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Lesiones citoldgicas bucoepiteliales

en trabajadores expuestos

a productos quimicos

RESUMEN

Objetivos: describir las lesiones citolgicas
bucoepiteliales inducidas por la exposicion ocu-
pacional a productos quimicos (polvo de cebada,
diéxido de carbono, amoniaco, solventes organicos
y vapores de soldadura), y correlacionar las fre-
cuencias de aparicion de trastornos citolégicos
bucoepiteliales con la edad y habitos toxicos.
Material y métodos: estudio observacional descrip-
tivo y transversal que se conformé con 77 trabaja-
dores del sexo masculino; se obtuvo informacion
sobre edad, antigiiedad laboral, tiempo de expo-
sicion, exposicion directa e indirecta, uso de protec-
cion respiratoria y toxicomanias. Se utilizé células
exfoliadas de la mucosa bucal, en las cuales se
estimo la presencia de aberraciones cromosémicas
(micronlcleos) y atipias nucleares (binucleacion,
picnosis, cromatina condensada y caridlisis). Los
resultados fueron correlacionados mediante el
coeficiente de Pearson.

Resultados: los trabajadores investigados labo-
raban ocho horas al dia, 80.5 % se exponia direc-
tamente a sustancias quimicas, 19.5 % lo hacia
indirectamente, en promedio durante 6.5 horas
de cada jornada; 85.7 % refirié no usar proteccion
respiratoria; 28.6 %y 36.4 % reconocieron ingesta
de alcohol y consumo de tabaco. Se detecté de
forma general, cierto predominio de lesiones citoto-
xicas irreversibles y la ausencia de una correlacion
estadisticamente significativa entre citotoxicidad,
edad (r = 0.14), consumo de alcohol (r = 0.02) y
tabaquismo (r = 0.11).

SUMMARY

Objectives: Our aim was to describe the genetic
and cytologic lesions induced by occupational
exposition to chemicals (barley powder, carbon
dioxide, ammonia, organic solvents, and welding
vapors) and to correlate frequencies of appearance
of buccoepithelial cytologic disorders with age and
toxic habits.

Materials and methods: This descriptive, trans-
verse observational study was comprised of 77
male workers to obtain information concerning
age, on-the-job seniority, time of exposure, direct
and indirect exposure, use of breathing protection,
and toxic habits. We used exfoliated cells of the
buccal mucosa to estimate presence of chromo-
somal aberrations (micronuclei) and nuclear
abnormalities (binucleation, pyknosis, condensed
chromatin, and karyolysis). Results were correlated
by Pearson’s coefficient.

Results: The investigated workers labored 8 h/
day; 80.5% were exposed directly to chemicals,
while 19.5% were indirectly exposed during an
average of 6.5 h per workday. A total of 85.7% of
workers referred not using breathing protection,
and 28.6% and 36.4% reported smoking and al-
cohol consumption, respectively. In ageneral manner,
we detected a certain prevalence of irreversible
cytotoxic lesions and absence of a statistically
significant correlation between cytotoxicity and
age (r = 0.14), alcohol consumption (r = 0.02)
and smoking (r = 0.11).
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Introduccion

En la actualidad es muy dificil determinar la inci-
dencia real de cancer atribuible a exposicién ocupa-
cional,! fundamentalmente porque se desconoce
en muchos casos la magnitud, duracion, distri-
bucién de las exposiciones? y limite tolerable de
numerosos quimicos empleados en la industria.®

En este contexto, la medicina ocupacional centra
su atencion en la deteccion temprana de dafios
celulares en los individuos expuestos.* Dado que las
células exfoliadas de la mucosa bucal son un impor-
tante instrumento en el reconocimiento y prediccion
de factores carcinogénicos de riesgo,>” con frecuencia
son utilizadas en estudios de monitorizacién en
poblaciones humanas®** no sélo por su caracter
no invasivo y bajo costo sino, ademas, porque
permiten identificar de forma simultanea eventos
genotdxicos y citotdxicos. 213

Teniendo en cuenta que los quimicos laborales
pueden afectar en menor 0 mayor grado el ciclo
celular e inducir a la postre procesos carcino-
genéticos, y que en Cuba existe poca evidencia
relacionada con la agresividad de estas sustancias
sobre el material hereditario y la susceptibilidad
gendmica del trabajador expuesto, resulta necesario
describir las lesiones citogenéticas inducidas in vivo,
e identificar la relacion entre frecuencia de aparicion
de trastornos citogenéticos con la edad y habitos
toxicos, siendo éstos precisamente los objetivos
bésicos de esta investigacion.

Material y métodos

Caracteristicas generales
de la investigacion

Se disefid un estudio observacional descriptivo y
transversal conformado por 77 trabajadores activos
pertenecientes a diversos centros industriales de la
provincia de Santiago de Cuba, quienes fueron
codificados por grupos y a conveniencia segun las
sustancias presentes en el puesto de trabajo. A
través de una encuesta aplicada por entrevista
directa con los trabajadores, se indagaron otros
aspectos como edad y antigiiedad en el puesto de
trabajo (cuadro 1), tiempo de exposicién, expo-
sicién directa e indirecta a las sustancias quimicas
y uso de proteccién respiratoria. También se les
interrogd acerca de las toxicomanias: tabaquismo,
alcoholismo y farmacodependencia a drogas duras,
en cualesquiera de sus manifestaciones e intensidad,
durante y fuera de la jornada laboral.

Como criterios de inclusion se exigio que los
integrantes de los grupos de estudio presentaran
los siguientes antecedentes:

= No haber padecido de infecciones virales o
bacterianas en las Gltimas cuatro semanas.

= No haber recibido radiaciones en cara y cue-
llo durante los Gltimos seis meses antes del
estudio.

= Haber respondido integramente el cuestionario.

Cuadro |

Codificacion de los trabajadores investigados segun tipo de exposicion

Cdédigo Exposicién Edad Antigtiedad

(Afos * DE) n
Gr Polvo de cebada 511 + 9.6 204 = 9.7 10
Co Diéxido de carbono 522 + 7.0 19.0 £+ 9.6 20
Am Amoniaco 357 + 57 143 + 8.1 15
Rn Nafta 38.7 £+ 8.0 103 + 7.5 10
Ip Tolueno, metanol, xileno y cloroetileno 40.0 + 8.1 88 + 6.1 11
So Vapores de soldadura (hierro, cinc, niquel y cromo) 40.7 + 8.7 17.8 £+ 9.7 11
Ctrol  Donantes especiales de sangre 36.2 + 59 105 + 45 20

DE = desviacién estandar

n = ndmero de individuos por grupo

Rev Med IMSS 2005; 43 (3): 221-227



Para conformar el grupo control se invit6 a
donantes del sexo masculino pertenecientes al
Banco de Sangre Provincial de Santiago de Cuba.
Del colectivo potencialmente dispuesto a participar
en el estudio, se eliminaron los trabajadores que
tenian antecedentes de enfermedades infecciosas
recientes; y los que habian estado expuestos pre-
viamente a cualquier agente sospechoso de
genotoxicidad, incluso tabaco y alcohol. Para la
manipulacion de las células bucoepiteliales se cum-
plié con los procedimientos estipulados para cada
caso y con las normas éticas establecidas en la
Declaracion de Helsinki. Las células exfoliadas de
la mucosa bucal procedentes de los trabajadores
expuestos fueron obtenidas al final de la dltima
jornada semanal de trabajo.

Estudio genético

Luego de un enjuague vigoroso de la cavidad bucal,
con aplicadores de madera se realizé el raspado en
la parte interna de las mejillas. Las células exfoliadas
se depositaron en tubos de ensayo que contenian
3 mL de solucion salina (0.9 %). Posteriormente
se centrifugd y se retird el sobrenadante, para
finalmente afiadir 3 mL de solucién fijadora por
20 minutos. Transcurrido ese tiempo se efectu el
goteo del material en suspensién en ldminas
secas, previamente embebidas en etanol a 96 %, se
dej6 secar al aire y se tifid con colorante de Giemsa
a5%. Luego se procedid al andlisis de micronicleos
y atipias nucleares (binucleacion, picnosis, cromatina
condensada y caridlisis). El andlisis microscopico
lo realizé un mismo investigador, quien desconocia
el grupo al que pertenecian las muestras. Se observd
un minimo de 1000 células consecutivas por tra-
bajador. Cuando la frecuencia de micronucleos
fue menor de 3/1000, se evalu6 un maximo de
3000 células para disminuir la probabilidad de que
la ausencia de micron(cleos se debiera al azar.

Procesamiento estadistico

Para el andlisis de las variables de interés, se
compararon las observaciones de la poblacion
expuesta y la no expuesta por medio de la prueba
no paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney (prueba
de suma de rangos), para p < 0.05. Fue realizado
un andlisis de correlacién (coeficiente de Pearson)
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para identificar relacion lineal significativa entre
variables seleccionadas.

Resultados

Todos los trabajadores estudiados tenfan en comudn
un régimen de trabajo de ocho horas al dia (190.6
horas/mes) y un tiempo promedio de exposicion
diaria de 6.5 horas. En el momento de la encuesta,
la mayoria de los trabajadores permanecian
expuestos directamente (80.5 %, n = 62) a las
sustancias quimicas antes mencionadas (cuadro 1),
excepto los trabajadores que trabajaban con
amoniaco (19.5 %, n = 15). En cuanto a la protec-
cion respiratoria, de los trabajadores expuestos a
polvo de cebada, dibxido de carbono, amoniaco,
nafta y tolueno, metanol, xileno y cloroetileno,
85.7 % (n = 66) refirid no usar aditamento alguno
durante la jornada laboral, mientras que sdlo 14.3 %
(n = 11) acepto su uso diario.
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Figura 1. Células bucoepiteliales exfoliadas
con presencia de microndcleos (flechas).
Hematoxilina-eosina 600 x

Las frecuencias absolutas de micronucleos (fi-
gura 1) y atipias nucleares en los trabajadores
ocupacionalmente expuestos a productos quimicos,
se comportaron en forma heterogénea e indepen-
diente, con cierto predominio de las lesiones
citotdxicas (cuadro I1).

Los resultados en microndcleos resumidos en
el cuadro 11 evidencian que las sustancias quimicas
alas cuales los trabajadores estan expuestos durante
la jornada laboral, parecen no inducir efectos
genotdxicos significativos en las células buco-
epiteliales. Si bien es importante sefialar que exis-
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tié un ligero incremento de su frecuencia de apari-
cién respecto al grupo no expuesto.

En los trabajadores expuestos a polvo de cebada,
se identificaron incrementos estadisticamente signi-
ficativos (p < 0.05) en el valor absoluto de aparicion
de binucleacién, cromatina condensada y caridlisis,
adiferencia de lo ocurrido en los obreros expuestos
a diéxido de carbono, en quienes solo se identi-
ficaron alteraciones significativas en la frecuencia de
aparicion de cromatina condensada. Por su parte,
en los expuestos a amoniaco la binucleacion y
cromatina condensada fueron significativas en
comparacion con otras atipias nucleares y respecto
al grupo control. En los expuestos a nafta, la
binucleacion, la picnosis y la cromatina condensada
fueron los dafios que identificaron diferencias
significativas. Por Ultimo, en los trabajadores ex-
puestos a tolueno, metanol, xileno y cloroetileno y
avapores de soldadura, existio similitud en cuanto
al significativo predominio de la binucleacion y
cariolisis.

En lo referente a la préactica de toxicomanias,
el tabaquismo y el alcoholismo fueron las Gnicas
dependencias reconocidas por los trabajadores inves-
tigados, con 28.6 % (n = 22) y 364 % (n = 28),
respectivamente. Las bebidas aceptadas como
ingeridas comunmente fueron la cerveza (67.8 %,
n =19), con una concentracién promedio de alcohol
etilico de 45 mg/dL y el ron (32.15,n =9), conun
rango de concentracion de alcohol etilico de 34 a
38 mg/dL, nunca la combinacion de ambas y s6lo
en ocasiones sociales.

Cuando se tratd de establecer correlacion entre
citotoxicidad y edad, asi como con el tabaquismo y
el consumo de alcohol, los coeficientes de Pearson
calculados no fueron significativos (r = 0.14),
(r =10.02) y (r = 0.11) en ninguno de los casos.

Discusién

En el epitelio, el tamafio y las caracteristicas mor-
foldgicas de los ndcleos tienden a ser uniformes,
excepto cuando presentan displasia, tumor o son
blanco de determinadas sustancias. Dada esta
identificacion, nuestros resultados sugieren la
ocurrencia de perturbaciones del ciclo celular en la
mucosa bucal compatibles con procesos apopto-
ticos.®

La ausencia de efectos genotdxicos signifi-
cativos en los grupos expuestos debe interpretase
con cautelay a la luz del contexto especifico, pues
los resultados apuntan més, en principio, a la
existencia de condiciones de exposicién variables
gue a una relativa atoxicidad de las sustancias
monitorizadas. Lo anterior esta fundamentado en
que en la mayorfa de los estudios consultados se
considera que la exposicion tanto a amoniaco®
como a productos utilizados en la industria de la
goma,* solventes organicos,***° cloroetileno® y a
metales como el hierro, cincy cromo,? es poten-
cialmente dafiina al 4cido desoxirribonucleico.

Las lesiones citotoxicas presentes en los
trabajadores expuestos a polvo de cebada, nos

Cuadro Il

Frecuencia de dafio genético y atipias nucleares identificados segun grupo de trabajo

Dafio genético y atipias nucleares/ 1000 células*

Grupo MN Ctrol Bn Ctrol Pc Ctrol Cc Ctrol Cl Ctrol
Gr 7.14 " 5.60 9.202 4.57° 5.86 ™ 7.40 8.142 4.20° 7.932 4.50°
Co 5.40 " 4.50 520" 475 5.50 " 4.60 6.502 3.80° 5.63 " 4.50
Am 8.19 " 510  10.002 5.13° 770" 6.56 8.312 4.30° 7.63" 6.00
Rn 14.40 s 10.65  18.70° 9.00°  16.20% 10.12°>  13.06? 6.20° 12.09 9.50
Ip 10.20 " 7.73 12,902 6.20° 10.2m 7.73 9.36 " 6.60 10.09? 5.00°
So 8.60 " 8.45  13.20° 6.38° 8.59 " 8.30 9.55" 6.20 10.09? 5.00°

Las letras a, b indican que difieren significativamente entre si (p < 0.05)
* Dafio genético y atipias nucleares expresados en suma de rangos
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permiten inferir que las micotoxinas pueden ser
las posibles responsables. La sospecha descansa
sobre la base de que los hongos toxigénicos en
condiciones de alta humedad y temperatura, colo-
nizan con frecuencia los granos de cebada alma-
cenados.?22 Sobre este aspecto y acorde con la
literatura, la ocratoxina A —por su habilidad para
interferir en los procesos energéticos celulares
provocando deterioro mitocondrial severo—2 y
los tricotecenos —inhibidores potentes de la sintesis
proteica y polinucleotidica en células de division
activa, como las de la mucosa gastrointestinal—?2
son los posibles responsables del efecto citotoxico
encontrado.

No obstante estos argumentos, no podemos
establecer una conclusion positiva sobre cual o
cudles de las micotoxinas pueden influir sobre
las células bucoepiteliales; lo que si podemos
afirmar es que las lesiones citoldgicas identificadas
sostienen la hipétesis de la ocurrencia de eventos
que comprometen el buen funcionamiento celular
y epitelial.

Las alteraciones citoldgicas igualmente signifi-
cativas en los trabajadores expuestos a didxido de
carbono y amoniaco, estan en correspondencia con
lo conocido acerca de la capacidad del dltimo para
inducir dafios génicos,*y del di6xido de carbono
para provocar hipoxia celular, originando a su vez
disminucion en la sintesis de energfa, alteraciones
metabolicas y funcionales, que conducen al de-
sarrollo de ciclos viciosos y a muerte celular.?’

Sinembargo, la explicacion de los incrementos
significativos en la frecuencia de binucleacion,
picnosis y cromatina condensada en el caso de
trabajadores expuestos a nafta, y de binucleacion y
cromatina condensada en los trabajadores
expuestos a tolueno, metanol, xileno y clorotileno,
es mas dificil. Lo anterior se debe a que los solventes
habitualmente forman mezclas complejas muy
variables en las areas de trabajo y complican el
proceso de exposicion. Todo ello trae como
consecuencia que no existan suficientes evidencias
epidemioldgicas sobre la responsabilidad de cada
uno de ellos, o sus combinaciones en las pertur-
baciones celulares encontradas o en la induccion
de cancer;%2° 3 pesar del aumento del nimero
de individuos econémicamente activos expuestos
a dichos agentes.®

En cuanto a los metales (hierro, cinc y cromo),
la investigacion corroboro el efecto citotdxico in
vitro referido en la literatura. Dicho fenémeno pro-
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bablemente esté asociado con la elevada capaci-
dad que poseen estos compuestos idnicos para
inactivar proteinas involucradas en la replicacion,
transcripcion y reparacion del &cido desoxirri-
bonucleico, ademas de tener reconocida habilidad
para inducir la formacion de especies reactivas de
oxigeno, provocando dafios oxidativos no repara-
bles al 4cido desoxirribonucleico y apoptosis.?

Laausencia de correlacion entre la citotoxicidad
y la edad esta en la misma linea que los resultados
obtenidos por otros autores en células buco-
epiteliales.3 Igualmente, no se pudo demostrar que
el habito de fumar y de ingerir bebidas alcohdlicas
sean elementos importantes en el desarrollo de
lesiones citoldgicas y genéticas en las células
bucoepiteliales de los trabajadores expuestos. La
poca significacion estadistica de estas variables
como causales puede estar asociada en primer lugar
a que los valores de consumo medio no fueron
tan altos como se esperaba, teniendo en cuenta la
existencia de condiciones socioecondmicas favo-
rables para su practica, el reducido nimero de in-
dividuos estudiados y la intermitencia del consumo.

Aun asi, el habito de fumar sigue siendo un
factor de relevancia, tal y como lo evidencian
numerosas investigaciones biomédicas.®*% El in-
terés por este factor obedece a que el tabaquismo
es considerado un riesgo para desarrollo de cancer
en humanos, pues es conocido que el humo pro-
cedente de las hojas de tabaco contiene importan-
tes carcindgenos, entre los que se destacan los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, nitro-
saminas y fenoles. En este contexto es conveniente
sefialar que la toxicidad de estos compuestos
depende no sélo de la interaccion con otros
componentes presentes en el humo de la com-
bustion del cigarro, de la susceptibilidad individual
del consumidor, el metabolismo, las inhalaciones
y la conducta del fumador, sino de las variaciones
cuantitativas de sus componentes, asociados a tipo
de filtro, factores de produccién y usos de fertili-
zantes™

Si bien ninguno de los individuos involucrados
en el estudio mostrd sintomas de dependencia
alcoholica—razdn que explica la ausencia de un
efecto citopatoldgico relevante—, es importante
dejar claro que este habito toxico alcanza niveles
preocupantes en Cubay en muchos paises, tanto
por sus efectos como por el gran nimero de
consumidores aunque sea incidentales, siendo
una de las principales causas de toxicomania3®3
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y factor de riesgo en muchas enfermedades.***
Su ingestion excesiva y continuada es la res-
ponsable de la induccion de dafios citogenéticos
en la mucosa bucal®“? y gastrointestinal.*®

De lo discutido hasta aqui, podemos decir que
la persistencia de células dafiadas en los grupos
investigados puede incrementar la probabilidad de
formaciones tumorales futuras. Ademas de abordar
el tema de la exposicidon ocupacional desde el punto
de vista genotoxico e histopatoldgico,* los resul-
tados obtenidos revelan los posibles efectos de
algunos quimicos laborales sobre la integridad
gendmica humana, en consecuencia advierte la
necesidad de reforzar las acciones dirigidas a la
educacion laboral de los trabajadores cubanos, a
promover medidas preventivas y alentar estudios
citogenéticos de seguimiento y de mayor profun-
didad.
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