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RESUMEN 18 administrative staff and 12 staff workers. Thioethers

La determinacion de tioéteres urinarios ha sido
utilizada como un indicador de exposicion a agentes
potencialmente alquilantes, diversos estudios han
sefialado la utilidad de este biomarcador como un
ensayo de screening a la exposicion del humo del
tabaco, y en consecuencia puede contribuir con el
desarrollo de medidas o programas que aborden el
tabaquismo como problema de salud publica. EI humo
del tabaco contiene mas de 4000 sustancias quimicas
como producto de su combustién, y al menos 40 de
ellas son consideradas cancerigenas para el hombre;
alguna de estas sustancias alquilantes se pueden unir
a proteinas, ARN y ADN causando su modificacién. La
presente investigacién tuvo como objetivo analizar los
niveles de tioéteres urinarios segun el habito tabaquico,
en el personal obrero y administrativo de la Escuela de
Bioanalisis, Valencia periodo 2010. La muestra estuvo
constituida por un total de 30 personas, distribuida de
la siguiente manera: 18 del personal administrativo y
12 del personal obrero. La concentracion de tioéteres
se realizdé en orina puntual mediante el Método de
Ellman. Los resultados muestran valores promedio
de tioéteres en fumadores de 13.56 + 7.76 mmol
SH/mol de creatinina y en no fumadores de 9.11 %
3.55 mmol SH/mol de creatinina, aunque no hubo
diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos (p=0.232) se evidencia que los fumadores
presentaron niveles de tioéteres mas elevados que los

no fumadores.
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ABSTRACT

The determination of urinary thioethers has been used as
an indicator of exposure to alkylating agents potentially,
several studies have indicated the usefulness of this
biomarker as a screening test to snuff smoke exposure,
and therefore may contribute to the development of
measures or programs that address smoking as a
public health problem. Snuff smoke contains over 4000
chemicals as a product of combustion, and at least
40 of them are considered carcinogenic to humans,
some of these alkylating agents can bind to proteins,
RNA and DNA causing its modification. This study
aimed to analyze the levels of urinary thioethers as
smoking, in labor and administrative staff of the School
of Bioanalysis, Valencia period 2010. The sample
consisted of a total of 30 people, distributed as follows:

concentration in urine is performed point by Ellman’s
method. The results show average values of thioethers
in smokers 7.76 + 13.56 mmol SH / mol creatinine in
nonsmokers of 9.11 + 3.55 mmol SH / mol creatinine,
although there was no statistically significant difference
between groups (p = 0.232) was found that smokers
had higher levels of thioethers more than nonsmokers.
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INTRODUCCION

El humo del tabaco contiene mas de 4000 sustancias
quimicas como producto de su combustién, y al menos
40 de ellas son consideradas cancerigenos para el
hombre, algunas de estas sustancias o sus metabolitos
reactivos, son electrofilicas y mediante reacciones
de alquilacién se pueden unir de forma covalente con
macromoléculas celulares, tales como proteinas, acido
ribonucleico (ARN) y acido desoxiribonucleico (ADN)
mediante la reaccion con los grupos nucleofilicos
como hidroxilo (OH-), amino (NH2) y tiol (SH), lo que
ocasionara la modificacion del ADN. Sin embargo, los
compuestos electrofilicos pueden ser inactivados por
medio de la union con el glutation enddgeno, evitandose
asi el dafio en el ADN, siendo esto un mecanismo
de detoxificacion para el organismo. Las sustancias
que son metabolizadas a compuestos electrofilicos,
estan en el medio ambiente o se pueden formar
endoégenamente, siendo consideradas potencialmente
alquilantes (1- 4).

Al respecto, el glutatiéon es un tripéptido compuesto
por tres aminoacidos: acido glutamico, cisteina y
glicina; el grupo SH- de esta molécula cumple un papel
importante en la formaciéon del enlace covalente con
sustancias alquilantes y esta reaccion depende de la
actividad electrofilica del téxico y de la accién catalitica
de la glutation S transferasa. De esta unién covalente
resulta la formacion de tioéteres que son excretados
por la orina o bilis como conjugados de glutation y de
cisteina, acidos premercapturicos y mercapturicos,
siendo su determinacién utilizada como biomarcador
inespecifico a la exposiciéon a compuestos electrofilicos
(2, 5).

En la literatura internacional consultada no se
encontraron valores referenciales de tioéteres
urinarios, sin embargo, algunos autores establecen
valores limites en una poblacion de referencia de no
fumadores y sin exposicion ocupacional, encontrando
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que oscilan entre 3.8 y 6.05 mmol SH/mol creatinina,
pudiendo considerarse como limites seguros de
exposicion (6,7).

La determinacion de los niveles de tioéteres urinarios
ha sido sefialada como un ensayo de screening a la
exposicion de compuestos electrofilicos en diversos
ambientes ocupacionales, tales como la industria
del caucho, incineradores, areas de esterilizacion
hospitalaria, asi mismo para aquellos que manejan
citostaticos y en el area no ocupacional se ha
empleado para evaluar la exposicion al humo de
tabaco, por lo tanto es util su estudio para el desarrollo
de medidas preventivas de enfermedades como el
cancer (3, 8 - 13). En relacion a esto, la excrecion de
tioéteres ha sido evaluada en sujetos segun el habito
tabaquico, evidenciando diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de los fumadores activos
(6.45 mmol SH/mol de creatinina), fumadores pasivos
(4.82 mmol SH/mol de creatinina) y no fumadores

(1.87 mmol SH/mol de creatinina) (14).

Los mecanismos por los cuales el humo del tabaco
induce la carcinogénesis son muy complejos, donde se
observa una relacion fundamental con nitrosaminas
y alquitranes, los cuales después de una activacion
metabdlica intracelular son capaces de modificar
el ADN. Respecto a ello se realizé un estudio en el
que evaluaron 94 personas (41 no fumadores vy
53 fumadores), la concentracion de tioéteres fue de
2.62 % 1.87 mmol SH/mol de creatininay 11.19 + 3.48
mmol SH/mol de creatinina respectivamente, ademas
se estudiaron aberraciones cromosémicas con el fin
de establecer la relacion entre estos dos métodos de
dosimetria interna en los fumadores; de acuerdo con
los resultados, los autores sefialan que los tioéteres
urinarios son excelentes biomarcadores para el control
biolégico del habito tabaquico, pero no para predecir
la frecuencia de dafio cromosdmico, probablemente
por diferencias toxicocinéticas entre las personas con
respecto a la actividad enzimatica (15)

El consumo de tabaco estd considerado como una
de las principales causas de mortalidad en el mundo,
existen evidencias de que puede producir cancer de
pulmén, laringe, rifidn, vejiga, estbmago, colon, cavidad
oral y esofago, asi como leucemia, bronquitis crénica,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, cardiopatia
isquémica e infarto. Parte de la fisiopatologia de las
enfermedades mencionadas esta dada por el alto grado
de estrés oxidativo generado por los radicales libres que
se desprenden o son originados por el humo del tabaco
(16, 17). Al respecto se han estudiado biomarcadores
urinarios como cotinina, nicotina, NO2-, NO3- y tioéteres
relacionandolos con la exposicidn a dicho contaminante,
concluyendo que éstos son Utiles en programas para
prevencion del cancer oral (13).

Es importante sefalar que ademas del habito tabaquico
existen otros factores como la dieta, medicamentos y
la exposicidon a agentes electrofilicos en el ambiente
ocupacional, que aumentan la excrecion de tioéteres
urinarios, por lo tanto estos factores deben ser tomados
en cuenta para realizar investigaciones sobre el tema
(18). En este sentido, se ha evaluado la influencia
de la dieta en la excrecion de tioéteres urinarios, en
individuos que en primer lugar consumieron una dieta
estandarizada (1.9 - 4.9 mmol SH/ mol creatinina), y
luego una dieta sin restriccion (1.9 -9.5 mmol SH/mol
creatinina) los resultados sefialan una mayor excrecion
del metabolito con el consumo de alimentos con azufre
como el repollo, cebolla, pifia y rabano picante (3).

Por todo lo antes expuesto, surgié la necesidad de
abordar e investigar la concentracién de tioéteres como
biomarcador de exposicién a compuestos electrofilicos
del humo de tabaco en trabajadores de la Escuela de
Bioanalisis de la Universidad de Carabobo, con el fin
de que se puedan desarrollar medidas o programas
que aborden el tabaquismo como problema de salud
publica susceptible de prevencion, especialmente en
los ambientes laborales.

MATERIALES Y METODOS
Sujetos:

La muestra estuvo constituida por un total de 30 sujetos
del personal obrero y administrativo de la Escuela de
Bioanalisis de la Universidad de Carabobo, sin exposicion
laboral a compuestos electrofilicos quienes consintieron
en participar voluntariamente en el presente estudio. En
primera instancia, se solicit6 una autorizacion a la
direccién de Escuela de Bioanalisis sede Valencia, donde
se especifico el tipo de estudio. Una vez que se obtuvo el
permiso de la institucion se informé a cada participantes
sobre el mismo, y se les instruyo sobre la recoleccion de
la muestra de orina, firmaron el consentimiento informado,
y ademas se aplicd un cuestionario estructurado a fin
de obtener datos personales, laborales y factores clinico-
epidemiologicos.

Procedimiento metodolégico:

Para la recoleccion de las muestras (orina puntual,
primera de la mafiana) se recomendo a los participantes
en estudio no consumir café 12 horas antes. La muestra
se conservo a temperatura de -20 °C hasta el momento
del procesamiento. Para el analisis de las muestras
se siguid el procedimiento de extraccion normalizado
en la Unidad de Toxicologia Molecular: la muestra se
centrifugdé a 3000 rpm, se transfirieron 5 ml en un tubo
de ensayo donde se ajusto el pH de 1.5 a 2, utilizando
acido clorhidrico 4 N; se adicionaron 8 ml de Acetato
de Etilo y se agité vigorosamente durante 10 minutos
en un agitador mecanico, para luego separar las capas
por centrifugacion a 2000 rpm por 5 min.; se removio
la capa de Acetato de Etilo y se colocd en un balén
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con tapa esmerilada, repitiendo la extraccion 3 veces.
Luego se evaporo y el residuo se retomo6 con 2.0 ml
de agua destilada. El extracto se coloco en un frasco
ambar, se agregé 1 ml de hidréxido de sodio 4N, se
procedio a saturarlo con nitrégeno, burbujeandolo por
10 segundos, se cerraron los tubos y se llevaron a un
bafo maria a 100 °C por 50 minutos. Se colocaron los
tubos a temperatura ambiente por 5 minutos y luego
se enfriaron con hielo por 5 minutos; a esta mezcla se
agregd 1 ml de acido clorhidrico 4 N (11).

La Reaccién de Ellman se fundamenta en la medicién
a 412 nm, del producto coloreado debido a la
conjugacion de los tioles con el acido 5, 5 dihtiobis 2
-nitrobenzoico. Se realiz6 la lectura de la absorbancia
en un Espectrofotometro UV visible marca spectronic
Genesys 2 modelo 33 6002.Con el fin de corregir la
concentracion de tioéteres en orina, se relaciond la
concentracién del analito con la concentracion de
creatinina urinaria, y se expreso en moles/L (19), la
creatinina urinaria se hizo a través del método de Jaffé
modificado. La OMS ha recomendado un rango de
concentraciones urinarias de creatinina (0.5 g/l - 3.0 g/l)
a fin de seleccionar las muestras que son validas para
evaluar la exposicion a quimicos, sin que la dilucion y
la masa muscular individual afecten los resultados. La
concentracion de SH- es expresada en mmol SH/mol
de creatinina (20).

Analisis de los datos

Se realizé un analisis estadistico descriptivo, la
caracterizacion de la muestra se realizé con frecuencias
y medidas de tendencia central. Debido a que los datos
no se comportan siguiendo una distribucién normal, la
cual se comprobd utilizando la prueba de Kolmogorov-
smirnoff se aplicaron pruebas no parametricas (U de
Mann-Whitney y Test de Kruskal Wallis) y correlacién
de pearson con un nivel de confianza de 95%. Se
utilizé el programa SPSS version 18.

RESULTADOS Y DISCUSION

La biomonitorizacién de la exposicion a compuestos
electrofilicos es de gran trascendencia pues permite
la evaluacion de la dosis interna y por tanto delimitar
grupos de riesgo. Entre los biomarcadores propuestos
para ello se encuentran los Tioéteres, que pueden estar
modulados por factores enddégenos y exdgenos (21).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la
poblacion en estudio

Total Edad
(n) 28- 37- 47-
36 46 56
30 10 12 8 15 15
% 100 33.3 40.0 26.6 50 50

Género
Femenino Masculino

En esta investigacion participaron 30 trabajadores
voluntarios con un promedio de edad de 40,60 + 8,04
afos, cuyas caracteristicas se presentan en la tabla 1.

La concentracion de los tioéteres se observd sin
diferencias con respecto al género (10.25+3.09 y
10.35546.913 mmol SH/ mol de creatinina femenino y
masculino respectivamente), de igual manera respecto
a la edad, sin correlacién estadisticamente significativa
con dicha variable (p=0.198). Estos resultados
indican una excrecion elevada de este metabolito, al
compararlo con estudios previos en poblaciones no
expuestas ocupacionalmente que oscilan entre 3.8 y
6.05 mmol SH/mol de creatinina (7).

Tabla 2. Niveles de Tioéteres Urinarios y habito
tabaquico de la muestra en estudio.

Tioéteres
(mmoles SH/mol creatinina)
n X DS
Fumadores
8 13,56 7,76
No Fumadores 22 9,11 3,55
30 10,30 5,26

U de Mann Whitney (p=0.232)

Conrespectoalhabitotabaquico, se pudo evidenciarque
la concentracion de tioéteres fue mayor en fumadores
que en no fumadores (tabla 2). Esta diferencia coincide
con lo referido por otros investigadores (3, 14, 15). Es
importante resaltar que los niveles del metabolito en
ambos grupos son considerablemente mas altos que
los descritos en las investigaciones antes citadas, el
aumento en estos valores pudiera estar influenciado
por diversos factores, tales como la dieta, ingesta de
medicamentos y exposicién pasiva al humo del tabaco

(condicién no evaluada en la presente investigacion).
Tabla 3.

Niveles de Tioéteres urinarios segun el numero de
cigarrillos fumados diariamente.

Tioéteres
Nﬂmerodcii:ri((:)igarrillos (mmol/mol creatinina)
n X DS
2 9,11 B85
1-10 4 11,62 9,42
11-20 4 15,50 6,47
Total 30 10,30 5,26

Kruskal Wallis (p= 0.564)

Al asociar la concentracion de los tioéteres urinarios con
el numero de cigarrillos fumados diariamente (tabla 3) no
se observé diferencia estadisticamente significativa entre
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los grupos, sin embargo los niveles de este biomarcador
fueron aumentando con la cantidad de cigarrillos consumidos
diariamente, al igual que investigaciones previas (21).

Por otra parte, cuando se asocio la concentracion del
metabolito con la ingesta de alimentos en fumadores
(datos no mostrados), se observaron mayores niveles
en el grupo que consumia alimentos azufrados, esto
pone en evidencia la influencia de la dieta en los niveles
de tioéteres. Los resultados obtenidos coinciden con
investigaciones que evaluan este efecto (3). Sin embargo
en el grupo de no fumadores no se observa la misma
relacion, demostrando que el habito tabaquico ejerce
mayor influencia que la dieta en la concentracién de los
tioéteres.

En resumen, el habito tabaquico en la muestra estudiada,
evidencia una exposicion importante a compuestos
electrofilicos, muchos de los cuales representan un
gran riesgo para la salud, debido a su comprobada
carcinogenicidad. En este sentido, la importancia de la
determinacion de tioéteres urinarios esta relacionada con
la exposicion a esos compuestos y, pudiera considerarse
como un indicador del riesgo en personas expuestas, pues
si el individuo posee un buen sistema de detoxificacion
(GSH), presentara niveles urinarios elevados; por otra
parte cifras bajas de tioéteres pueden estar relacionadas
con una escasa exposicion o capacidad disminuida en
los mecanismos de detoxificacion.

Es importante también, establecer valores de referencias
de este biomarcador en la poblacion venezolana, ya que las
diferencias en cuanto a condiciones geograficas, culturales
(dieta) y susceptibilidad genética, son determinantes en la
excrecion del metaboalito.
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