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Resumen

La produccion artesanal en Guerrero, como en otras regiones del pais es, al mismo tiempo,
una actividad econdémica y una manifestacion ideoldgica y cultural de un amplio sector de
su poblacién. Particularmente en la comunidad de Tlamacazapa, Guerrero, se elaboran
diferentes productos tejidos con las hebras de las hojas de palma. Pero dicha actividad
puede estar presentando un deterioro en la salud de los artesanos, esto debido a la
exposicion de agentes genotdxicos. Se ha visto que los colorantes sintéticos aparte de
llevar al olvido las antiguas técnicas de extraccion de colorantes naturales, han creado
problemas de salud a los artesanos que trabajan con ellos. Actualmente el colorante
utilizado por esta comunidad ha sido la anilina, a este compuesto se le han atribuido riesgos
por el uso y manejo debido a sus propiedades toxicolégicas. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue evaluar el posible dafio genotéxico del colorante anilina mediante la
presencia de micronucleos y anormalidades nucleares en células de la mucosa oral en
artesanas de la comunidad de Tlamacazapa, Guerrero. Al evaluar los efectos genotdxicos
de exposicion ocupacional a las anilinas en células epiteliales de la mucosa oral, se obtuvo
un aumento significativo en la frecuencia de MN (p=0.001), entre el grupo de artesanas que
tifien y tejen (TT). También se encontré un aumento significativo en la frecuencia de BN
(p=0.026) y células en cariorexis CR (p=0.024), entre las artesanas que tifien y tejen (TT),
las cuales estan mas expuestas a anilinas en comparacion con las artesanas que tejen y
venden (TV). Se concluye que la presencia de MN y AN sugiere dafio genotdxico en
artesanas que tifien y Tejen (TT) debido a la exposicién de anilinas como parte del proceso
de elaboracion de artesanias. Se sugiere sensibilizar a las artesanas sobre los efectos
negativos de la exposicién a las anilinas. Buscar la implementacién de técnicas y usos de
colorantes naturales, con el propdsito de favorecer a las artesanas con mejores condiciones

laborales.



l. INTRODUCCION

La produccion artesanal en Guerrero, como en otras regiones del pais es, al mismo
tiempo, una actividad econémica y una manifestacion ideoldgica y cultural de un
amplio sector de su poblacion.

Las artesanias tradicionales en el estado principalmente en la comunidad de
Tlamacazapa son objetos de consumo interno relacionados con la vida cotidiana de
las comunidades productoras; articulos de uso diario, simbolos de identidad étnica.
Sin embargo, esas expresiones artesanales estan en constante proceso de
transformacién, debido a los cambios que se dan, por diversas causas, en los
modos de vida y la cultura de los productores, asi como el empleo de sustancias
industriales para su elaboracion.

Actualmente el colorante utilizado por la comunidad ha sido la anilina. Los
principales riesgos encontrados en el uso y manejo de las anilinas provienen de
propiedades toxicoldgicas e inflamabilidad. Aunque la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC) lo ha catalogado como un producto quimico
del Grupo 3, es decir, una sustancia de cuya carcinogenicidad no clasificable para
los humanos. Sin embargo, la National Institute for Occupational Health and Safety
(NIOSH) de Estados Unidos ha determinado que existe evidencia suficiente para
recomendar que la anilina se manipule como un posible carcinbgeno humano.
(ChemicalBook, 2017)

La biomonitorizacion de poblaciones expuestas a riesgo laboral por uso de
productos sospechosos de causar dafio a través de marcadores de genotoxicidad
de es de vital importancia para la prevencion de enfermedades como el cancer.
(Mamani, 2016)

Es esencial tener biomarcadores confiables y relevantes, minimamente invasores,
para mejorar la implementacion del biomonitoreo, diagndstico y tratamiento de
enfermedades causadas o asociadas con dafio genético. En este aspecto, la
frecuencia de MN en células exfoliadas de la mucosa bucal es un método
minimamente invasor y util para el monitoreo del dafio genético en humanos.

Debido a que las artesanas de la comunidad de Tlamacazapa son un grupo
expuesto de manera cronica a las anilinas y la inexistencia de investigaciones en
relacion a la seguridad laboral se plantea la necesidad de evaluar el posible dafio
genotoxico y/o citotdxico en esta poblacion, mediante la presencia de micronucleos
y anormalidades nucleares en células de la mucosa oral.



MARCO TEORICO
Capitulo 1. Artesanias

1.1 Concepto y generalidades.

De acuerdo con la UNESCO “el patrimonio cultural es el legado que recibimos del pasado,
lo que vivimos en el presente y lo que transmitimos a futuras generaciones”. Este legado
puede ser de caracter material e inmaterial, manifestandose en monumentos, edificios,
festividades, ritos, costumbres, valores, tradiciones, lenguajes, artesanias, sitios de valor
histéricos, cientifico, antropolégicos, etc. (Etienne, 2009).

Dentro del patrimonio tangible se encuentra la artesania que actualmente forma parte de
un atractivo turistico o una actividad econémica. La UNESCO y el Centro de Comercio
Internacional (ITC) define a la artesania como: “productos producidos por artesanos, ya sea
totalmente a mano, o con la ayuda de herramientas manuales o incluso medios mecéanicos,
siempre que la contribucién manual directa del artesano siga siendo el componente mas
importante del producto terminado.”. (UNESCO, 1997)

El dominio de las técnicas tradicionales de patrimonio comunitario permite al artesano crear
diferentes objetos de variada calidad y experiencia, impartiendo ademas valores simbolicos
e ideoldgicos de la cultura local. (FONART, 2009).

El trabajo artesanal es una mas de las estrategias de sobrevivencia de mdultiples grupos
domésticos campesinos, mediante el cual sus creadores no soélo reciben retribuciéon
monetaria, sino que satisfacen también necesidades de expresién y reafirmacion identitaria.
Sin embargo, la baja valoracién de las artesanias en el mercado repercute en que la
actividad artesanal realizada por mujeres con frecuencia no sea reconocida por su calidad
y valor estético. (Cortés, 2018)

La participacion de las mujeres como artesanas esta presente en mdultiples espacios
campesinos e indigenas, y con frecuencia es mayor que la de los hombres. Ellas realizan
distintos tipos de artesanias y objetos artisticos o, bien, participan en distintas fases de su
elaboracion. Entre los trabajos artesanales mas destacados de las mujeres estan los
textiles, los relacionados con la alfareria y el modelado en barro, los tejidos de fibras
semiduras como la palmay el otate, asi como las pinturas sobre varios materiales como el
barro, la ceramica, la madera y el papel de amate. (Rojas et al., 2010)

México es un pais pluricultural y con gran diversidad biolégica, se extiende por todo el
territorio una galeria de productos artesanales representativos de cada region. (Conabio,
2009)

El trabajo con fibras vegetales tiene una raiz muy antigua en nuestro pais. El arte de tejer
las fibras vegetales como la palma, vara de sauce, carrizo, mimbre, entre otros, surge como
una necesidad, donde se aprovecha lo que el entorno natural ofrece. Asi, tenemos que se
puede elaborar objetos utilitarios como cestos, canastas, sombreros, bancos, tapetes y
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bolsas, hasta productos decorativos como figuras de animales tejidas y miniaturas en
joyeria. Las fibras vegetales se embellecen aun mas cuando se emplean tintes naturales
para su pigmentacion en colores rojos, verdes, cafés o amarillos. (Ortega, 2013)

1.2 Artesanias de palma.

La palma es un recurso natural que se utiliza desde hace siglos para la elaboracion de
productos utilitarios y artesanias que aun persisten en algunas localidades del pais. En
México el uso de las palmas tiene una gran importancia econdmica y cultural para los
grupos humanos; este uso esta registrado desde el afio 6500 A.C. (Pavon et al., 2006)
Sin embargo, esta actividad se ha venido reduciendo por diversas causas sociales,
econdmicas y culturales como:

e Aprovechamiento intensivo de la palma.

e Precios elevados de la palma y bajo precio de los productos.

¢ Alto indice de migracion por falta de empleo.

e Cambios culturales en la poblacién local, asi como pérdida de la lengua indigena y
de consumidores de productos de palma.

¢ Falta de mercado o puntos de venta locales y regionales. (Blanco et al., 2009)

Las especies de palma utilizadas para la elaboracion de artesanias son la Brahea dulcis
(palma criolla, palma dulce, o palma de sombrero) y la Brahea nitida (palma blanca) que
crecen de manera silvestre en la reserva. (Blanco et al., 2009)

Brahea dulcis fue descrita por Kunth y Mart en 1838. Pertenece a la familia Arecaceae es
una palma cuyas hojas son ampliamente utilizadas como materia prima en la elaboracién
de artesanias, adornos y ofrendas religiosas, y en el techado de las viviendas. Alcanza
hasta 8m de altura y 20cm de didmetro, con tallos solitarios y erectos donde se muestran
de manera clara las huellas de insercion de las hojas caidas. La palma tiene hojas simples
palmeadas (en abanico) de color verde en el haz y palido en el envés, divididas en 40 a 60
segmentos de 40-50cm de largo. Las hojas se concentran en el extremo superior del tallo
y su arreglo es en un verticilo o espiral. (Pavon et al., 2006)

Las diferentes etapas del proceso de transformacién de la palma y obtencion de los
diferentes productos son: Extraccion de las fibras, secado y cocido de las fibras, tefiido y
tejido. (Gutiérrez, 2005)

v' Extraccioén de las fibras:

Los cogollos se seleccionan de acuerdo a su longitud y punto 6ptimo de madurez, que es
cuando estd empezando a abrir la hoja. La fibra obtenida del cogollo se usa en el oficio de
tejer, aplicando técnicas de trenzado y costura a maquina, elaborando accesorios de uso
personal como sombreros, bolsos, billeteras, portafolios, etc. (Barrera et al., 2010).



v" Secado:

Para el secado de los cogollos, éstos se ponen al sol durante 8 dias, extendiéndolos en el
suelo de los patios interiores o en el frente de las casas. Para acelerar el secado también
se acostumbra ponerlos sobre laminas, o colgarlos sobre alambres. (Barrera et al., 2010).

La preparacion de la fibra consiste en separar las hojas o “nepas” del cogollo y dividirlas
longitudinalmente para obtener hebras mas delgadas, apoyandolas en la mano o en una
pierna; esta actividad se conoce como “repillado” o “ripiado”. (Barrera et al., 2010).

v Cocido de las fibras:

El siguiente paso es poner a hervir las fibras, lo cual se hace en grandes ollas durante 25 a
30 min. Luego de ser cocidas son puestas a destilar en agua, para lo cual son colocadas
en tiras durante 1 o 2 dias, segun las condiciones climatoldgicas. (Gutiérrez, 2005)

v Tefido:

El proceso de tefido se realiza en grandes ollas de aluminio, zinc o cobre, en las que las
fibras son sometidas a grandes temperaturas durante 25 a 30 minutos. Se utilizan tintes de
origen natural o quimico. Los colores a obtener pueden ser desde los mas brillantes hasta
colores mas sobrios y naturales. (Gutiérrez, 2005)

v' Tejido:

Una vez ya teniendo las fibras en su tono natural o tefiidas, pasan al proceso de tejido. Este
proceso varia segun las comunidades o poblaciones que lo realizan. (Gutiérrez, 2005)

Hervir durante 25-30 min.
PALMA —  Blanquear 2 noches.
. Destilacion de agua 1-2 dias.
Obtencion

Secado

Aplicacion de tinte.
Hervir por 25-30min.

Figura 1. Esquema de las diferentes etapas de la transformacion de la palma. (Modificado de
Gutiérrez, 2005.)



Capitulo 2. Colorantes
2.1 Concepto y generalidades.

La utilizacién de tintes naturales se ha llevado a cabo desde tiempos prehistéricos, con el
objetivo de embellecer y adornar diferentes articulos artesanales. De hecho, hasta la
segunda mitad del siglo XIX, los colorantes, es decir, los compuestos utilizados para tefir
artificialmente objetos se obtenian exclusivamente de la naturaleza, para ello, se aprovechd
de un gran numero de plantas con caracteristicas tintoreas de donde se extrajeron sus
propiedades de tincion. (Gutiérrez et al., 2004)

Los tintes son sustancias coloreadas que son solubles o se disuelven durante el proceso
de aplicacién e imparten color por absorcién selectiva de la luz. Por otro lado, el color
depende en gran medida de las propiedades quimicas y fisicas de una materia, y es
resultado de la interaccién entre luz y sustancia. (Girses et al., 2016)

Los tintes se utilizan ampliamente en la industria textil, farmacéutica, alimentaria, cosmética,
plasticos, pintura, tinta fotogréafica e industrias del papel. (Girses et al., 2016)

2.2 Ventajas y desventajas de colorantes naturales.
Algunas de las ventajas de los colorantes naturales se mencionan a continuacion:

e Los tonos producidos por los colorantes naturales suelen ser suaves, brillantes y
calmantes para el ojo humano.

¢ Los colorantes naturales pueden producir una amplia gama de colores mediante el
sistema de mezcla y combinacion.

¢ A diferencia de las materias primas basicas no renovables para tintes sintéticos, los
tintes naturales son generalmente renovables, y al mismo tiempo biodegradables.

e Es una industria intensiva en mano de obra, lo que brinda oportunidades de trabajo
para todos aquellos dedicados al cultivo, extraccion y aplicacion de estos tintes en
textiles, alimentos, cuero, etc. (Ashis y Adwaita, 2011)

Los tintes naturales tienen algunas desventajas inherentes, que son responsables del
declive de este antiguo arte de tefiir:

e Es dificil reproducir tonos utilizando tintes naturales ya que, en estos, los productos
varian de una temporada de cultivo a otra, de un lugar a otro y de especies a
especies, periodo de madurez, etc.

e Elrendimiento de tintes de origen natural requiere el uso de mas tintes, mas tiempo
de tefido y mordientes.

e Falta de disponibilidad de conocimientos técnicos precisos sobre técnicas de
extraccion y tefiido.

o El tejido tefiido puede cambiar de color cuando se expone al sol, al sudor y al aire.
(Ashis y Adwaita, 2011)



2.3 Clasificacion de colorantes.

La clasificacion de los colorantes se ha vuelto obligatorio debido al gran aumento en el tipo
y numero de colorantes. Por esta razon, los colorantes se clasifican en funcion de su
estructura, origen, color, solubilidad y métodos de aplicacion. (Yagub et al. 2014)

Estructura Fuente de Método de
quimica produccion aplicacion
v" Indigoides Origen vegetal v" Mordientes
v Colorantes a base de piridina v De tinta
v Carotenoides v Directos
v Quinoides Origen insecto/animal v Acidos
v’ Flavonoides v" Basicos
v" Colorantes a base de Origen mineral v" Dispersos
dihidropirano
v" Betalainas
v Taninos

Figura 2. Clasificacion de colorantes naturales. (Modificado de Yusuf et al., 2017)

La clasificacién de los colorantes naturales con base en la estructura quimica es el sistema
de clasificacién mas apropiado y ampliamente aceptado, porque identifica facilmente a los
colorantes que pertenecen a un grupo quimico en particular debido a ciertas propiedades
y/o caracteristicas. Dentro de este grupo se encuentra uno de los colorantes mas valiosos
los indigoides (Yusuf et al, 2017)

Los indigoides (indigo y purpura de Tiro) son quizas el grupo més valioso de los colorantes
naturales y de los més antiguos utilizados por las civilizaciones humanas. El indigo natural
es un tinte que tiene un color azul distintivo. (Marcano, 2018)

Conocido también como purpura de tiro, parpura de bisancio, parpura real, fue uno de los
mas costosos de la antigliedad. La purpura de Tiro se obtenia de la secrecién de un
molusco gasterépodo del mar Mediterrdneo Murex brandaris. El principio colorante 6,6’-
dibromoindigo, se ubica en la glandula hipobranquial del caracol y es expulsado cuando el
animal se siente amenazado. Pero hoy en dia, un gran porcentaje de indigo (varios miles
de toneladas por afio) es sintético. (Marcano, 2018) (Medina et al., 2012)

El indigo también se obtiene de las hojas de Indigofera tinctoria, una leguminosa muy
distribuida en Asia, América y Africa. El indigo (afil) de origen vegetal estd compuesto por
indigotina y una serie de componentes minoritarios, como indirubina (que es un isémero del
primero), flavonoides, sales inorganicas, entre otros. (Castafieda, 2019)
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La molécula de la indigotina tiene al centro una estructura denominada grupo cromoéforo
que es responsable de la absorcién de la luz a cierta longitud de onda, lo que produce que
se observe como una sustancia de color azul. (Castafieda, 2019)

El indigo se encuentra en la planta como un derivado glucosilado: indican (incoloro) que
durante la extraccién con agua se hidroliza por accién de una enzima liberando asi un
compuesto glucosidico y otro inddlico: indoxilo el cual es oxidado por el oxigeno del aire
hasta el color azul caracteristico del indigo. (Marcano, 2018)

i
@ﬂg M
ke 6 H

o

Indirubin

A
o 0
H o

Indigo

Figura 3. Estructura del indigo e indirubina. (Kerry y Cooke 2001).
2.4 Inicios de la industria del color.

El gran salto en la industria de los colorantes se dio a mediados del siglo XIX gracias al
desarrollo de la quimica organica, en parte debido al interés industrial en los productos
derivados del carbon. (Méndez, 2015). Fue cuando se descubrieron moléculas colorantes:
la primera fue la anilina, hallada en 1826 por el quimico aleman Unverdorben entre los
productos de descomposicién del indigo. Esta molécula iba a servir como base para la
creacion de toda una serie de colorantes artificiales. (Cerron y Unterlass, 2018)

En ese contexto en 1856 William Henry Perkin, quimico inglés, se le otorga el mérito de la
creacion del primer colorante artificial, buena parte del mérito lo tiene su maestro, el gran
quimico aleman August Wilhelm Von Hofmann. El origen de las investigaciones de Hofmann
estaba en los estudios con anilinas, buscaba la produccién de quinina a partir de
compuestos derivados de los hidrocarburos (naftaleno, benceno, tolueno.). (Prieto, 2005)

Dentro de un proyecto general para sintetizar quinina a partir de naftaleno, después de
algunos experimentos fallidos, Perkin sustituy6 el naftaleno por sulfato de anilina (derivada
del benceno) que al tratarlo con dicromato de potasio produjo un inesperado precipitado
negro. En una extraccion con metanol de ese precipitado detecté un compuesto de color
malva. Interesado en el color lo probé como tintura en seda y tuvo éxito. (Méndez, 2015)

Solo tenia 17 afios y habia sintetizado la primera tintura sintética, patentada y fabricada
industrialmente. Es de hacer notar que la anilina que utiliz6 estaba contaminada con
toluidina y fue por la presencia de este contaminante que obtuvo un resultado exitoso ya
que la mauveina, asi llamada la tintura de color malva que inicialmente denominé purpura
de Perkin o violeta de anilina, es una mezcla de distintos compuestos arométicos que
incluye anilina y toluidinas. (Méndez, 2015)
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Pero Perkin no fue el tnico. Por ejemplo, en 1859, el francés Verguin, a partir de la anilina
produjo la fucsina, denominada también salferina, magenta y rosanilina. A partir de
entonces se cred un verdadero muestrario de colores. (Prieto, 2005).

Poco mas tarde P. Griess descubrié la reaccion de diazotacién y de copulacion, con ello
encontré los colorantes azoicos, que marcaron una nueva era en la sintesis de los
colorantes. (Moral, 2017)

Alrededor de 1880 Adolf von Baeyer sintetizé por primera vez el indigo, que era el colorante
mas importante de la época, consiguiendo un indigo sintético mucho mas puro y barato que
el natural, por lo que este ultimo quedé desplazado rapidamente del mercado. (Moral, 2017)

A finales del XIX Baeyer se convirtié en un gigante de la quimica gracias sobre todo a los
tintes. Desarrollé la aspirina a partir de un producto intermedio de la fabricacion de
colorantes, el acido acetilsalicilico. (Prieto, 2005).

2.5 Sintesis de colorantes organicos.

La produccion de colorantes organicos se resume en tres clases de compuestos: primarios,
intermedios y colorantes o tintes (Cerrony Unterlass, 2018)

e Los compuestos primarios son tipicamente materias primas aromaticas, se generan
a partir de componentes alifaticos del petréleo.

e Los compuestos primarios se convierten mediante diferentes reacciones en
intermedios, los cuales se definen como "sustancias no coloreadas que contribuyen
a la estructura final del colorante”. Entre los compuestos intermedios principales
estan la anilina o anhidrido ftalico.

e Lasreacciones empleadas realmente dependen del tipo de colorante final, entre las
clases de colorantes mas importantes estdn los colorantes azoicos, de
trifenilmetano, de antraquinona y los colorantes en tina. (Cerrén y Unterlass, 2018)

PRIMARIOS ‘ INTERMEDIOS \ TINTES
colorless substances
raw materials yielding dyes by further
reaction
CHg CH, - NITRACION NH, SOH || - DIAZOTIZACION &
A AL~ SOH \ ACOPLAMIENTO
@ GCHj -HALOGENACION || | > [ DIAZOICO
Z Z LN Z - ACILACION
BENCENO TOLUENO  mlo/p-XILENO - AMINACION 1,6-ACIDO CLEVE ACIDO PIRIA NH FRIEDEL-CRAFT
[o) 2
OH OH - SULFONACION NH, NO, - SAr
@ X - CARBONILACION o @ - CONDENSACIONES
| —cH cl
27 - AMIDACION o - CICLOCONDENSACIONES
NAFTALENO FENOL mioip-CRESOL ANILINA ANHIDRIDO ©0-CHLORO-
FTALICO NrrRoachsNo
H .
) ' L, 908
ANTRACENO CARBAZOL (o]
o-NITROTOLUENO ANTRAQUINONA

Figura 4. Compuestos implicados en la sintesis de colorantes. (Cerrén y Unterlass, 2018).
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La desaparicion del conocimiento de la extraccion de tintes y el arte de tefiir, empezo a
partir del siglo pasado, cuando los tintes naturales cedieron terreno a los sintéticos. No solo
se esta perdiendo el uso de algunos recursos nhaturales con propiedades colorantes, sino
también las técnicas o procedimientos de tincion. La sintesis de colorantes ademas de llevar
al olvido las antiguas técnicas de extraccion, han creado problemas antes no conocidos por
el hombre como toxicidad y contaminacion. (Gutiérrez et al., 2004).

Capitulo 3. Anilina

3.1 Generalidades.

La anilina conocida como fenilamina 0 aminobenceno es un compuesto quimico organico,
especificamente una amina aroméatica primaria. Consiste en un anillo de benceno unido a
un grupo amino. (HMDB, 2006)

NH,

Figura 5. Estructura de la anilina. (Chem, 2001).

La anilina fue aislada por primera vez de la destilacion destructiva del indigo en 1826 por
Otto Unverdorben. En 1834, Friedrich Runge aisl6 del alquitran de hulla una sustancia que
producia un hermoso color azul en el tratamiento con hipoclorito de calcio; A esto lo llamo
kyanol o cianol. En 1841, CJ Fritzsche demostré que al tratar el indigo con potasa caustica
producia un aceite, al que llamoé anilina. (ChemicalBook, 2017)

En 1857, WHJr. Perkin hizo anilina a partir de la reduccion de nitrobenceno con limaduras
de hierro utilizando acido clorhidrico como catalizador que aun se estd utilizando. En la
actualidad los métodos de produccion de anilina incluyen la reduccion catalitica en fase de
vapor de nitrobenceno con hidrégeno, la reaccion catalitica de clorobenceno y la amonolisis
de fenol (Japén). (ChemicalBook, 2017)

NO, NH,

Catalyst
+ 3H, —» + 2HO

Figura 6. Reaccion para la produccién de anilina a partir de nitrobenceno. (Luyken, 2013).
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3.2 Propiedades y usos.

La anilina es aceitosa y, aunque incolora, puede oxidarse lentamente y resinificarse en el
aire para formar impurezas que pueden darle un tinte marron rojizo. Como la mayoria de
las aminas volatiles, posee un olor fuerte. No se evapora facilmente a temperatura
ambiente. La anilina es ligeramente soluble en agua y se mezcla facilmente con la mayoria
de los solventes organicos. (ATSDR, 2002)

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de anilina. (Modificado de Meyer, 2017).

PROPIEDADES QUIMICAS Y FISICAS
Nombre Anilina
Sinénimos Aminobenceno, bencenamina, fenilamina
Foérmula molecular CeH7N
Estado fisico Liquido
Peso molecular 93.13 g/mol
Punto de ebulliciéon 184°C
Punto de fusion -6°C
Punto de inflamacién 70°C
Densidad 1021,7 kg/ms; 1,0217 g/cm3
Solubilidad en agua 3.6 g/100ml a 20°C

La anilina es uno de los compuestos industriales mas antiguos y mas utilizados. Por eso se
produce en practicamente todos los paises industriales del mundo. Se usa principalmente
como intermediario en la sintesis de otros compuestos organicos. (Garcia y Obiols, 2001)

v

Se utiliza incluso en la fabricacion de colorantes, productos quimicos fotograficos,
edulcorantes, blanqueadores 6pticos, resinas, tintas marcadoras, perfumes, calzado
y esmaltes. (Garcia y Obiols, 2001)

Las anilinas se utilizan en la fabricacion de una amplia gama de fungicidas,
herbicidas e insecticidas. (Rappoport et al., 2007)

Muchos medicamentos de los cuales se sintetizan a partir de anilinas, incluyen:
agentes antiinfecciosos como sulfonamidas, antihelminticos y antisépticos urinarios;
analgésicos y antipiréticos; sustitutos de barbitaricos; y antihistaminicos. Muchos
retienen grupos amino aromaticos y exhiben un amplio espectro de actividad.
Ejemplo de ello es prontosil un colorante azo rojo, introducido en 1935 como el
primer farmaco antibacteriano. (Rappoport et al., 2007)

La anilina es una materia prima para grupos de procesamiento de caucho, productos
guimicos: aceleradores, activadores y agentes vulcanizantes. (Garcia y Obiols,
2001)

La anilina se emplea en una importante prueba de rutina utilizada en la industria del
petroleo para la determinacion del contenido aromético aproximado de los aceites.
El punto de anilina es la temperatura mas baja a la que un aceite es completamente
miscible con un volumen igual de anilina. (Rappoport et al., 2007)
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3.3 Efectos en la salud y toxicidad

Los principales riesgos encontrados en el uso y manejo de la anilina provienen de sus
propiedades toxicoldgicas e inflamabilidad. La exposicion a este liquido aceitoso incoloro a
marrén puede ocurrir a partir de su uso como disolvente y como producto quimico
intermedio. TAxico por todas las vias (es decir, ingestion, inhalacién, contacto con la piel).
Se ha informado irritacion moderada de la piel, sensibilizacién y dermatitis. La anilina puede
ejercer efectos que incluyen quemaduras de contacto en la piel y los ojos, cianosis, dolor
de cabeza, nauseas, arritmias cardiacas, shock y muerte. (PubChem, 2004)

OSDOP &L

Environmental
Corrosive Acute Toxic Irritant Health Hazard Hazard

Figura 7. Pictograma de anilina. Obtenido de https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/6115
o Exposicién aguda:

Muchos de los efectos adversos para la salud de la anilina se deben en parte a la formacion
de metahemoglobinemia. La anilina convierte el Fe*?de la hemoglobina a Fe*2 que perjudica
su capacidad de transporte de oxigeno. EI mecanismo por el cual la anilina produce la
metahemoglobina en la sangre parece estar relacionado con un metabolito activo. La
exposicion de 7-53 ppm de vapor de anilina causa sintomas leves después de varias horas
y concentraciones mayores de 100-160 ppm causan graves alteraciones. La dosis media
letal es de 5 a 30g. (Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2018)

La anilina causa metahemoglobinemia y hemolisis; estos cambios pueden ser detectados
por andlisis de sangre o por el color y la apariencia de la sangre.

Tabla 2. Efectos asociados con la exposicion a anilina. (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry, 2018) Consultada el 25 de junio del 2020. Disponible  en:
https//www.astsdr.cdc.gov/IMHMI/mmg171.pdf

Nivel de metahemoglobina | Signos y sintomas

30-50% Dolor de cabeza, fatiga, mareos, frecuencia cardiaca
rapida, dificultad para respirar leve.

50-60% Estupor, frecuencia cardiaca lenta, depresion respiratoria,
ritmo cardiaco irregular, desequilibrio acido-base

60-70% Paro cardiaco, pérdida del conocimiento, coma, muerte.
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Tabla 3. Dafios y efectos asociados a la exposicion aguda por anilina. (Modificada de ATSD, 2018).
Consultada el 25 de junio del 2021. Disponible en: https//www.astsdr.cdc.gov/MHMI/mmg171.pdf

DANO

EFECTO

Hematoldgico

Anemia hemolitica aguda o tardia (2 a 7 dias) (causada por
destrucciéon de globulos rojos), también resulta de la exposicion a
la anilina. La anilina induce la formacién de cuerpos de Heinz.
Personas con deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD) tiene un mayor riesgo de hemodlisis inducida por anilina.

SNC

Puede causar confusiéon, zumbidos en los oidos, debilidad,
desorientacién, mareos, convulsiones, peérdida de conciencia y
coma. Los efectos suelen ser transitorios y probablemente
secundarios a la falta de oxigeno.

Cardiovascular

Efectos cardiacos de la exposicibn aguda a la anilina, como,
bloqueo cardiaco e insuficiencia cardiaca congestiva aguda,
pueden ser causado por la disminucién de la entrega de oxigeno a
los tejidos. La muerte puede ser resultado de acidosis progresiva,
isquemia y colapso cardiovasculares.

Puede causar dolor al orinar; sangre, hemoglobina o
metahemoglobina en la orina; disminucion de la orina; e

Renal insuficiencia renal aguda. Irritacion de la pared de la vejiga, rifion,
ulceracién, y también puede ocurrir muerte del tejido.
Irritacibn moderada de la piel, sensibilizacién y dermatitis. Los
_ efectos sistémicos pueden resultar del contacto de la piel con vapor
Dermico de anilina o liquido. Pacientes con metahemoglobinemia puede
aparecer gris, bronce o azul.
La anilina puede causar irritacion ocular leve a severa, dafio en la
Ocular cérnea y decoloracion.
_ Se puede producir dafio hepatico e ictericia.
Hepatico

Gastrointestinal

Puede causar nauseas y vomito.

Respiratorio

La inhalacion de anilina puede causar irritacion del tracto
respiratorio con tos o dificultad para respirar. Causas de
metahemoglobina interferencia de absorcion con lectura de
oximetria de pulso.
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o Exposicién crénica:

La anilina puede causar anemia, dolores de cabeza, temblor, paralisis, dolor, depresién o
coma del SNC y arritmia cardiaca. También pueden ocurrir dafios al corazoén, rifiones e
higado, posiblemente como efectos secundarios de la hemdlisis. La muerte puede ser el
resultado de acidosis progresiva, isquemia y colapso cardiovascular. (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, 2018)

La anilina puede ser toxica si se ingiere, inhala o por contacto con la piel. Se clasifica como
muy toxico. La dosis letal oral probable en humanos es de 50-500 mg / kg para una persona
de 150 Ib. La dosis letal minima aproximada para un ser humano de 150 Ib es de 10 gramos.
Las personas con riesgo especial incluyen personas con deficiencia de glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa y aquellas con trastornos hepéticos y renales, enfermedades de la sangre
o antecedentes de alcoholismo. (PubChem, 2004)

Ademas de causar metahemoglobinemia y anemia hemolitica, el bazo en particular puede
dafiarse por la mayor degradacién de eritrocitos dafiados y la sobrecarga resultante con
restos celulares, hemoglobina (Hb) y hierro redox-activo. (Wu, et al., 2005)

De acuerdo a los resultados de un estudio realizado por Wu X y colaboradores sugieren
una asociacion entre la liberacion de hierro libre y el dafio oxidativo del DNA, lo que podria
conducir a respuestas mutagénicas y / o cancerigenas en el bazo. (Wu, et al., 2005)

La exposicion a la anilina también produce toxicidad esplénica selectiva que conduce a
esplenomegalia, hemorragia, hiperplasia capsular, fibrosis y eventualmente a una variedad
de sarcomas. Poco se sabe sobre el mecanismo (s) por el cual la anilina y los compuestos
relacionados con la anilina inducen dafio selectivo al bazo. (Makhdoumi, et al.,2019)

El bazo es el tejido linfoide mas grande, desempefia funciones importantes, como la
participacion en respuestas inmunes, metabolismo del hierro, filtracion de sangre,
fagocitosis, eliminacion de glébulos rojos dafiados y elimina los organismos infecciosos. Por
lo tanto, cualquier dafio / lesion en el bazo causa una capacidad reducida del bazo. Las
respuestas esplenotéxicas inducidas por la anilina se asocian con aumentos en los
macroéfagos y fibroblastos, un aumento de la celularidad de la serie roja y otros cambios,
como la sobrecarga de hierro, seguida de estrés oxidativo y nitrosativo que conduce a la
induccién de factores de transcripcion sensibles al redox en el bazo. Estos eventos pueden
causar la produccion de precursores patologicos de tumorogénesis. (Makhdoumi, et
al.,2019)

La toxicidad esplénica inducida por la anilina se asocia principalmente a:

1. Dafio a los eritrocitos,

2. Aumentos en el contenido de hierro del bazo (hierro libre y total) y

3. Estrés oxidativo como se evidencia por el aumento de la oxidacion (peroxidacion
de lipidos, oxidacién de DNA, oxidacion de proteinas) y produccion de nitrotirosina.
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La vinculacion de la tumorigenicidad esplénica de estas aminas aromaticas con un evento
téxico inicial en el eritrocito sugiere que la carcinogenicidad de tales compuestos puede
determinarse mediante una dosis umbral definible. (Bus y Popp, 1987)

3.4 Metabolismo y toxicocinética.

La activacion metabolica fue el concepto principal para descubrir como las aminas
arométicas causan efectos biolégicos. Se considera que tanto la toxicidad aguda como la
cronica dependen del metabolismo de activacion del grupo amino. La reaccion clave
responsable de todas las actividades biolégicas es la N-oxidacién a aril-N-hidroxilaminas.
La amina libre o la acetamida puede ser N-oxidada, por lo tanto, existe un equilibrio, que
esta determinado por la actividad competitiva de las N-acetiltransferasas y las N-
desacetilasas. (Garcia y Obiols, 2001)

e Absorcion

La anilina liquida se absorbe rapidamente, muchas veces a partir de ropas, guantes o
calzado contaminado. (OMS, 1987)

La absorcion de la anilina por via dérmica es cuantitativamente la mas importante en el
trabajo. Asi, es rapidamente absorbida a través de la piel tanto en forma liquida como vapor.
Se estima que de la cantidad total que un trabajador absorbe en el ambiente laboral,
Gnicamente un 25% se produce por la via inhalatoria (con una retencién pulmonar del 90%),
mientras que un 25% penetra a través de la piel por contacto con el vapor, y el restante
50% se debe a la penetracion percutanea por contacto directo con la anilina liquida. (Garcia
y Obiols, 2001)

En los seres humanos y en las especies animales investigadas, la anilina se absorbe
rapidamente, se distribuye a los tejidos y después del metabolismo se elimina
principalmente a través de los rifones. Después de dosis orales Unicas de anilina marcada
radiactivamente, la concentracion mas alta de anilina se encontr6 en los eritrocitos,
seguidos por el plasma, el bazo, los rifiones, los pulmones, el corazoén, el cerebro y la grasa.
La administracion repetida de anilina condujo a la acumulacion en el bazo, mientras que la
radiactividad en los otros tejidos disminuyo rapidamente (Khan et al., 1997).

e Biotransformacion

La biotransformacion de la anilina y de las aminas aromaticas, en general, es compleja
debido a la diversidad de reacciones que estos compuestos pueden experimentar en el
organismo. El metabolismo de la anilina tiene lugar inicialmente en el higado, donde se
produce la hidroxilacion del anillo aromatico con la subsiguiente formacién de conjugados
de sulfato y glucurénido. (Garcia y Obiols, 2001)

Entre el 15% y 60% aproximadamente de la anilina absorbida se oxida en p-aminofenal,
que se excreta por la orina como glucuro y sulfoconjugados. (OMS, 1987)
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Como representante de las aminas arométicas, la anilina se metaboliza principalmente por
el anillo y N - hidroxilacion (reaccion dependiente del citocromo P450) o N - acetilacion (a
través de N - acetiltransferasa). (McCarthy et al., 1985)

En ciertos articulos se observa que la hidroxilacién en el anillo (orto, meta o para) parece
variar considerablemente de una especie a otra. (Greim, 2007)

Ademas, las enzimas del higado también catalizan la N-oxidacion de la anilina generando
un metabolito intermedio fenilhidroxilamina, que, transportada por los eritrocitos, se oxida a
nitrosobenceno con formacion de la metahemoglobina, que es incapaz de fijar y transportar
el oxigeno. (Garcia y Obiols, 2001)

La toxicidad de la anilina se explica por la capacidad del nitrosobenceno para formar
aductos (uniones covalentes) con las proteinas de los eritrocitos, dafiandolos gravemente.
Asi, la fenilhidroxilamina y el nitrosobenceno juegan un papel muy importante en el
mecanismo de accion toxica de la anilina. Por tanto, la formacion de metahemoglobina se
considera como un indicador del potencial toxico en la exposicion al agente quimico.
(Garcia y Obiols, 2001)

e Eliminacién

El 30% de la cantidad absorbida de anilina se excreta por la orina como p-aminofenol; el
70% restante corresponde a la fraccion transformada por N-oxidacién, generando aductos
con proteinas eritrocitarias, y al excretado como otros fenoles. En los trabajadores
expuestos, la concentraciéon urinaria de p-aminofenol parece estar directamente
relacionada con la concentracién de metahemoglobinemia en la sangre. (Garcia y Obiols,
2001)

Estudios méas a fondo demuestran que la transformacion metabdlica de la anilina puede ser
mas compleja, puesto que la principal ruta metabdlica hallada en diversas especies
animales in vivo y en preparaciones celulares hepéaticas in vitro no se corresponde con una
simple hidroxilacion a p-aminofenol sino que tiene lugar una N-acetilacion, generandose N-
acetilanilina que, posteriormente, se oxida a N-acetil-p-aminofenol. Esta acetilacion
representa una ruta de detoxificacion que permite la aceleracién de la eliminacion renal de
este agente quimico disminuyendo, por tanto, su toxicidad. Esta ruta metabdlica méas
compleja de la anilina en el higado y eritrocito se muestra en la figura 8. (Kao et al., 1978).
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Figura 8. Transformacion metabdlica de la anilina. (Obtenida de Garcia y Obiols, 2001.)
3.5 Genotoxicidad.

El potencial genotéxico de la anilina se ha evaluado ampliamente en bacterias y células de
mamiferos cultivadas, asi como en roedores. (Greim, 2007)

En varios estudios, a altas concentraciones de anilina (> 1 mg / ml) condujeron a efectos
clastogénicos en la prueba de aberracion cromosémica y en la prueba de micronucleos en
células de mamiferos. (Matsushima et al., 1999)

Las pruebas in vivo con anilina indican que la sustancia tiene potencial clastogénico, pero
se detectd solo a dosis altas en el rango de LDso. En la prueba de micronucleos en la
mayoria de estudios, el tratamiento de ratones con anilina condujo a un aumento de las
frecuencias de microndcleos en la médula 6sea o en la sangre periférica,
independientemente de la ruta de absorcion (intraperitoneal u oral). (Westmoreland y
Gatehouse, 1991)

En estudios con animales, las altas dosis de anilina (aproximadamente 300 mg / kg de peso
corporal) condujeron a un aumento en la incidencia de aberraciones cromosomicas y
micronucleos en el hueso de médula en ratas. (Bomhard, 2003)

La amplia base de datos sobre estudios de anilina e investigaciones especificas apuntan a
una baja potencia y un mecanismo indirecto de clastogenicidad, mediado por eritrotoxicidad
seguida de toxicidad esplénica y hematopoyesis extramedular compensadora en la médula
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Osea de ratas. Se discute el consiguiente aumento de la renovacion celular y el ciclo del
hierro en la médula 6sea para estimular el dafio cromosémico (Greim, 2007).

Los resultados positivos en las pruebas de mutagenicidad / genotoxicidad in vivo realizadas
con anilina se limitaron generalmente a dosis altas que iban acompafadas de signos de
hematotoxicidad. Por tanto, la anilina esta clasificada como mutageno de categoria 3.
(Greim, 2007)

Numerosos estudios investigaron que los efectos clastogénicos son inducidos por la
interaccion de anilina o sus metabolitos con el DNA o por efectos indirectos mediados por
eritrotoxicidad o aumento de la eritropoyesis medular. (George et al. 1990)

3.6 Carcinogenicidad.

La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) lo ha catalogado
como un producto quimico del Grupo 3, es decir, una sustancia de cuya carcinogenicidad
no clasificable para los humanos. Sin embargo, la National Institute for Occupational Health
and Safety (NIOSH) de Estados Unidos ha determinado que existe evidencia suficiente para
recomendar que la anilina se manipule como un posible carcinbgeno humano. Esta posicion
siguié a una evaluacion de un estudio de alimentacién contaminados por anilina en ratas,
desarrollando cancer de bazo, por lo que hay probabilidades que sea cancerigena en seres
humanos. (ChemicalBook, 2017)

En estudios de bioensayo de 2 afios relacionado con la anilina y otras aminas aromaticas
se observé que se producen tumores de bazo en ratas que reciben altas dosis de
compuesto. La evaluacion de la patogénesis de la lesion esplénica y la caracterizacion de
la disposicién de anilina radiomarcada en animales sugiere que los tumores del bazo
pueden ser una respuesta secundaria resultante de la toxicidad eritrocitaria mediada
quimicamente. Se propone que la toxicidad derivada del compuesto para los eritrocitos da
como resultado la eliminacién de glébulos rojos dafiados por el bazo, iniciando una serie de
eventos que pueden contribuir al desarrollo de tumores del bazo. (Bus, 1987)

Estos eventos potencialmente incluyen:

1. Acumulacion especifica del compuesto original 0 metabolitos téxicos transportados
al bazo por los eritrocitos;

2. Deposicion de restos eritrociticos, particularmente hierro, que puede catalizar tejidos
gque dafan las reacciones de los radicales libres;

3. Induccion de hiperplasia esplénica como resultado de sobrecarga de eritrocitos.

La vinculacion de la tumorigenicidad esplénica de estas aminas arométicas con un evento
toxico inicial en el eritrocito sugiere que la carcinogenicidad de tales compuestos puede
determinarse mediante una dosis umbral definible, es decir, los eventos que conducen a la
carcinogenicidad no se inician hasta que las células de la sangre tengan la capacidad para
hacer frente al insulto toxico. (Bus, 1987)
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La formacion de tumores esplénicos en ratas parece estar causalmente relacionada con el
efecto toxico de la anilina en los eritrocitos y sus consecuencias. Las siguientes
observaciones apoyan esta suposicion:

El bazo es un 6rgano diana de carcinogenicidad para las sustancias eritrotoxicas.
Una alta actividad de metahemoglobina reductasa en ratones, la anilina no induce
tumores.

Los efectos cancerigenos se producen solo en dosis altas de anilina.

La eritrotoxicidad severa y dafo esplénico prolongado es un requisito para la
formacion de tumor.
La incidencia y la gravedad de las lesiones no neoplasicas (fibrosis y degeneracién
grasa) estan correlacionadas estrechamente con la incidencia tumoral. (Deguchi et
al. 1995).

Tabla 4. Identificacién de peligros de la anilina. (Obtenida de Meyer, 2017; Roth, 2016).

INDICACION CLASE DE PELIGRO EFECTO CATEGORIA
DE DE PELIGRO
PELIGRO
H227 Liguidos inflamables 4
H301 Toxicidad aguda (Oral). Toxico si se inhala. 3
H311 Toxicidad aguda (Dérmico). Toxico en contacto con 3
la piel
H331 Toxicidad aguda (Inhalacién- polvos Toxico si se inhala 3
y nieblas).
H318 Dafios oculares graves o irritacién Provoca irritacion 2A
ocular ocular grave.
H317 Sensibilizacion cutanea. Puede provocar una 1B
reaccion cutdnea
alérgica.
H341 Mutagenicidad en células germinales Susceptible de 2
provocar defectos
genéticos.
H351 Carcinogenicidad Susceptible de 2
provocar cancer
H372 Toxicidad especifica en Provoca dafios en los 1
determinados 6rganos (exposicion organos tras
repetida) exposiciones
prolongadas o
repetidas
H400 Peligro para el medio ambiente Muy toxico para la vida 1
acuatico -peligro agudo. acuatica
H411 Peligro para el medio ambiente Muy toxico para la vida 2
acuatico -peligro crénico. acuatica
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Capitulo 4. Genética toxicolégica
4.1 Concepto y generalidades.

La genética toxicoldgica es una ciencia multidisciplinaria, que se ocupa fundamentalmente
de la identificacion y el andlisis de la accion de cualquier agente fisico, quimico o biolégico,
que sea capaz de ejercer efectos toxicos sobre el material genético de los seres vivos. Asi
mismo estudia los mecanismos de respuesta al dafio y sus consecuencias sobre los
organismos como la carcinogénesis, teratogénesis y mutagénesis. (Paz y Mifio, et al, 2002)

La Toxicologia Genética es una disciplina que realizan aportes desde sus saberes a la salud
ambiental. Ya sea desarrollando, validando y poniendo en practica ensayos apropiados
para determinar riesgo genético en poblaciones humanas y de otras especies. Evaluando
in vitro el potencial genotéxico de diversas sustancias, mutagénicos, carcindgenos,
antigenotdéxicos, antimutagénicos y anticancerigenos de extractos vegetales medicinales,
medicamentos de reciente formulacion, cosméticos, saborizantes, etc. (Aiassa y Bosch,
2015)

El interés de los estudios de la Genética Toxicolégica se centra principalmente en los
agentes genotéxicos, los cuales se pueden definir como aquel compuesto de naturaleza
quimica o fisica que puede inducir, directa o indirectamente, modificaciones en el DNA de
los seres vivos, produciendo alteraciones estructurales o funcionales tanto en células
germinales como somaticas. (Alonso, 2005)

o Si la transformacion se origina en las células sométicas pueden existir
modificaciones en las funciones metabdlicas o fisiolégicas celulares, causando un
crecimiento celular excesivo y desordenado, también pueden producir un
envejecimiento prematuro y/o enfermedades vasculares.

o Si la transformacion se produce en las células germinales las alteraciones son
heredadas a la siguiente generacion y son causa de padecimientos genéticos, asi
como problemas de fertilidad en las personas expuestas a agentes toxicos. (Alonso,
2005)

Aunque la capacidad de una sustancia para dafiar el DNA no la convierta automéaticamente
en un peligro para la salud, lo que nos preocupa es saber si la sustancia puede ser
potencialmente mutagénica y/o carcinégena. (Paz y Mifio et al., 2002)

La genotoxicidad se mide por medio de marcadores a partir de ensayos.
4.2 Biomarcadores de genotoxicidad.

La biomonitorizacion (BM) en humanos se entiende como el procedimiento por el cual se
cuantifican las concentraciones de sustancias o metabolitos considerados como toxicos o
sospechosos de serlo en muestras biologicas. (Ibarluzea et al., 2016)
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La biomonitorizacién puede ser Util para:

1. Cuantificar la distribucién de las sustancias en muestras biolégicas de la poblacion
general 0 en subgrupos de esta.

Identificar subgrupos especialmente expuestos.

Establecer valores de referencia.

Conocer la evolucion temporal y espacial de dichas exposiciones.

Comparar los resultados en distintas poblaciones.

Identificar problemas de salud publica.

Establecer y evaluar acciones legislativas, intervenciones ambientales o de salud
publica.

8. Promocionar el estudio de los efectos en la salud. (Ibarluzea et al. 2016)

NogabkowN

Para la correcta aplicacion de esta herramienta, es indispensable seleccionar tanto la matriz
biol6gica como los biomarcadores mas adecuados para cada tipo de contaminante, asi
como disponer de métodos analiticos fiables, sensibles, aplicados bajo estrictos protocolos
de calidad y disponer de referencias para la interpretacion de los resultados (Angerer et al.,
2007).

Sin duda el HBM ha de centrarse en la evaluacion de las sustancias prioritarias o
emergentes en el ambito medioambiental, aunque la sustancia a investigar no sea
necesariamente la sustancia inicial sino un biomarcador de exposicion a la misma. La
seleccion del biomarcador adecuado es de enorme relevancia en el disefio, viabilidad e
interpretacion de los resultados en los estudios de biomonitorizacién, ya que ha de ser lo
mas especifico posible de la sustancia original estudiada y sus niveles en sangre, orina u
otros deben ser detectables con los métodos analiticos existentes. (Roca y Yusa, 2013)

Los programas de biomonitorizacion y la mayoria de los estudios utilizan fundamentalmente
biomarcadores de exposicion entre los que se encuentran aquellos contaminantes o sus
metabolitos a los que se presta una mayor atencion para evaluar sus dosis internas tales
como: metales, plaguicidas, PAHs, dioxinas, PBDEs, compuestos perfluorados vy
compuestos aromaticos. (Roca y Yusa, 2013)

Los estudios de biomonitorizacion llevados a cabo mediante biomarcadores estan siendo
cada vez mas usados en los Udltimos afios para demostrar como la exposicién a un
determinado xenobibtico puede asociarse con la aparicion de un determinado efecto
biologico. Por este motivo, a lo largo del tiempo se ha intentado clasificar y definir cuales
son los biomarcadores més adecuados en cada caso y realizar ciertas guias para planificar,
llevar a cabo e interpretar aquellos estudios para monitorizar grupos o individuos expuestos
a estos agentes. (Ibarluzea et al., 2016)

De acuerdo a esto, un biomarcador de genotoxicidad se considera aquella respuesta
biolégica y cuantificable de un organismo vivo, traducida en una alteraciéon temprana en el
material genético, como resultado de una accion provocada por un determinado agente
genotoxico. (Arango, 2012)
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Los biomarcadores se encuentran diferenciados en tres tipos:

= Biomarcador de exposicién, el cual evalda en un organismo la presencia de una
sustancia exdgena, un metabolito o el producto de la interaccion entre el agente
xenobi6tico (compuestos naturales o sintéticos del ambiente que el organismo
metaboliza y acumula) y una molécula o célula diana. (Arango, 2012)

= Biomarcador de Efecto, pueden ser componentes endégenos o medidas de la
capacidad funcional, o cualquier otro indicador del estado o equilibrio del cuerpo o
de un sistema orgénico afectado por la exposicién. Suelen indicar cambios en las
funciones de las células, de los tejidos o del cuerpo en conjunto Se utiliza como
indicadores preclinicos de anomalias. (Silbergeld, 2013)
Los biomarcadores del efecto pueden ser especificos o no especificos. Los
especificos indican un efecto biolégico de una exposicion concreta. Los
biomarcadores no especificos no indican una causa individual del efecto, pero
pueden reflejar el efecto total integrado debido a una exposicion combinada. Los
dos tipos de biomarcadores pueden ser de considerable utilidad en el ambito de la
salud en el trabajo. Entre los biomarcadores para efectos biol6gicos tempranos de
la exposicion a agentes mutdgenos ambientales, los micronlcleos y aberraciones
cromosomicas pueden ser los mas relevantes. (Silbergeld, 2013)

= Biomarcadores de Susceptibilidad, es un indicador de la capacidad heredada o

adquirida de un organismo para responder a la exposicibn a una sustancia
xenobibtica. (Arango, 2012)
La capacidad de metabolizar determinadas sustancias quimicas es variable y esta
determinada genéticamente. La capacidad de reparaciéon del dafio genético también
esta determinada genéticamente y aquellos individuos deficientes en los
mecanismos de reparacion sufrirAn mayores niveles de dafio genético irreversible,
incluso frente a exposiciones de baja intensidad. Se ha hecho hincapié en la
susceptibilidad genética que puede deberse a un rasgo heredado y a la constitucion
del individuo a factores ambientales. (Alonso, 2015)

La utilizaciéon de biomarcadores que reflejan los efectos y la exposicién a carcinégenos se
vislumbra como una herramienta Gtil en el monitoreo de riesgo laboral, ya que permite tomar
medidas para disminuir la exposicién al agente toxico cuando su efecto es reversible lo que
disminuye el riesgo de desarrollar enfermedades degenerativas, envejecimiento precoz y
cancer. (Alonso, 2015)

Para determinar la asociacion entre la exposicion a alguin compuesto y los posibles efectos
biol6gicos, se prefiere el uso de biomarcadores que evalGan el dafio genotéxico y citotoxico
tales como la frecuencia de microntcleos (MN) y anomalias nucleares. Estos
biomarcadores han cobrado importancia en estudios de salud publica y ocupacional debido
a que permiten identificar y evaluar los factores de riesgo asociados al desarrollo de
diferentes tipos de enfermedades y contribuir al desarrollo de politicas publicas. (Rey, 2020)
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4.3 Pruebas de genotoxicidad.

Existe una gran cantidad de técnicas quimicas y biolégicas que permiten medir la
exposicion de los individuos a sustancias que producen dafio a nivel genético (genotdxicos).
En diferentes tipos de muestras (sangre, heces, orina u otros tipos de tejidos) es posible
evaluar la presencia del toxico especifico o de un metabolito para establecer la exposicion
crénica o aguda. (Martinez y Gémez, 2007).

Las pruebas de genotoxicidad son ensayos que evidencian las alteraciones causadas al
material genético, de manera directa o indirecta, por agentes ambientales, tanto en células
somaticas como germinales. (Arencibia et al., 2003)

En la actualidad se utilizan diferentes pruebas in vivo e in vitro en sistemas celulares con
un alto grado de sensibilidad, para medir diversos tipos de dafios del DNA. Entre ellas estan
la prueba de micronucleos (MN), aberraciones cromosémicas (AC), intercambio entre
cromatides hermanas (ICH), prueba del cometa y aductos por HPLC. (Ascarrunz et al.,
2005)

» Aberraciones cromosomicas (AC) El ensayo de AC es una técnica citogenética
que permite identificar cambios en la estructura normal o en el ndmero de
cromosomas. Esta técnica es muy Uutil para el seguimiento de poblaciones
expuestas, ya que permite identificar sustancias quimicas con propiedades
mutagénicas y cancerigenas mediante la evaluacion de la totalidad del genoma
celular. (Aiassa et al., 2014)

» Intercambio de croméatidas hermanas (ICH) Son eventos que se producen
durante la fase de sintesis. Representan el intercambio simétrico, entre loci
homadlogos, de productos de replicacion. Ocurren sin pérdida de DNA ni cambios en
la morfologia cromosémica y es posible detectarlos en metafases obtenidas de
cultivos adicionados con bromodesoxiuridina que es un analogo de la base
nitrogenada timina del DNA. Se puede observar incremento en la frecuencia de ICH
por exposicion de las células a agentes clastogénicos, lo que ha permitido que se
reconozca como un evento indicador de dafio al DNA. (Martinez y Gémez, 2000).

» Ensayo cometa (EC): El bioensayo cometa, también conocido como electroforesis
alcalina de células individuales, es una prueba que evalta el dafio del material
genético causado por diferentes agentes quimicos y fisicos. (Rodriguez et al., 2016)
El ensayo cometa se basa en el hecho de que el DNA en condiciones normales se
encuentra enrollado en el nucleo, mientras que al estar dafiado el DNA y ser
sometido a un campo electromagnético, éste migrara mas que un DNA sin dafio. En
condiciones alcalinas la técnica es capaz de evidenciar rompimientos de una sola
hebra, sitios retardados de reparacion y sitios alcali l1abiles; mientras que a un PH
neutro, la técnica es capaz de evaluar rompimientos de doble hebra en el DNA. La
imagen que se puede observar después de exponer las muestras a una
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electroforesis asemeja a un cometa, en donde la cabeza representa el DNA sin
daiar, mientras que la cola del mismo es el DNA dafiado o fragmentado.
(Ramirez y Mendoza, 2008)

» Micronucleos (MN): es muy usado para evaluar la capacidad de una sustancia para

romper cromosomas o para afectar la formacion de la placa metafasica y/o huso
mitotico, ambos capaces de conducir a la distribucion desigual de cromosomas
durante la division celular. (Alborghetti et al., 2015)
El test de micronucleos genera resultados con un importante apoyo estadistico; por
tanto, es ampliamente usado como una herramienta de seleccion para determinar
la seguridad de muchas sustancias y clasificar a los agentes como cancerigenos o
no cancerigenos. (Alborghetti et al., 2015)

Capitulo 5. Micronucleos
5.1 Mecanismos de formacion y definicion.

Durante la division celular el material genético (DNA) contenido en el nucleo celular se
replica y divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas; este proceso
puede producirse de manera erronea debido a errores durante la replicaciéon y posterior
division del DNA, a roturas cromosOmicas y al efecto de la radiacién y de sustancias
genotoéxicas, produciéndose pérdida cromosémica y haciendo que el reparto del material
genético no sea equitativo. (Zalacain, et al, 2005)

Cuando esto ocurre, el material genético que se desprende y que, por tanto, queda excluido
y no se incorpora correctamente al nucleo de la célula hija, origina un nuevo nucleo de
menor tamafio que el primario denominado “micronucleo” (MN), visible faciimente al
microscopio éptico. El material genético desprendido puede derivar de cromosomas enteros
0, mas frecuentemente, de fragmentos cromosdmicos acéntricos que quedan excluidos de
los nucleos de las nuevas células durante anafase mitética. (Zalacain, et al, 2005)

Tabla 5. Mecanismos de formacién de microntcleos. (Modificado de Terradas, 2010)

Mecanismos de formacion de microntcleos

Pérdida de cromosomas Pérdida de fragmentos
completos acéntricos
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Por lo tanto, los micronucleos se pueden definir como fragmentos acéntricos de
cromosomas o de cromatidas, o en su defecto, por cromosomas completos que
espontdneamente o por causa de agentes genotoxicos, quedan fuera del nicleo durante la
division celular. Los MN estan envueltos por una membrana nuclear, similar a la del nucleo
de la célula hija, sin embargo, su tamafio es muy pequefio en comparacion a éste y se ven
como pequefios ndcleos en el citoplasma de las células interfasicas. (Cervantes et al., 2014)

Las células con presencia de micronucleos tienen las siguientes caracteristicas:

e Contienen un nucleo principal y uno (Figura A) o mas micronucleos. (Figura B)

e Los MN son redondos u ovalados.

¢ MN son cuerpos positivos de Feulgen.

e Tiene la misma textura e intensidad de tincién que el nucleo principal.

e Son 1/3 —1/16 de diametro del nucleo principal.

¢ Los MN no estan conectados al nlcleo principal.

e EIl limite nuclear del micronicleo debe ser claramente distinguible del nicleo
principal. (Bolognesi, 2013)

@)w 10 °

A B

Figura 9. Fotomicrografia de células con micronucleos tefiidas con Feulgen y Light Green vista a
1000x aumento, bajo luz transmitida. (Modificada de Bolognesi, 2013 y Tolbert et al., 1992).

Cuando un MN est4 formado por fragmentos acéntricos, se considera de tipo clastogénico,
y si esta formado por cromosomas completos se considera de tipo aneugénico. (Cervantes
et al., 2014)

De acuerdo a lo anterior, los micronucleos pueden ser formados durante la transicién de
metafase/anafase de la mitosis. Durante la division celular, etapas en las cuales ocurre la
separacion de cromatides; son reconocidos dos mecanismos por los cuales se pueden
formar los micronucleos:

1) Pérdida mitética de fragmentos acéntricos: es considerado el mecanismo clésico,
donde cualquier fragmento cromosémico que no posea centrdmero no podra
integrarse a un nucleo, pues carece del elemento indispensable para orientarse en
el huso acromético. Después de la telofase, los cromosomas normales, asi como
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los fragmentos que posean centromero, daran origen a los nudcleos de las células
hijas regulares. Los elementos rezagados quedaran incluidos en el citoplasma de
las células hijas y una considerable proporcién es transformada en uno o varios
nucleos secundarios, que, como regla, son mucho méas pequefios que el nucleo
principal y de ahi su nombre de micronucleo. (Cedano, et al., 2012)

2) Pérdida mitética de cromosomas completos: esto sucede cuando se dafia el
funcionamiento del aparato mit6tico, por ejemplo: bajo la influencia de la colchicina,
el nucleo principal es algunas veces reemplazado por un grupo de pequefos
nucleos; los cuales son en general considerablemente més grandes que el tipico
micronucleo; esto es debido a que los cromosomas completos son los que
constituyen a estos micronucleos. (Cedano, et al., 2012)

Figura 10. Formacién de micronudcleos. (Modificado de Terradas, 2010).

5.2 Antecedentes del ensayo de micronucleos.

El ensayo de micronlcleos es uno de los test de genotoxicidad mas frecuentemente
utilizado y actualmente se estd empleando en la evaluacion de las consecuencias
genotoxicas de las exposiciones ambientales y laborales a mutagenos. (Pastor, 2002)

En hematologia, los micronucleos (MN) fueron identificados en los precursores de
eritrocitos a finales del siglo XIX por William Henry Howell quien los denominé “fragmentos
de material nuclear” y Justin Marie Jolly que los llamo “corpusculos intraglobulares, quienes
los describieron como remanentes del nicleo de los eritrocitos circulantes, conocidos como
cuerpos de Howell-Jolly, cuya forma es redonda o almendrada, su diametro varia desde 0.4
a 1.6 p) del tamafio normal del eritrocito (6 a 8y de diametro). (Pereda et al., 2019)

El primer estudio in vivo sobre efectos mutagénicos, sin necesidad de hacer cultivos
celulares, fue el de Boller y Schmid en 1970 que estudian MN en médula 6sea de rata y lo
denominaron micronucleus test. Inicialmente, el test de MN era un procedimiento que
permitia la deteccion de aberraciones cromosomicas de forma indirecta en eritroblastos de
medula 6sea. El test de MN fue modificado por Heddle para su uso en los eritrocitos de
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médula 6sea y poco después por Countryman y Heddle para su andlisis en los linfocitos de
sangre periférica. (Garcia, 2013)

Un impulso definitivo a esta técnica ocurrié en 1985 cuando Fenech y Morley comienzan a
utilizar la citocalasina B que impide la divisién del citoplasma, pero no la del nucleo en la
division celular. (Matheus y Bolafios, 2014)

De esta forma se pueden observar a las células tras su primera division, con dos nucleos
dentro de un Unico citoplasma, de forma que, si hay uno o varios micronucleos dentro de
ese citoplasma, estaran siempre relacionadas con esa division mitética, ya contengan un
fragmento cromosémico o un cromosoma entero. Con esta sencilla modificacion se
consiguid un analisis estandarizado. La técnica de MN con citocalasina-B se estandarizo
con el nombre de test CBMN (cytokinesis-block micronucleus) y consiste en el analisis de
1.000 células binucleadas en las que se estima la tasa de MN. (Garcia, 2013)

La técnica fue validada a nivel mundial en 1999, por el programa internacional de
micronucleos humanos (HUMN: Human MicroNucleus Project), con la participacion de 42
laboratorios. El protocolo basico consiste en el aislamiento de los linfocitos, el recuento
celular y siembra, blogueo de la division celular y el sometimiento de la célula a un choque
hipotonico, se fijan las células con una solucién de metanol: 4cido acético glacial y se tifien
las preparaciones con Giemsa para ser visualizadas al microscopio. (Matheus y Bolafios,
2014)

5.3 Micronucleos en células epiteliales.

Si bien es verdad que la prueba de MN se puede aplicar en cualquier tejido que se divida,
entonces todos los epitelios son potencialmente utilizables, involucrando cualquier célula
divisoria, por ejemplo, epitelios del cuello uterino, vejiga, eséfago, bronquial, nasal y bucal.
sin embargo, las caracteristicas del epitelio de la mucosa oral favorecen su utilizacién en
pruebas para monitorear eventos genotéxicos o citotoxicos tempranos. (Ruiz et al., 2013)

Este método se usa desde 1980 para demostrar los efectos resultantes de exposiciones
ambientales y ocupacionales, estilos de vida, deficiencias alimenticias y otras alteraciones.
(Diaz et al, 2013)

Aun continla ganando popularidad como biomarcador de dafio genético gracias a sus
diversas ventajas; como las siguientes:

v La mucosa oral es el punto de contacto con muchos agentes potencialmente
peligrosos.

v' La mucosa oral es un epitelio con alta proliferacion, lo que permite que la poblacion
celular se mantenga constante.

v Las células no necesitan ser cultivadas.

v' Los micronlcleos pueden reflejar eventos genotéxicos que han ocurrido en las
células de division basal en las Ultimas tres semanas.

v' Latécnica es rapida, simple y econémica.

v'Las muestras son faciles de obtener. (Castro et al., 2004)
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Las células de la cavidad bucal son la primera barrera en la ruta de inhalacion o ingestion
y son capaces de metabolizar cancerigenos a productos reactivos. Aproximadamente el
90% del cancer en humanos se produce a partir de células epiteliales, las cuales, ademas,
representan un blanco preferido para los primeros eventos genotédxicos inducidos por
agentes cancerigenos que entran al cuerpo por inhalacion o ingestion. (Diaz et al, 2013)

Los MN observados en células exfoliadas de tejido epitelial se forman en las células de la
capa basal que es donde se lleva a cabo la division celular, esta migran a la superficie, de
tal manera que el monitoreo de poblaciones en este tejido puede reflejar el dafio ocurrido
durante este tiempo, la muestra se toma mediante un raspado de mucosa; se hace el
extendido en portaobjetos perfectamente limpios, se fijan en etanol al 80%, se tifien con
colorantes basicos o especificos para DNA y se analizan entre 500 a 4000 células, en las
que se registran los MN encontrados. (Torres et al., 2016)

Las células bucales con multiples MN son raras en pacientes sanos, pero pueden estar
presentes en la mucosa de los sujetos expuestos a altas dosis de agentes genotéxicos.
(Bolognesi, 2013)

5.4 Generalidades del epitelio bucal.

En repetidas ocasiones la cavidad oral se ha propuesto como un espejo, que manifiesta la
salud de un individuo, ya que la mucosa oral a menudo refleja los cambios de la
enfermedad; ademas, es el primer contacto con muchos contaminantes como el tabaco o
el alcohol y su afecto también puede ser indicativo de una afeccién sistémica o efectos
secundarios, debido a la administracion de quimioterapia o radioterapia. (Torres et al., 2014)

El epitelio de la mucosa oral es una barrera mecanica, quimica, acuosa y microbiana que
separa los tejidos subyacentes de su entorno. Consta de dos capas, el epitelio escamoso
estratificado en la superficie y la lamina propia mas profunda. (Torres et al., 2014)

El epitelio de la mucosa oral esta formado por cuatro capas que son:

e Estrato cérneo: es una capa que recubre la cavidad oral, estd formado por
gueratinocitos aplanados queratinizados. Comprende las células que se
desprenden constantemente como resultado del desgaste del tejido superficial.

e Estrato granuloso: formado por hileras de queratinocitos mas aplanados cuyo
ndcleo empieza a degenerar y en cuyo interior se observan granulos de
queratohialina.

e Estrato espinoso: formado por varias hileras de queratinocitos de forma poliédrica
unidos entre si mediante desmosomas, presentando en su citoplasma abundantes
tonofilamentos.

e Estrato basal: germinativo o proliferativo, es la capa mas profunda y esta formada
por una hilera de células con morfologia cuboidea (queratinocitos) que se unen a la
lamina basal mediante hemidesmosomas. A este nivel se producen mitosis a partir
de células madre para renovar el epitelio. (Suarez et al., 2008)
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Figura 11. Epitelio plano estratificado queratinizado (Obtenido de Welsch, 2010).

El epitelio oral renueva periddicamente sus poblaciones celulares en forma ordenada y
programada cuando las células producidas en la capa basal por mitosis migran a la
superficie reemplazando a las que se desprenden. Esta capacidad especial proliferativa
permite a la poblacién celular mantenerse constante. El ciclo de renovacién dura
aproximadamente 7 a 21 dias, aunque los datos experimentales que investigan dicha
migracién son limitadas. (Casariego y Pérez, 2017) (Thomas et al., 2009)

4
«

A A
Células A2 { \,,/ Capas
diferenciadas que ) superficiales
contienen MN de células
exfoliadas
7-21 dias para que
las células migren Esirato
desde la capa ssiinast
basal a la capa P
queratinizada de la
superficie
Los MN se expresan
primero en las células Capa basal
basales
Tejido conectivo

Figura 12. Esquema de las capas de células de la mucosa bucal y el recambio. (Holland et al.,
2008)

Las células basales, transicional y diferenciadas muestran alteraciones nucleares
asociadas con diferentes procesos biol6gicos. Incluyen biomarcadores de dafio en el DNA
(rotura o pérdida de cromosomas) como MN durante la divisién nuclear. Las células hijas,
gue pueden o no contener MN, eventualmente se diferencian en la capa de células
espinosas Yy la capa superficial queratinizada, y luego se exfolian en la cavidad bucal.
(Kashyap y Reddy, 2012)
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Figura 13. Ciclo de renovacion celular. (Obtenido de Samar y Fernandez, 2011).
5.5 Anormalidades nucleares en células epiteliales.

Las anomalias nucleares (NA) son biomarcadores adicionales que pueden reconocerse
mediante la realizacién de la prueba de MN; estas anomalias pueden ocurrir durante la
diferenciaciéon celular, son indicadores de dafio al DNA, citotoxicidad o muerte celular
cuando se observan en altas frecuencias. (Castafieda et al., 2016)

Ya que las alteraciones mas sugestivas en la morfologia de las células neoplasicas se
producen en el nacleo, donde las modificaciones son en el tamafio, densidad y distribucion
de la cromatina, las AN estan formados por células binucleadas (BN), nucleos lobulados
también llamado prolongacién nuclear, “bud cell” o “broken eggs” (NL, BE), cariorrexis (CR),
cromatina condensada (CC), nucleos picnéticos (PN) y cariolisis (CL). Los mecanismos
moleculares que impulsan la presencia de cada uno de estos AN no se comprenden bien,
ni tampoco su importancia biolégica en términos de funcién celular. (Castafieda et al., 2016)

Basal leerer.m.uacnon leerenc_lauon Procesode Muerte
transicional terminal muerte

Ningun dafio del
cromosoma o
errores mltotlcos —>

Normal
Cromosoma
roto o perdido /

Picnosis

Q <:> \:> \_>

Cromatina condensada Cariolisis
Amplificacion

delgeny/o
inestabilidad Nucleo lobulado
cromosomal

X ® :
D.efect.o de. / Cariorrexis
citoquinesis o

detencion Binucleada

Figura 14. Representacion esquematica de varios tipos de células bucales y el mecanismo de su
origen. (Alonso, 2015).
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= Cromatina Condensada (CC): estas células tienen nacleos intensamente tefiidos,
con regiones condensadas o cromatina agregada exhibiendo un patrén nuclear
moteado o estriado, es evidente que la cromatina esta agregada en algunas
regiones del ndcleo; mientras que se pierde en otras areas, asi cuando la
condensacién es extensa da la apariencia de un nucleo fragmentado. Tal vez estan
en etapas tempranas de la apoptosis, aunque dicha informacion aiun no es
concluyente. (Thomas et al., 2009; Tolbert et al., 1991)

Cromatina
condensada 4

Figura 15. Fotomicrografia de célula de cromatina condensada tefiidas con Feulgen y Light Green
vista a 1000x aumento, bajo luz transmitida. (Modificada de Bolognesi, 2013 y Tolbert et al., 1992).

Cariorrexis (CR): células que presentan un nicleo que se caracteriza por agregacion de la
cromatina nuclear. Estas células tal vez estan pasando por una fase avanzada de
apoptosis, pero esto aln no ha sido comprobado. (Thomas et al., 2009; Tolbert et al., 1991)

Las células de cariorrexis tienen las siguientes caracteristicas:
e Son tipicamente angulares y de forma plana, generalmente con un tamafio
de una célula terminalmente diferenciada.
¢ El ndcleo contiene cromatina mas densamente agregada que en las células
de cromatina condensada.
e El ndcleo también puede presentar una extensa fragmentacion indicativa de
fragmentacion nuclear avanzada. (Bolognesi, 2013)

Cariorrexis

Figura 16. Fotomicrografia de célula con cariorrexis tefiidas con Feulgen y Light Green vista a
1000x aumento, bajo luz transmitida. (Modificada de Bolognesi, 2013 y Tolbert et al., 1992).
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Nucleo picnético (PN): estas células se caracterizan por tener un nucleo pequefio,
con alta densidad de material nuclear uniforme e intensamente tefiido. El diametro
del nacleo es aproximadamente de 1/3 del ndcleo normal y se piensa que estas
células tal vez son una forma de muerte celular; sin embargo, el mecanismo preciso
sigue siendo desconocido. Hasta el momento, solo se correlaciona con
diferenciacion y maduracién de las células epiteliales. (Thomas et al., 2009; Tolbert
et al., 1991)

Nucleo
picnotico a

Figura 17. Fotomicrografia de célula picnotica tefiida con Feulgen y Light Green vista a 1000x

aumento, bajo luz transmitida. (Modificada de Bolognesi, 2013 y Tolbert et al., 1992).

Cariolisis (CL): estas células estan completamente vacias de DNA, por lo tanto, no
tienen nlcleo. Es probable que representen una fase muy avanzada en el proceso
de muerte celular. (Thomas et al., 2009; Tolbert et al., 1991)
Las células carioliticas tienen las siguientes caracteristicas:
¢ Son de forma angular y plana, generalmente con un citoplasma que es del
tamafio de una célula terminalmente diferenciada.
¢ Unaimagen " fantasma " del nicleo a menudo es evidente en el citoplasma
sugiriendo la presencia remanente del andamio nucleoproteinas.
e Notienen un nucleo que contenga DNA u otras estructuras (Bolognesi, 2013)

@ Cariolisis

Figura 18. Fotomicrografia de célula cariolitica tefiida con Feulgen y Light Green vista a 1000

aumento, bajo luz transmitida. (Modificada de Bolognesi, 2013 y Tolbert et al., 1992).

Nucleo lobulado o prolongacion nuclear, broken eggs (NL-BE): el nacleo
presenta una constriccion en un extremo, sugestivos de un proceso de eliminaciéon
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de material nuclear por gemacion. El I6bulo presenta las mismas caracteristicas
morfolégicas y de tension que el nucleo, pero el tamafio es de 1/3 a 1/4 del nucleo.
El origen y significado biologico de los BE en células exfoliadas aun no es totalmente
comprendido. (Tolbert et al., 1991)

, ]
Nucleo °

O lobulado

Figura 19. Fotomicrografia de célula con nucleo lobulado tefiido con Feulgen y Light Green visto a
1000x aumento, bajo luz transmitida. (Modificada de Bolognesi, 2013 y Tolbert et al., 1992).

= Célula binucleada (BN): son células que contienen dos nucleos principales,
usualmente los ndcleos estan muy proximos e incluso podrian hacer contacto,
ambos con morfologia y tincién similar a un ndcleo normal. No parecen implicar una
interaccion directa con el DNA, sino que involucra la interferencia con los hechos
ocurridos a finales de la division celular. (Torres y Ramos, 2013)

Binucleada

Figura 20. Fotomicrografia de célula binucleada tefiida con Feulgen y Light Green vista a 1000x
aumento, bajo luz transmitida. (Modificada de Bolognesi, 2013 y Tolbert et al., 1992).

La mucosa bucal proporciona una barrera potencial a carcinGgenos que pueden
metabolizarse para generar productos potencialmente reactivos. Las células bucales
exfoliadas han sido utilizadas de forma no invasiva para mostrar con éxito el efecto
genotdxico de factores de estilo de vida como fumar tabaco, masticacién de nueces de
betel, tratamientos médicos como la radioterapia y la exposicién ocupacional a sustancias
guimicas potencialmente mutagénicas y/o cancerigenas, y para estudios de quimio
prevencién del cancer. (Upadhyay. et al., 2019)
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. JUSTIFICACION

El arte mexicano se expresa de varias formas, entre ellas, las artesanias que distinguen a
nuestro pais como uno de los mayores productores a nivel mundial. Las artesanias forman
parte de la identidad de grupos culturales que utilizan materias primas locales para producir
objetos cotidianos logrando fortalecer el patrimonio cultural de la comunidad.

En diversas zonas del pais, en particular en la comunidad de Tlamacazapa Guerrero, se
elaboran diferentes productos tejidos con las hebras de las hojas de palma. Se trata de una
actividad que ha pasado de generacion en generacion y que forma parte del sustento de
varias familias. Pero dicha actividad puede estar presentado un deterioro en la salud de los
artesanos, esto debido a la exposicién de agentes genotoxicos.

Se ha visto que los colorantes sintéticos aparte de llevar al olvido las antiguas técnicas de
extraccion de colorantes naturales, han creado problemas de salud a los artesanos que
trabajan con ellos. Actualmente el colorante utilizado por esta comunidad ha sido la anilina,
a este compuesto se le han atribuido riesgos por el uso y manejo debido a sus propiedades
toxicoldgicas. Las anilinas estan dentro del grupo de los agentes metahemoglobinizantes
(la metahemoglobinemia causa cianosis, anemia, disnea, fatiga, cefalea, irritabilidad,
sincope e incluso coma). Y aunque la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el
Céancer (IARC) lo ha catalogado como un producto quimico del Grupo 3, es decir, una
sustancia de cuya carcinogenicidad no clasificable para los humanos, ciertos articulos han
determinado que existe evidencia suficiente para recomendar que la anilina se manipule
como un posible agente genotoxico.

Por tal motivo la biomonitorizacién de poblaciones expuestas a riesgo laboral por uso de
productos sospechosos de causar dafio a través de marcadores de genotoxicidad es de
vital importancia para la prevencion de enfermedades como el cancer. La deteccion de
micronucleos (MN) en mucosa bucal es uno de los biomarcadores mas usados debido a
que es un método no invasivo y es facil de realizar ademas de su bajo costo. Se emplea en
la evaluacién de riesgo genotdxico por exposiciones ambientales y laborales a mutagenos.
Este ensayo permite la determinacion de la actividad genotoxica de diferentes sustancias
mediante la deteccion de roturas cromosomicas, pérdida cromosomica y apoptosis.

Por lo tanto, debido a que los artesanos de la comunidad de Tlamacazapa Guerrero es un
grupo expuesto de manera cotidiana debido a la exposicion laboral al colorante anilina, se
plantea la necesidad de evaluar el posible riesgo genotéxico de esta poblacion, mediante
la utilizacibn de marcadores de genotoxicidad especificamente la determinacion de
micronucleos y anormalidades en las células de la mucosa oral. Con la finalidad de
descubrir efectos tempranos del dafio genotéxico que pueden ser precursores de alguna
enfermedad grave, y asi, convertirse en una herramienta efectiva para la evaluacion del
riesgo laboral, ya que permite tomar medidas para disminuir la exposicion al agente toxico.
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Il. HIPOTESIS

La exposicidon a la anilina ocasionara un aumento en la presencia de
micronucleos y anormalidades nucleares en las células de la mucosa oral de
artesanas de Tlamacazapa, Guerrero.

V. OBJETIVOS
Objetivo General:

Evaluar el posible dafio genotéxico del colorante anilina mediante la presencia de
micronucleos y anormalidades nucleares en células de la mucosa oral en artesanas
de la comunidad de Tlamacazapa, Guerrero.

Particulares:

e Determinar las anomalias nucleares mas frecuentes encontradas en células
exfoliadas de la mucosa en artesanas de Tlamacazapa, Guerrero.

e Asociar la presencia de micronucleos y anormalidades nucleares en el grupo
de artesanas cuyas actividades desempefiadas tienen mayor exposicion a
anilina.

¢ Relacionar la presencia de células binucleadas con defectos en la citocinesis.

e Evaluar muerte celular con la frecuencia de células con cariorrexis.
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V.

DIAGRAMA DE FLUJO
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VI. MATERIALES Y METODOS
a) Poblacion:
o 41 mujeres artesanas

1. Poblacién expuesta: 24 mujeres que entre sus actividades tifie y teje la palma, que
pertenecen a la comunidad de Tlamacazapa, Guerrero.

2. Poblacion no expuesta: 17 mujeres que entre sus actividades tejen y venden las
artesanias, que pertenecen a la comunidad de Tlamacazapa, Guerrero.

b) Criterios de inclusioén:

e Artesanas que por su actividad esté en contacto a anilinas.

e Artesanas que radiquen en la comunidad de Tlamacazapa Guerrero.
e Artesanas que por su actividad no esté en contacto con anilinas.

¢ Consentimiento informado de los participantes.

c) Criterios de eliminacion:

e Artesanos del género masculino

e Artesanas que accedan a participar en el estudio, pero que no firmen el
consentimiento informado.

e Extendidos celulares con menos de 1000 células.

d) Consentimiento informado paratoma de muestra:

De acuerdo a la Comision Nacional de Bioética se realizd una carta de consentimiento
informado para la toma de muestra donde se le informa al paciente el procedimiento
diagnéstico que se le practicd, los riesgos y beneficios que éste conlleva. Por lo tanto, esta
carta consentimiento quedd con la manifestacion de la actitud responsable y bioética del
personal de investigacion, y con la garantia del respeto a la dignidad y a la autonomia de
las personas.

La carta viene con preguntas adicionales como: Edad, sexo, ocupacion, embarazos, hijos,
enfermedades, actividad que desempeia en el proceso de la palma y observaciones. Ver
Anexo 1.

e) Toma de muestra:

Para la obtencién de las células epiteliales, se solicitd a cada persona que se enjuagara
suavemente su boca con agua potable, esto con la finalidad de que se remueva cualquier
resto de comida o artificios que interfieran con el andlisis de la muestra. Una vez realizado
el paso anterior se tomaron las muestras de mucosa oral mediante un gentil raspado en la
parte interior de las mejillas con abatelenguas esterilizados posteriormente se realizé un
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frotis con un portaobjetos de bordes esmerilados; estos previamente se encontraban
limpios, libres de polvo o grasa e identificados adecuadamente. De cada sujeto de estudio
se obtuvieron 2 laminillas.

Los frotis se dejaran secar al aire libre, se fijaran en etanol al 80% por 48 horas y de nuevo
esperar unos segundos a que se sequen por completo a temperatura ambiente, para su
posterior tincion.

f) Tincién de laminillas:
Tincion de Feulgen:

Se sumergieron las laminillas en metanol absoluto a 25°C durante 10 minutos.
Después se colocaron en HCI 5 M a 25°C por 15 minutos.

Luego se enjuago las laminillas con agua destilada durante 3 minutos.
Posteriormente se sumergieron en reactivo de Schiff a 25°C por 30 minutos.
Finalmente se enjuag6 en agua destilada por 10 minutos. Secar por completo a
temperatura ambiente.

akrwdE

El reactivo de Schiff debe conservarse en la oscuridad en un frasco cerrado
herméticamente, debido a la fotosensibilidad del reactivo. Por lo tanto, en el paso 4 los
vasos coplin se cubrieron con papel aluminio para mantener las laminillas en obscuridad.
Es conveniente conservarlo en un frigorifico. (Megia et al., 2018)

g) Observacion al microscopio y conteo celular:

La lectura de laminillas se efectdo en un microscopio éptico a 40X. Se realiz6 el conteo de
2000 células por artesana y se registraron los datos de las células con microntcleos (MN)
0 con alguna anormalidad nuclear (AN), de acuerdo con los criterios establecidos.

h) Estadistica

Para el andlisis de los resultados se realizé un estudio descriptivo de cada grupo de
artesanas. Se tabularon y se calculé valor minimo, valor maximo, moda, media, rango,
desviacion y error estandar de la media.

Para las diferencias estadisticas entre la prueba de MN y anormalidades nucleares, se
utilizo la media y error estdndar de la media y se realizé un analisis estadistico utilizando la
prueba de t de Student para determinar si las medias de los diferentes grupos tenian
diferencias, utilizando un nivel de significancia de a = 0.05.
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VIl RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion:

La poblaciéon estudiada consistid6 en una muestra de 41 individuos que habitan en la
comunidad de Tlamacazapa, Guerrero, y que corresponde en su totalidad al género

femenino.

La poblacion se clasifico en dos grupos en funcion de las actividades que realizan en el
proceso de artesanias de palma, asi como la exposicién a anilinas como se muestra en la

Tabla 6.

1. El primer grupo lo conforman 24 mujeres con mayor exposicion a las anilinas, ya

gue dentro de sus ocupaciones tifien y tejen (TT).

2. El segundo grupo lo conforman 17 mujeres que solo tejen y venden las artesanias
(TV), por lo que podemos decir que su exposicion es menor.

Tabla 6. Distribucion de la poblacién de estudio.

Grupos ‘ Poblacién ‘ Porcentaje
Artesanas TT 24 59%
Artesanas TV 17 41%

Total 41 100%

Distribucién de la poblacidn de estudio

41%

59%

Artesanas TT

Artesanas TV

Grafica 1. Distribucién de la poblacion de acuerdo con a la actividad que realizan y a la exposicion
a anilinas. Como se puede observar en el gréafico el 59% de la poblacion corresponde a artesanas
que tifien y tejen (TT), por consiguiente, el 41% corresponde a artesanas que tejen y venden (TV).
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A continuacién, se muestran la comparacion de los resultados de la edad y cuantificacién
de 2000 células por artesana de cada grupo estudiado.

La tabla 7, muestra la media y desviacion estandar de la edad y microndcleos de los grupos
de artesanas TT y artesanas TV.

Tabla 7. Edad y presencia de micronucleos en 2000 células cuantificadas.

GRUPO ‘ EDAD ‘ MN
Artesanas (TT) 42.29+3.48 4.5+0.568
Artesanas (TV) 25.18+4.54 240.420

En la tabla 8 se muestra la comparacion de los valores estadisticos de edad entre el grupo
de artesanas que tifien y tejen (TT) y el grupo de artesanas que tejen y venden (TV).

Tabla 8. Comparacion de valores estadisticos de edad de artesanas (TT) y artesanas
(TV).

VALORES ESTADISTICOS DE EDAD |

N Minimo | Maximo | Moda | Media | Desviacion | Rango
estandar
ARTESANAS 17 6 64 12 25.18 18.81 58
TV

Donde se observa que la edad de las artesanas del grupo TT se ubicé entre los 8 a 78 afios
(rango de 70) con un promedio de edad de 42.29 y una desviacion estandar de 17.04. La
edad més frecuente fue de 38 afios.

Frecuencia de edades en el grupo TT

12 11

4 3
2 2
2 |
[ 0
0
8-19. 20-31 32-43 44-55 56-67 68-80

Gréfica 2. Frecuencia de edades del grupo de Artesanas TT. En la gréafica se puede observar que la mayor
frecuencia de edad se encuentra entre los 32-43 afios y la nula frecuencia de edad esta dentro de los 56 a 67
afios.

Frecuencia
()]
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Y la edad de las artesanas del grupo TV se ubicé en 6 a 64 afios (rango de 58) con un
promedio de edad de 25.18 y una desviacion estdndar de 18.81. La edad més frecuente fue
de 12 afios.

Frecuencia de edades en artesanas TV
10 9
8
3
8 6
Q
>
S|4
e 2 2 2 2
2 H B
0
6-17. 18-28 29-40 41-51 52-64
Rango de edades|

Gréafica 3. Frecuencia de edades del grupo de Artesanas TV. En la grafica se puede observar que
la mayor frecuencia de edad se encuentra entre los 6-17 afios y la menor frecuencia de edad esta
dentro de los 18 a 64 afios.

A continuacion, la siguiente tabla muestra la comparacion de las anormalidades nucleares
encontradas en la cuantificacion de 2,000 células por artesana de cada grupo estudiado.

Tabla 9. Anormalidades nucleares en artesanas TT y artesanas TV.

ANORMALIDADES NUCLEARES

Artesanas | 2.042+0.21 | 1.208+0.421 | 1.167+0.339 | 0.417+0.190 | 0.292+0.141 | 0.083+0.057
1T

Artesanas | 1.059+0.277 | 0.529+0.194 | 0.294+0.143 | 0.117+0.080 | 0.412+0.10 0+0
TV

En la grafica 4 se observa un aumento en la frecuencia de MN del grupo artesanas TT con
una media de 4.5 en comparacion de las artesanas TV con una media de 2.

En el grafico se observa que en el grupo de las artesanas que tifien y tejen (TT) presento
la mayor incidencia en las células binucleadas (BN) con una media de 2.042, y el que

presenta menor incidencia picnosis (PN) con una media de 0.083.

En cuanto a las anormalidades nucleares en el grupo de artesanas TV, el grafico muestra
gue la mayor incidencia se encontré en las células binucleadas (BN) con una media de
1.059, la menor incidencia fue picnosis (PN) y (NL-BE) con una media de 0 y 0.117
respectivamente.
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Comparacion de MN y AN entre artesanas TTy TV
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Grafica 4. Comparacion de micronucleos y anormalidades nucleares encontradas en los grupos
estudiados.

Al realizar un andlisis estadistico utilizando la prueba de t Student para determinar si las
medias de los diferentes tratamientos tenian diferencias, utilizando un nivel de significancia
de a = 0.05, se encontré6 que existe una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al nimero de micronucleos (p=0.001) presentes en artesanas que tifien y tejen
(TT), con respecto a las que solo tejen y venden (TV), de igual manera fue para las células
binucleadas (p=0.026) y las células que presentan cariorrexis (p=0.024).

A

a) » b) &

Figura 21. Células epiteliales de la mucosa oral observadas al microscopio 6ptico a 40X
con tincion de Feulgen. a) Célula diferenciada normal, b) célula con microndcleo.
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Figura 22. Células epiteliales de la mucosa oral observadas al microscopio 6ptico a 40X
con tincion de Feulgen. ¢) Célula binucleada y d) célula con cariolisis.

VIIl. DISCUSION

En México, la diversidad de las culturas prehispanicas propicio la elaboracién de artesanias
distintivas de cada regién, hecho que a través del tiempo se fue fortaleciendo al introducirse
nuevas técnicas que diversificaron la producciéon de objetos. Sin embargo, dicha riqueza
cultural podria perderse si no fomentamos esta actividad entre la poblacién mas joven, si
no logramos qué los artesanos reciban ingresos dignos, mejorar su calidad de vida y que
las actividades artesanales se valoren e incrementen. (Sales, 2013)

En la actualidad, cerca del 80% del artesanado tiene entre 40 a 80 afios de edad; el 15%
tiene de 25 a 40 afios de edad y la caida drastica se da en el 5% restante cuyo grupo es
absolutamente vital para la transmision de la artesania de 5 a 20 afios de edad. Es decir,
nuestra mano de obra productiva artesanal esta envejeciendo. En un sondeo se proyecto
gue de 8 a 10 millones de artesanos que existian, ahora quedan sélo de entre cuatro y cinco
millones. (Sales, 2013)

Estas estadisticas coinciden con las presentadas en este estudio, observadas en la gréfica
2, donde la mayoria de las artesanas que tifien y tejen se encuentran en el rango de edad
de 32 a 55 afios.

Otra de las problematicas artesanales en nuestro pais es el uso de insumos quimicos que
impactan de manera negativa tanto la salud ocupacional de los artesanos, como la
ambiental. Gran parte de los procesos artesanales emplean el uso de sustancias toxicas en
diversas formas, ya sea para limpiar o hervir la materia prima y también para generar
mezclas que derivan en diferentes artesanias. (Blanco et al., 2009)

Es bien sabido que el agua en su estado natural no causa ningun dafio, pero al mezclarse
con quimicos, hervirse y entrar en contacto con ellos puede provocar dafios que, ademas
de ser muy costosos, podrian ser irreversibles. (Blanco et al., 2009)
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Diversos estudios epidemiologicos han usado herramientas de medicion como la
biomonitorizacion genética de poblaciones, con el propésito de identificar ambientes y
grupos de riesgo. (Butinof et al., 2019)

El dafio genémico se produce por la exposicion ambiental a genotoxinas y factores del estilo
de vida como el alcohol, el tabaquismo, las drogas y el estrés. Se ha descubierto que el
ensayo de microndcleos es una herramienta excelente para servir como biomarcador
genotoxico.

La poblacion de artesanas de la comunidad de Tlamacazapa, Guerrero es una comunidad
gue se encuentra en constante exposicion a anilinas en especial el grupo que tifie y teje la
palma, lo que resulta un peligro para las artesanas ya que estan sujetas a una exposicion
acumulativa de este colorante.

La anilina es un disolvente que se utiliza en tintes, antioxidantes, aceleradores de caucho,
farmacos, productos quimicos fotograficos, isocianatos, herbicidas y fungicidas. Es un
agente oxidante y se absorbe rapidamente a través de las rutas expuestas. Se sabe que
los compuestos de anilina causan estrés oxidativo y, por lo tanto, metahemoglobinemia y
anemia hemolitica. (Ravi, et al., 2014)

La anilina podria causar un riesgo para la salud a través del medio ambiente y exposiciones
a contaminantes ocupacionales. El mayor riesgo en cuanto a las profesiones que implican
exposicion a la anilina se da en los trabajadores de la industria quimica y del caucho,
manipuladores de colores y vulcanizadores. (Ravi, et al., 2014)

Las exposiciones cronicas 0 exposiciones a concentraciones altas pueden producir signos
y sintomas de dolor de cabeza, parestesia, temblor, dolor, nharcosis / coma, arritmia cardiaca
y posiblemente la muerte.

Actualmente, la mayoria de los estudios genotéxicos sobre el efecto de la exposiciéon
ocupacional de anilinas en humanos es demasiado limitada. Por lo tanto, este estudio
pretendi6 asociar la exposicion de anilinas con el aumento de micronucleos vy
anormalidades nucleares en células epiteliales de la mucosa oral de acuerdo con la
actividad que desempefian las artesanas.

Al evaluar los efectos genotoxicos de exposicion ocupacional a las anilinas en células
epiteliales de la mucosa oral, se obtuvo un aumento significativo en la frecuencia de MN
(p=0.001), entre el grupo de artesanas que tifien y tejen (TT) en comparacién con el grupo
de artesanas que tejen y venden (TV).

Los resultados son dificiles de contrastar con experiencias previas pues carece de
precedentes homadlogos ya que las condiciones de exposicion son particulares en este
estudio. Sin embargo, en varios estudios se ha informado del similar aumento en la
frecuencia de MN en las células bucales entre trabajadores surtidores de gasolina,
fumadores y soldadores lo que implica un nivel de dafio cromosémico.
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En un estudio realizado sobre trabajadores en la industria del caucho, (Gemitha y Sudha,
2013) informé que el aumento de las frecuencias de MN en las células epiteliales bucales
se debido a la exposicion ocupacional. También estudiaron las frecuencias de MN y
anomalias nucleares en trabajadores en la produccion de plaguicidas y pintores al aire libre
se encontrd que la diferencia era significativa en comparacién con el grupo control (Sailaja
et al., 2006) (Khan et al., 2010)

Tabla 10. Uso de micronucleos como marcadores de riesgo laboral y ambiental. Modificado
de Torres et al., 2014.

RIESGO GRUPO DE EDAD (ANOS) REFERENCIA
LABORAL ESTUDIO MEDIA t DE (MEDIA+DE)

industriadel No expuesto 46.21+5.53 0.57+0.64
caucho 2000 Gemitha & Sudha, 2013
Expuesto 15 47.66+1.71  1.53+0.83*
Produccion  No expuesto 54 33.445.5 0.3+0.2
de 2000 Sailaja et al., 2006
plaguicidas Expuesto 54 35.145.2 1.2+0.7*
Pintores No expuesto 25 - 0.3+0.01 3000
Expuesto 25 - 1.1+0.02* 3000

N: Numero de participantes, MN: micronlcleos, CA: Células analizadas. *Diferencia estadistica en
comparacion con el grupo de referencia. Todos los valores se representan como media + DE.

La presencia de MN indica pérdida o fragmentacién cromosémica que ocurre durante la
divisién nuclear temprana. La exposicion a clastégenos, defectos genéticos en el punto de
control del ciclo celular, estrés oxidativo, ausencia de cofactores principales en el
metabolismo del DNA y la maquinaria de segregaciébn cromosomica inducen estos
eventos. (Krishna, et al., 2020)

Es bien conocido el hecho de que mientras mayor sea la persona de edad, existe mas
posibilidad de desarrollar enfermedades neoplasicas por la acumulacién de mutaciones en
el genoma (De Pinho 2000). En la Tabla 8 se observa la media de edad de cada grupo de
artesanas encontrandose en el grupo TT un valor de 42.29 y en el grupo de artesanas TV
un valor de 25.18, mostrando un mayor porcentaje de microndcleos en personas mayores
correspondiente al grupo TT.

La relacion positiva con el incremento de la edad se ha atribuido a alteraciones en el huso
mitotico que causarian no disyuncién, o defectos en la unién de las fibras al cinetocoro, o0 a
la mayor frecuencia de roturas cromosOmicas espontaneas con el envejecimiento (Diaz et
al., 1990, Lucero et al., 2000) Sin embargo, debido a la diferencia en las edades promedio
de los grupos a comparar, fue dificil hallar la correlacién.
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Los eventos genotdxicos tempranos inducidos por agentes carcinégenos que ingresan al
cuerpo a través de la inhalacién y la ingestion se dirigen preferentemente a las células
epiteliales bucales. (Holland et al., 2008)

De acuerdo con lo anterior el motivo de la seleccion de células epiteliales bucales para
estudiar la frecuencia de MN fue que las artesanas de Tlamacazapa, Guerrero trabaja con
anilinas para el tefiido de sus artesanias, durante su actividad pueden haber sido expuestas
por inhalacion y contacto con la piel a los humos téxicos y corrosivos en la descomposicion
de las anilinas.

La anilina se puede absorber después de la inhalacién, ingestidbn y exposiciones
dérmicas. La toxicidad por inhalacién de la anilina se estudié en varias especies animales,
pero solo se localizé un estudio que utiliz6 maltiples concentraciones de exposicién para
efectos subletales. Los datos de estudios en humanos carecen de detalles especificos o las
exposiciones fueron orales o percutaneas al liquido o un tinte de anilina.

En comparacién con otros ensayos de genotoxicidad que se utilizan actualmente para el
biomonitoreo en humanos, la prueba MN en células exfoliadas (prueba MEC) tiene muchas
ventajas: (1) Es un sistema de prueba simple y rapido. Las células se pueden obtener
facilmente y no es necesario cultivarlas. ElI procesamiento y la tincion de las células
requieren menos tiempo en comparacién con otros sistemas de pruebay se pueden realizar
en laboratorios con equipo basico. (2) El criterio de valoracion esta bien definido y se puede
reconocer facilmente. Ademas, las células exfoliadas de la mucosa bucal también
proporcionan evidencia de otras anomalias nucleares como las células binucleadas
(presencia de dos nucleos dentro de una célula), cariorrexis (fragmentacion nuclear). (Majer
et al., 2001)

Para la puntuacion se utilizaron MN localizados dentro del citoplasma de células
diferenciadas con nudcleos uniformemente tefiidos solamente. Se ha demostrado que
usando tinciones no especificas de DNA para monitorear las anomalias conducen a
resultados falsos positivos o falsos negativos. Por tanto, en este estudio se utilizé la tincién
de Feulgen. La tincién de Feulgen es un método especifico y sensible para evaluar los
dafios en el DNA. Con este método, la forma y el contorno del ndcleo parece muy claro y
preciso como se puede observar en la figura 21, los cambios nucleares como cariorrexis,
caridlisis y picnosis parecen muy caracteristicos y distintivos como se observa en la figura
22. Por este método, se puede hacer una clara distinciébn entre microndcleos y otras
estructuras que sugieren micronucleos. (Jalayer, 2018).

La reaccion de Feulgen consta de dos pasos:

1. Hidrdlisis acida, generalmente realizada con una solucion de HCI;
2. Tratamiento con reactivo de Schiff,

La reaccion de Feulgen separa las purinas de las desoxirribosas del DNA por medio de una
hidrdlisis 4cida débil; entonces se abren los anillos de monosacérido y se forman grupos
aldehido. De nuevo, son los grupos aldehido de formacién reciente los que reaccionan con
el reactivo de Schiff para dar el color rojo purpura caracteristico. La reaccion del reactivo de
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Schiff con el DNA es estequiométrica y, por lo tanto, puede usarse en métodos
espectrofotométricos para cuantificar el DNA en el nicleo de una célula. (Ross y Pawlina,
2012)

Los dafos que conducen a la formacion de micronucleos tienen lugar en la capa basal del
tejido epitelial, donde las células se someten a la mitosis, estas células migran desde las
capas basales del epitelio hasta la superficie para renovarse lo que hace que el maximo
indice de formacién de MN aparezca entre 1 y 3 semanas después de la exposicion al
agente genotoxico (Carlin et al., 2010).
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Figura 23. Produccion de MN en tejidos epiteliales en respuesta a diferentes patrones de exposicion.
(Modificado de Solis, 2011). A: exposicion limitada y corta; B: exposicion uniforme y constante; y C:
exposicién constante, tanto con variaciones en las dosis como en los tiempos de exposicion.

En la figura 23 se nota que los puntos de la curva son; 1: exposicion, 1 a 2 tiempo requerido
para que las células de la capa basal con dafio se dividan, para formar MN y para que estas
células migren a la superficie, 3: la mayoria de las células alcanzan la superficie; y 4: las
frecuencias de los MN caen a los niveles espontaneos porque todas las células han sido
exfoliadas y ya no esta produciendo rompimiento cromosomico en las células de la capa
basal. (Solis, 2011)

Aunque la importancia clinica de la presencia de AN no ha sido completamente aclarado,
los investigadores han hecho un intento para tratar de comprender su sentido; todas estas
AN se han asociado con la presencia de diversas enfermedades cronicas degenerativas,
asi como con la exposicion a productos quimicos peligrosos. (Bolognesi, 2013)

En el presente estudio, se obtuvo un aumento significativo en la frecuencia de BN entre las
artesanas que tifien y tejen (TT) las cuales estan mas expuestas a anilinas en comparacion
con las artesanas que tejen y venden (TV) (p=0.026). En general, la presencia de BN es un
reflejo del fracaso de la citocinesis debido a defectos en la formacion del anillo de
microfilamento o detencion del ciclo celular debido a la mala segregacion de cromosomas
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o de disfuncion de los teldbmeros. La formacion de bindcleos se considera un indicador de
citotoxicidad (Bolognesi, 2013)

También se encontré un aumento significativo en la frecuencia de cariorexis CR (p=0.024).,
entre las artesanas del grupo TT en comparacion con las artesanas del grupo TV. La
cariorrexis es indicativa de una agregacion de cromatina nuclear mas extensa que conduce
a la desintegracion del nucleo, la cariorrexis se consideran indicadores de apoptosis. Se ha
postulado que la exposicidn repetida a agentes citotdxicos puede resultar en dafo celular
cronico, proliferacion celular compensadora, hiperplasia y, en dltima instancia, crecimiento
tumoral. (Krishna, et al., 2020)

Ciertos estudios indican que la exposicién a la anilina podria inducir metahemoglobinemia,
anemia hemolitica y hemodlisis. Generalmente se asume que eritrocitos dafiados que son
eliminados por el bazo, eventualmente iniciaria una cadena de eventos téxicos en el
bazo. Probablemente, el resultado mas importante de estos eventos es la liberacion de
hierro; el hierro es molécula activa redox que podria promover la produccion de especies
de oxigeno nocivas que cataliza el dafio tisular de reacciones de radicales libres en el bazo.
(Makhdoumi, 2019)

La genotoxicidad de la anilina puede estar relacionada con la produccion de radicales de
oxigeno durante la autooxidacion a metahemoglobina. (Makhdoumi, 2019)

Se ha establecido en estudios previos gue el estrés oxidativo juega un papel en la toxicidad
esplénica por anilina, y el estrés oxidativo inducido por la anilina se asocia con un aumento
del dafio oxidativo del DNA. Las células responden al dafio del DNA activando genes
inducibles cuyos productos contribuyen a la detencidon del ciclo celular y la apoptosis. La
generacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) es uno de los biomarcadores
importantes de la proliferacién celular y la apoptosis. Sin embargo, no esta claro si el
aumento de ROS es un requisito previo para la apoptosis y la genotoxicidad en los
hepatocitos. (Wang, et al., 2016)
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IX. CONCLUSION

1. El estudio revelé que la evaluacién de MN y anormalidades nucleares en células
exfoliadas de la mucosa oral en artesanas de Tlamacazapa, Guerrero sirve como
un biomarcador minimamente invasivo para el dafio citogenético.

2. Se determind que existe mayor riesgo de dafo genotdxico en el grupo de artesanas
gue tifien y tejen artesanias con anilinas al encontrarse una diferencia significativa
en la frecuencia de micronucleos.

3. En el grupo de artesanas que tifien y tejen mostraron diferencias significativas en la
frecuencia de células BN y CR, lo que indica dafio citostatico e induccién de muerte
celular atribuido a la exposicién de anilinas.

Perspectivas y recomendaciones.

Se sugiere que las personas empleadas en dichos entornos ocupacionales se sometan a
un biomonitoreo genotdéxico constante y que se apliquen pruebas complementarias para
dar seguimiento a los posibles dafios sobre la salud. También deberia sensibilizarse a las
artesanas sobre los efectos celulares negativos de la exposicion a las anilinas. Asi mismo
buscar vias alternas en cuanto a técnicas y usos de colorantes naturales, con la finalidad
de beneficiar a las artesanas con mejores condiciones laborales.
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XI. ANEXO 1.

Consentimiento informado para la donaciéon de epitelio bucal como parte de un

estudio de genotoxicidad.

G O WA 7 Universidad Nacional Auténoma de México
B K

Pnan:
V4. B

Facultad de Estudios Superiores

Departamento de Ciencias Bildgicas

UNAIN| Consentimiento informado para la donacién de epitelio bucal
CUAUTITLAN como parte de un estudio de genotoxicidad

Por medio de la presente
yo:

autorizo voluntariamente la participacion de mi persona dentro del estudio lo que implica que se utilicen
las muestras recolectadas de células epiteliales obtenidas de la mucosa bucal, habiendo recibido
previamente la informacion correspondiente a la técnica de extraccion asi como el uso que se les va a
dar a la muestra recolectadas de mi persona, asi como de la misma forma verifico los datos personales
proporcionados en esta carta para su uso exclusivo para los fines competentes de la investigacidn
quedando restringida esta misma a la divulgacion de los mismos con otros fines no autorizados por mi

persona.
Edad: Sexo: MoF Ocupacién: Embarazo: Si o No
Tiene Hijos: Si o No Cuantos: Padece alguna enfermedad: Si o No Cual:

Estd en contacto directo con la elaboracion de la palma: Si o No De qué Manera:

Observaciones:

Firma del Participante o tutor

Huella dactilar
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ANEXO 2.

Los resultados de este trabajo de tesis se presentaron en trabajo libre modalidad
cartel en la XXI Reunion Internacional de Ciencias Médicas del 8 al 10 de
septiembre del 2021. Evento virtual del Departamento de Ciencias Médicas, Division
Ciencias de la Salud. Universidad de Guanajuato, Campus Leén. “Micronucleos y
anormalidades nucleares en células de lamucosa oral de artesanas expuestas
a anilinas”.

Departamento de Ciencias Médicas, Divisién Ciencias de la Salud
Universidad de Guanajuato, Campus Le6n

5() - XXI Reunion Internacional

‘\\\IERSARIO
Y

de Ciencias Médicas

EVENTO VIRTUAL  &-10 septiembre 2021

Constancia

MARIA GUADALUPE BAUTISTA LOPEZ

POR SU PARTICIPACION CON EL TRABAJO LIBRE:
MICRONUCLEOS Y ANORMALIDADES NUCLEARES EN CELULAS DE LA MUCOSA
ORAL DE ARTESANAS EXPUESTAS A ANILINAS

EN COAUTORIA CON:
ROSA MARIA DE LOS ANGELES LOPEZ CABRERA
MARITERE DOMINGUEZ ROJAS
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INTRODUCCION

Las téenicas de elaboracion de artesandas en México se ban
vister afectadas debido a que los artesanos sugituyeron las
tecnicas de -l.-:l:tml:l:l-ﬁn de  colorantes  naturales  por
crlorantes sintétioos, aungue son mas prictioos les estin
Fru'mlhpmﬂmﬂ:nhd Por lo tanto, se realiod
este estudin de monitoren de riesgo laboral que otilia
hémarcadores como la frecuencia de micronicless (MN)
v anomalias nucleares (AN) pra evalmr o dafio
penoticden v citoddxion en artesanas de Thmacaapa,
Guoerrern.  Actmalmente el colorante wtilizde por esta
comumidad ha sido la aniling ¥ los riespos que se atribuye a
este  compuesto son debido 2 s propicdades
toxicologicas  entre  ellas la  formacion  de

metahemoglohinemia.

OBJETIVO

Evaluar el posihle dafio genotingcn causado por anilinas en
artezanzs de Thn'n:.l:u]u. Guerren mediamte la rresencia de
micronichecs v anormalidades nucleares en células de la

mucosa oral,

METODOLOGIA

RESLILTADOS

Q. ||/ e

a) ‘h} ‘

hmagen |, Colulas epitelisles de by mucoss aral observadas al

microscopino aptico a 4+ con tincion de Feulgen.
:.:j Célula diferenciada moremal,
b} Célula com nuicraniclen.

Se ohtuvo un aumento significative en la frecuencia de
MM (p=0.001), BN (p=i.026) v ctlulas en cariorexis
CR (p=0L0X4),cotre el prupe de artesinas que tifien y
tejen (TT) v ef prupo que teje ¥ vende (TW).

l“l.'_""—-

Ii.-ll rria bekades Hrclrilnl

Imagen I Comparacion de micronicleos v anormalidacdes
muclearss entre artesanas queTT y TV

Pobad 17 (0D

COMCLUSIONES

5S¢ demupestra que la presencia de MM f.ﬁ.ngi:mrlﬂ:.Fﬂ'h

iockon v citostaticn en artesanas gue tifien v Tejen (TTh
debido a la exposicion de anilnas como parte del proceso de
elaboracion de artesandas.

La exposicion a anilinas de manera crimica anmenta las en-
Ermndﬂdmnnm‘.igﬂm.

S%¢ recomienda a las artesanas buscar vias alternas en cuanio a
témicas ¥ usos de colorantes naturales.
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