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ResumEn

INTRODUCCION Aproximadamente 800.000 personas en el mundo están ocupacionalmente expuestos al humo partículas que podrían causar daño a su material genético y la salud. 
OBJETIVO El objetivo del presente estudio fue evaluar la genotoxicidad de los humos de soldadura en las células de la mucosa bucal de los soldadores de metal. 
MÉTODOS Para este propósito , se recogieron 39 muestras de la mucosa bucal , de los cuales 20 eran soldadores y 19 eran personas no expuestas utilizadas como controles, emparejados por edad , índice de masa corporal y estilo de vida . Las muestras se tiñeron con naranja de acridina y luego se observan bajo el microscopio y se evaluó la presencia de micronúcleos (MN) y anomalías nucleares (NA).
RESULTADOS La frecuencia de MN (media + SD ) en ambos grupos fue similar, con 0,55 ± 0,14 MN en el grupo expuesto , en comparación con 0,63 ± 0,11 MN en el grupo de control. Se encontraron diferencias significativas en las siguientes anomalías nucleares : células binucleadas ( BN ), ya que el grupo de soldadura tenía una media de 3,12 ± 0,38 y el grupo de control 1,26 ± 0,22 ( p < 0,0003 ) y la cromatina condensada (CC ) con frecuencias de 1,67 ± 0,27 y 0,89 ± 0,24 para los soldadores y controles , respectivamente ( p < 0,03 ). 
CONCLUSIÓN Nuestros resultados son consistentes con estudios previos similares ; el fortalecimiento de la evidencia de que la exposición a los humos metálicos contribuye al daño genético en los soldadores independientemente de las medidas de seguridad en los diferentes países
1. Introducción 
Aproximadamente 800.000 personas en el mundo están ocupacionalmente expuestas a partículas de humo que podrían causar daño a su material genético y a la salud [1]. La gran mayoría de los soldadores se dedican a la fusión de piezas de hierro (Fe) y aluminio (Al). Debido a su trabajo, los soldadores están constantemente expuestos a las partículas de humo que contienen una gran variedad de óxidos y sales de metales tales como Fe, Al, manganeso (Mn), plomo (Pb), cromo (Cr), y níquel (Ni) las cuales contribuyen al aumento de las especies reactivas de oxígeno (ROS) y por lo tanto dañan su material genético
2. TEORÍA

. Existe un notable aumento en la tasa de cáncer asociado con esta población [1-3]. La norma oficial mexicana NOM027 recomienda ciertos procedimientos de seguridad en instalaciones de soldadura que incluyen la comprobación del contenido de oxígeno en el aire (19.5% a 23.5%), el uso de protectores para la cara o gafas con pantalla de soldadura, guantes de soldadura, y los zapatos de seguridad, así como la comprobación de soldadura y equipo de seguridad todos los meses [4]. Sin embargo, no existen cursos de formación para los soldadores en México que pueden asesorar sobre los riesgos asociados a este tipo de profesión y, por lo tanto, la mayoría de los soldadores no usan equipo de protección ni siguen las medidas de seguridad. Esto pone a la población mexicana en riesgo de problemas de salud, y dado que esta población a menudo no tiene acceso a las instituciones de salud, el problema es aún mayor.

El Fe es el metal más común usado en México, la constante exposición al humo en grandes cantidades de humo Fe es perjudicial ya que está asociado con la iniciación, el crecimiento y la metástasis de tumores [2, 5, 6], probablemente debido a su potente efecto oxidante [7], el segundo metal más utilizado en México es Al que está asociado con la generación de la producción de ROS por células asociadas con la respuesta inmune que conduce a la inducción de la apoptosis, daño de la membrana lisosomal, daño material genético, y finalmente, la formación de MN [8 , 9]. Además, el uso de Fe y Al, en la soldadura de acero México también es común, el acero es una aleación de Fe con pequeñas cantidades de carbono (C). Este último, en sus humos metálicos libera de combustión que contienen molibdeno (Mo), cobre (Cu), Cr, Ni y Mn [10]. Es bien sabido que la inhalación de estos metales también induce daño en el ADN a través de la generación de ROS antes mencionados [8-10]. Este daño es probablemente la base carcinogénica de los humos de soldadura en el cáncer de pulmón, que es una enfermedad que afecta en gran medida soldadores [1-3, 11, 12].
Para evaluar el riesgo para la salud en seres humanos expuestos a agentes genotóxicos, la prueba de MN es útil, ya que es un biomarcador bien establecido de la inestabilidad genómica y del efecto de diferentes mutágenos, agentes genotóxicos o teratogénicos, así como un indicador de riesgo aumentado de cáncer [2, 13, 14]. Esta prueba se basa en la mitosis defectuosa, donde la presencia de fragmentos de cromátidas o cromosomas enteros se quedan reazagados durante la anafase y se transforman en uno o más núcleos secundarios, que son generalmente mucho más pequeños al principal [15]. La prueba de MN evalúa la pérdida de material genético en el interior de los núcleos debido a la presencia de efectos aneuplogenos (daños en el huso mitótico) o efectos clastogénicos (fractura) en los cromosomas [14-16].

La prueba de MN en células exfoliadas de la mucosa bucal es un método sensible para la evaluación de daños al ADN y el riesgo de cáncer [10], así como los efectos beneficiosos de diversos tratamientos y cambios en el estilo de vida [11, 16]. Además, en el tejido epitelial también es posible observar anomalías nucleares (NA) que también son indicadores de daño genético y citotóxica. Biomarcadores de daño en el ADN incluyen células binucleadas (BN) o núcleos lobulados (NL), que representa a un bloqueo de la mitosis después de la replicación del ADN [4, 14]. Otras anormalidades nucleares observadas en la prueba de MN se condensan cromatina (CC), las células en cariorrexis (KR), picnosis (PN), que son indicadores de la muerte celular o células en degeneración; células karyolytic (KL) representan células con la disolución completa de la cromatina [5, 15, 16]. Estos métodos son una herramienta útil para la identificación de genotoxicidad en grupos ocupacionalmente expuestos [17, 18] e incluso se puede utilizar para determinar las causas de los efectos genotóxicos o factores beneficiosos relacionados con el sexo, edad, hábitos alimentarios y estilo de vida, y las enfermedades [17].

3. PARTE EXPERIMENTAL

Se llevó a cabo un estudio descriptivo, transversal con 39 muestras de mucosa bucal, de los cuales 20 eran soldadores y 19 fueron individuos no expuestos utilizados como controles.

El criterio para la inclusión en el estudio fue de haber trabajado como soldador de gas inerte de metal durante al menos un año. Se excluyeron los individuos que tenían enfermedades e individuos agudos o crónicos sobre medicamentos o drogas recreativas utilizar. Todos los sujetos del estudio fueron entrevistados mediante un cuestionario previamente diseñado para obtener información relacionada con la edad, hábitos alimenticios y ejercicio, el consumo de café, alcohol, tabaco, adicción a las drogas y las enfermedades o medicación actual; horas de trabajo y tiempo, así como el uso de herramientas de seguridad y su conocimiento de las medidas de seguridad. Medidas físicas incluyen el peso, la altura y el índice de masa corporal. Los controles se definen como individuos no expuestos al proceso de soldadura emparejados por edad, índice de masa corporal, consumo de tabaco y alcohol.

Se obtuvo una muestra de células de la mucosa bucal de las mejillas de cada participante siguiendo la técnica estandarizada establecida internacionalmente [5, 15]. Los frotis se tomaron y se secaron a temperatura ambiente. Estos se fijaron después en etanol al 80% durante 48 horas y luego se tiñeron con naranja de acridina. Las muestras fueron almacenadas en una caja opaca para mantenerlas libres de suciedad y para evitar exposición a la luz hasta que su observación al microscopio ocurrió [16].

Las muestras se observaron por un lector experimentado que carecía de conocimiento de los códigos de muestras, bajo una lupa binocular modelo 100x Carl Zeiss IVFL Axiostar Plus microscopio de fluorescencia equipado con filtros 450-490 nm. La presencia de células MN y NA se evaluaron en un recuento de células 2000. La frecuencia de estas células se cuantificó de acuerdo a los criterios de Thomas y Tolbert [5, 15]. Las células con MN se cuantificaron, así como la presencia de anormalidades nucleares tales como BN, NL, PN, CC, KR, KL.

Para el análisis estadístico se incluyó la media y desviación estándar para fines descriptivos y para fines de inferencia, mientras que para comparar las frecuencias de MN y NA entre ambos grupos utilizamos la prueba U de Mann-Whitney. Para el análisis estadístico se utilizó el software GraphPadPrism (5ª versión). Los resultados del recuento de células se expresan por 1.000 células.

Antes de tomar las muestras, los sujetos potenciales a participar en el estudio recibieron una explicación clara sobre los efectos, los riesgos, y beneficios del estudio y su derecho a decidir si inscribirse o no en el presente estudio. Ellos firmaron un consentimiento informado que se basó en la Declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial. Por otra parte, el presente estudio cumplió con consideraciones ética estipuladas en los tratados de Helsinki, la Buena Práctica Clínica y Ética y Epidemiología: Directrices internacionales [19]. También seguimos las leyes mexicanas para proyectos de investigación relacionados con la salud en los seres humanos establecidos en la "Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012" (DOF 04/01/2013) [20]. Además, nuestro estudio cumplió las disposiciones de la "Ley Federal de Protección de Datos Personales en Posesión de los Particulares (DOF 05-07-2010).

4. CONCLUSIONES
Ambos grupos fueron similares en edad y el IMC, en términos que no se observó ninguna diferencia estadísticamente significativa. Las características en el grupo soldador incluyen un período de tiempo de exposición a la soldadura de 18,5 ± 3,52. Trabajaban durante al menos 8 horas al día, 5 días a la semana. Cabe señalar que el 45% de los soldadores (9/20) eran fumadores y el 33% (6/20) consumido alcohol al menos una vez a la semana, mientras que el 90% (18/20) ejerce regularmente y 10% (2/20) sufrido de la obesidad.

La frecuencia de MN en ambos grupos fue similar (p = 0,48), sin embargo, los soldadores tenían una frecuencia significativamente mayor de células BN (p = 0,0003) y CC (p = 0,03) en comparación con el grupo control. Se observaron frecuencias similares del resto de NA en ambos grupos, como puede verse en la Tabla 1.
Tabla 1. Frecuencia de células con MN y NA 

	MN y NA 
	Soldadores (N=20)
	Controles (N=19)
	p-value

	MN
	0.55 ± 0.14
	0.63 ± 0.11
	p < 0.48  

	BN
	3.12 ± 0.38
	1.26 ± 0.22
	   p < 0.00**

	LN
	1.65 ± 0.25
	1.44 ± 0.21
	p < 0.70

	PN
	0.07 ± 0.04
	0.23 ± 0.08
	p < 0.11

	CC
	1.67 ± 0.27
	0.89 ± 0.24
	  p < 0.03*

	CR
	0.30 ± 0.09
	0.60 ± 0.16
	p < 0.20

	CL
	1.72 ± 0.29
	1.76 ± 0.24
	p < 0.90

	MN = células con micronúcleos; BN = células binucleadas; NL = células con núcleo lobulado; PN = céluals picnóticas; CC = células con cromatina; KR = karyorrhexis; KL = células en cariólisis.  Resultados en 1000 células. El valor de p fue obtenido con la prueba U de Mann-Whitney. 


Aquí, estudiamos en las frecuencias de MN y NA en células de la mucosa bucal de soldadores mexicanos. Un escaso número de estudios se han llevado a cabo en diferentes partes del mundo a través de diversos métodos, tales como la prueba de MN, el ensayo Comet y el ensayo de intercambio de cromátidas hermanas (SCE) [21-24]. Los resultados son diferentes lo cual podría explicarse por una combinación de factores que pueden influir en el daño del ADN, como el estilo de vida, hábitos de dieta, el ejercicio, las adicciones y el IMC, y por lo tanto es importante continuar los estudios para aclarar el riesgo de soldadura de metales.

La evaluación de la genotoxicidad relacionada con la exposición ocupacional a los humos de soldadura, así como el papel de la edad y el tabaquismo ha mostrado resultados contradictorios también. Husgafvel et al [21], realizó el examen SCE en los linfocitos de sangre periférica de 23 soldadores y 22 controles y no encontró diferencias significativas [21], estos resultados son similares a los publicados por Littorin et al [22] y Koshi et al [24]. Sin embargo, Knudsen encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos que utilizan la misma prueba [25].

Mediante la aplicación de la prueba de MN en linfocitos, Sener y col [26] hicieron en 23 soldadores y 25 personas no expuestas, que fueron capaces de describir una mayor frecuencia de MN en el grupo expuesto (p <0,01), así como en los fumadores (p < 0,05) .Estos resultados son apoyados por Sudha et al [27], que encontró la presencia de genotoxicidad (p <0,05) con la misma prueba en 44 soldadores expuestos a humos Cr. Sin embargo, estos estudios han sido cuestionados porque no usan un método específico tinción de ADN que podría plantear falsos positivos [28].

Además, Danadevi et al utilizar el ensayo Comet en leucocitos en 102 soldadores expuestos a Cr y Ni en comparación con 102 personas no expuestas encontrado que los soldadores tenían daños más citogenética (p <0,001), los que hallaron un aumento significativo de acuerdo con los hábitos de fumar, ni la edad [23].

Un estudio similar a la nuestra era una tesis realizada en Colombia [29]. Los investigadores aplicaron el ensayo de MN en soldadores y como nosotros no encontraron diferencias significativas en las células MN. Mientras tanto, hubo un aumento significativo en los soldadores BN células (p <0,0001). Estos resultados son los más consistentes con nuestro trabajo. Es importante mencionar que la investigación se llevó a cabo en Colombia, un país latinoamericano muy parecidos México, algo que podría indicar que las condiciones de trabajo en estos países son más similares que los de los países del primer mundo. [29]

El documento más reciente de Wultsch et al (2014) evaluó la concentración de Mo, Cr, Mn, Cu y Ni en la sangre periférica, así como cytotoxicy aguda en células nasales y bucales de los soldadores que utilizan la prueba MN. Ciertos niveles de metales (Cr, Cu, Mn, Mo, Ni) fueron significativamente mayores en los fluidos corporales de los soldadores. No encontraron impacto del tabaquismo o el consumo alcohólico en las tasas de MN. No hubo diferencias en la frecuencia de células MN en la mucosa bucal entre los soldadores y el grupo de control y al analizar la AN en ambos tejidos que se encontraron por encima del control fue mayor en CC, KR y KL. Lo que sugiere que la exposición a estos metales, puede inducir inestabilidad genética [10].
Nuestros resultados son consistentes con los hallazgos de Wultsch et al: no hubo diferencias en la frecuencia de MN sin embargo, encontraron diferencias en la BN (p = 0,0003) y CC (p = 0,03). Las células con CC son indicadores de la muerte celular, mientras que BN células son indicadores de anomalías durante la división celular [5, 14-16]. Este tipo de daño es silencioso y difícil de detectar mediante pruebas convencionales que hace que sea muy importante para promover el uso de diferentes medidas de seguridad, ya que estos son volubles en México, así como las visitas regulares al médico.
Es necesaria la realización de más estudios de investigación en torno a este tema para encontrar respuestas específicas al daño genético contribuido por los humos de metales, así como los que tienen una mayor concentración en el torrente sanguíneo. Las diferencias en las frecuencias de NA encontradas en los trabajos publicados pueden estar relacionadas con las técnicas específicas utilizadas para el muestreo, la tinción y la lectura, así como las condiciones de trabajo. Del mismo modo, los diferentes estilos de vida y hábitos alimenticios, el alcoholismo, el tabaquismo y la información genética aun individuo podrían estar contribuyendo a los resultados.

La evaluación de MN y NA es importante en personas susceptibles ocupacionalmente expuestas a diferentes sustancias, así como la promoción de medidas de seguridad y salud en toda la población. 
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