen las articulaciones agarrotadas
Entumecido
Doloride
FALTA DE MOTIVACION Apatico
Pasivo
Indiferente
SOMNOLENCIA Somnoliento
Durmiéndome
Bosterante
IRRITABILIDAD Irritable
Encjade
Furicso

Le agradecemos mucho su participacidn en este proyecto. Una vez obtenidos los resultados, s=
los daremos a conocer a traveés de su jefe inmediato.
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