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RESUMEN

Introduccion: El dafio a la salud asociado a exposicion ocupacional
de anestésicos es controversial, se ha encontrado toxicidad
reproductiva, afeccién de 6rganos, cdncer y genotoxicidad.
Objetivo: Evaluar la frecuencia de micronucleos y otras
anormalidades nucleares en células de mucosa bucal de personal
expuesto a gases, como marcadores de genotoxicidad y citotoxicidad.
Métodos: Se colectaron 164 muestras de mucosa bucal de 81
anestesiologos que laboraban en diferentes hospitales en México,
43 personas sanas no expuestas y sin toxicomanias, y 40 pacientes
tratados con antineopldsicos. Se pregunté habitos, lugar y horas de
trabajo, sistemas de eliminacion de gases del centro de trabajo y datos
que podrian influir en los resultados. Se realizaron frotis de mucosa
bucal mediante un raspado suave, se dejaron secar, se fijaron con
etanol al 80% y se tifieron con orceina y verde rapido. Al microscopio
(100X), por muestra se analizaron 2,000 células, se identificaron
células micronucleadas (CMN) y anormaliades nucleares (AN)
[binucleadas (CBN), nucleo lobulado (NL), cariorrexis (CR),
cromatina condensada (CC), picnosis (PN) y cariolisis (CL)].
Resultados: La frecuencia de CMN es mayor en anestesiélogos que
en no expuestos, [2.8 (1.9)/ 0.7(0.7)/ 1,000 células, (p: <0.001)].
Independiente de tiempo de exposicion, lugar de trabajo, edad o
sexo, en el 86.4% de anestesiologos se observé micronucleogenicidad
y en el resto citotoxicidad.

Conclusiones: La exposicion ocupacional a gases anestésicos en el
ambiente hospitalario mexicano induce dafio genotdxico y citotoxico
evidenciado por presencia de MN y AN en células exfoliadas de

mucosa bucal, por ello se sugiere reforzar las medidas de seguridad.
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ABSTRACT

Introduction: Associated damage to health during occupational
exposition is a controvert issue. It has been reported either reproductive
toxicity, affections to organs, cancer and genotoxicity.

Objective: To evaluate micronuclei and other nuclear abnormalities
frequencies at epithelial mouth cells from people exposed to anesthetic
gasses as genotoxicity and cytotoxicity markers.

Methods: We gathered a total of 164 epithelial mouth samples from 81
anesthesiologists from different Mexican Health clinics across, 43 health
people not exposed and with no addictions and 40 patients receiving
antineoplastic drugs. The survey included questions related with habits,
work location and schedules and general data that could be related with
results. Epithelial cell smears were obtained with gentle scraping, dried
and fixed with 80% ethylic alcohol and stained with orcein and fast green.
We analyzed 2,000 cells from each sample under microscope (100x) and
counted for Micronucleated cells (CMN) and Nuclear abnormalities
(AN) [Binucleated (CBN), Lobulated nucleus (NL), Karyorrhexis (CR),
condensed chromatin (CC), Pyknosis (PN) and Karyolysis (CL)].
Results: Counts from anesthesiologists MN were statistically higher
than not exposed [2.8(1.9)/ 0.7(0.7)/ 1,000 cells, (p: <0.001)]. No matter
of exposition time, age or sex, 86% of the anesthesiologists presented
micronucleus genotoxicity and the complement presented cytotoxicity.
Conclusions: Occupational exposition to anesthetic gases at Mexican
health clinics system induces genotoxic and cytotoxic damage been
evident by the MN and AN count at mouth epithelial cells. We highly

recommend increasing security measures.

Key words: Anesthetic gas, genotoxicity, cytotoxicity, micronuclei,

nuclear abnormalities
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INTRODUCCION

La prueba de micronucleos (MN), detecta el efecto de agentes
genotoxicos mediante la identificacion de fragmentos acéntricos
y/o cromosomas rezagados, que al quedar fuera del ntcleo
forman estas estructuras.”? Esta prueba, detecta agentes
clastogénicos (que fracturan cromosomas) y aneuploidogenos
(que afectan el huso mitético)'?, es posible aplicarla en animales
de laboratorio®* y silvestres,> en humanos,*” asi como en
diversos tejidos por ejemplo en mucosa bucal.®’ Esta prueba
permite evaluar genotoxicidad debida a diversas patologias
como las autoinmunes' o por trastornos de la alimentacion,"
asi como por exposicién a quimioterapia,'* por exposicion
ocupacional o ambiental, entre otros.'*'* Y las anormalidades
nucleares, son biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad
particularmente los MN y los NL son marcadores de dafio
nuclear, las BN indican dao a la citocinesis y las CR, CC, PNy
CL muestran muerte celular.”'*'>!3

Aplicar la prueba de micronucleos en células de mucosa
bucal brinda las ventajas de reflejar el efecto genotodxico
ocurrido en las células de la capa basal de una manera directa,
y da una aproximacién para identificar y cuantificar el dafio
micronucleogénico en tejidos humanos que son blancos de
carcindgenos oOrgano-especificos que podrian desarrollar
cancer. El trabajar con células epiteliales, también tiene el
beneficio, que de manera paralela se valora el efecto genotoxico
mediante el andlisis de los cambios morfologicos nucleares
como son modificaciones en el tamafio, densidad y distribucion
de la cromatina, alteraciones que se relacionan con células
neoplasicas.”!*1¢

Por otro lado, muchas ocupaciones en el ambiente hospitalario
frecuentemente se encuentran relacionadas con la exposicion a
agentes genotdxicos, como ocurre con el personal de anfiteatros,'”
de medicina nuclear," de radioterapia'® o antineoplasicos.?* No
obstante, los riesgos para la salud asociados a la exposicién
ocupacional de gases anestésicos en cirugia o consultorios
dentales no esta suficientemente documentado y la informacién
existente es contradictoria; como se observa en la Tabla 1, la
situacion es mas discordante en cuanto a los posibles efectos
cancerigenos y/o genotoxicos, unos estudios afirman haber
encontrado relacién entre la exposicion a agentes genotdxicos
y otros dicen lo opuesto.’* Es por ello que la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) considera
que las evidencias de carcinogénicidad de los anestésicos
volatiles halogenados (halotano, enflurano, isofluorano y
metoxiflurano) no son adecuadas, dando pie a mantener una
estrecha vigilancia.”

Haciendo énfasis en los efectos genotoxicos de la inhalacion
por exposicion ocupacional, éstos se han detectado mediante
diferentes pruebas como se describe en la Tabla 1, tanto
in vivo como in vitro, entre estas se encuentra la prueba
cometa,”?* el intercambio de cromdatidas hermanas (ICH).*
77 aberraciones cromosomicas®® y por supuesto la prueba
de microntcleos, %3 ésta ultima se estima como la mds
sensible para detectar el efecto téxico al DNA debido a los gases
anestésicos.?®
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Por todo esto, es que el presente trabajo busca evaluar el
dano genotdxico ocurrido en personal mexicano expuesto a
anestésicos para lo cual se aplico la técnica de micronucleos en
células exfoliadas de mucosa bucal, por ser una metodologia que
refleja el efecto directo, sin necesidad de cultivos, econdmica,
relativamente rdpida y altamente informativa, a la par que es
posible analizar otras anormalidades nucleares que también
reflejan eventos genotdxicos y citotdxicos.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion de estudio

Durante el Congresos Mexicano de Anestesiologia, se
colectaron muestras de anestesiologos activos (GRUPO 1), los
participantes radicaban en diferentes partes de la Republica y
por lo tanto laboraban en distintos centros hospitalarios (Tabla
2). Asi mismo se colectaron muestras de personas adultas sanas
no expuestas, sin toxicomanias ni consumo de café (GRUPO
2) y muestras de pacientes adultos con problemas oncoldgicos
tratados con quimioterapia antineoplasica (QA) (GRUPO 3),
estas muestras se tomaron el ultimo dia del ciclo de QA.

La toma de las muestras fue de personas voluntarias, a quienes se
les inform¢ de los objetivos del trabajo y estuvieron de acuerdo
en participar y firmar su consentimiento. A cada participante
se le aplicé un cuestionario en el que se preguntaba profesion,
centro de trabajo, edad, patologias, consumo de tabaco, café,
alcohol, vitaminas, anticonceptivos, habitos alimenticios,
administracion de medicamentos, dosis y tiempo desde la ultima
toma, y en su caso exposicion y tipos de anestésicos utilizados.
En el caso de los pacientes con cancer se revisé su expediente
y se entrevisté a su médico para conocer los antineoplasicos
administrados y dosis.

Preparacion y andlisis de muestras

Cada persona participante se enjuagd la boca con agua, con
un portaobjeto limpio se raspd la mucosa bucal, se realizaron
dos extendidos sobre portaobjetos, uno por mejilla. Los frotis
se dejaron secar al aire, se fijaron en etanol al 80% por 48 h
para proceder a la tincién con orceina y verde rdpido."” Quien
examiné las muestras desconocia el codigo de identificacion,
se analizaron bajo microscopia de fluorescencia (100x) Carl
Zeiss Axiostar Plus®, por persona se contaron 2,000 células,
se identificé la frecuencia CMN, BN, NL, CR, CC, PN, CL y
anormalidades totales (AT). Los resultados se expresan en 1,000
células.

Analisis estadistico

Mediante el andlisis de los indices estandarizados de sesgo y
curtosis se determind que los datos no presentan distribucion
normal ni homocedasticidad, por ello, en la comparacién de
grupos se aplicé la prueba de Kruskall-Wallis. Ademas de
realizaron comparaciones multiples mediante el procedimiento
de Conover, el cual dicta que los datos se deben transformar
por jerarquizacion para una posterior aplicacion de la prueba
LSD. Se realiz6 analisis multivariado con las observaciones de la
poblacién expuesta por medio de la prueba de Chi?



Tabla 1. Evaluacion de la gentotoxicidad de gases anestésicos

Prueba/ Condicion Resultado Significancia Pais Referencia
Expuestos No expuestos
ICH 6.6 (2.4) 52 (1.6) No Turquia 25
ICH, Sevoflurane 6.6 (0.9) 5.1 (0.8) 0.001 Alemania 26
L-MN, Sevoflurane 9.5 8.5 No Alemania 26
L-MN, [ANE] 14.0 11.3 0.05 Alemania 30
L-MN, [BNE] 9.8 10.5 No Alemania 30
ICH 6.89 5.14 No Croacia 27
L-MN 22.11 7.63 Si  Croacia 27
L-MN 33.8 (4.64) 7.78 (1.14) 0.05 Croacia 28
AB 1.64 (0.31) 0.66 (0.14) 0.05 Croacia 28
ICH 9.0 (1.3) 8.0 (1.4) 0.012 Austria 31
Prueba cometa [ANE] 343 (2.73) 24.0 (1.54) 0.001 Polonia 23
Prueba cometa [BNE] 29.5 (1.94) 24.0 (1.54) 0.1 Polonia 23
Prueba cometa 43.21 (8.0) 41.57 (9.02) 0.1793 Polonia 32
Prueba cometa -- -- 0.001 Brasil 33
AB 8.42 (0.93) 3.03 (0.93) 0.05 India 29
Prueba cometa 7.04 (2.35) 16.08 (2.78) 0.05 India 29
M-MN 1.03 (0.56) 0.4 (0.11) 0.05 India 29
Prueba cometa 0.34 (0.30) 0.31 (0.27) 0.72 Brasil 24
M-MN 0.38 (1.28) 0.17 (0.55) 0.034 Brasil 34

RESULTADOS

Se colectaron 164 muestras de mucosa bucal, de ellas 43 fueron de
personas sanas sin toxicomanias, 40 de pacientes con problemas
oncoldgicos tratados con quimioterapia antineoplasica y 81
de personas ocupacionalmente expuestas a diferentes gases
anestésicos (enflurano, isoflorane, sevorane, halotano). Los
datos demogréficos de este dltimo grupo se muestran en la
Tabla 2, se pude observar que los lugares de residencia fueron
de 22 entidades federativas de 32 que conforman México. La
distribucion de sexo fue del 72.8% (59/81) masculinos, la edad
promedio fue de 42.8 +8.0 afios, el promedio de hijos fue de
2.2 £ 1.5 (1.2 1.1 varones y 1.0 +1.5 mujeres), y el tiempo de
exposicion a anestésicos fue de 12.1 +7.4 afios y 4.8 +7.4 h/dia.
Con respecto al tabaquismo y consumo de alcohol fueron las
unicas toxicomanias reconocidas por los participantes, si bien
solo el 23% (19/81) eran fumadores (6.1 +3.3 cigarros/dia), por
su parte en cuanto al alcohol el 50.6% (41/81) lo consumian
con regularidad, y el consumo del café se identificé en el 77.8%
(63/81).

Al analizar la frecuencia de CMN y anormalidades nucleares
(Tabla 3), se encontrd diferencia estadisticamente significativa
en CMN (Grupo 2, frecuencia mas baja), BN (Grupo 3, menor
frecuencia) y en CR, PN y CL (en estos tres ultimos, el mds alto
fue en el grupo 3).

En el Grupo 1, el 66% de los individuos presentan mayor
frecuencia CMN que promedio del grupo 2, sin embargo en
aquellos individuos cuya frecuencia estd por debajo (27/81),

muestran mayor frecuencia de al menos alguna anormalidad
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nuclear (19/27). En cuanto ala frecuencia de MN yanormalidades
nucleares no se encontraron diferencias significativas al analizar
los afnos de exposicion (p: 0.17), sin embargo al categorizar los
grupos por horas de exposicién se observé mayor frecuencia
de 0 a 4 aftos que de 5 a 8 e incluso que de 9 horas o mas (p:
<0.001). Se observé menor frecuencia en aquellos que tenfan el
habito del tabaco (p: 0.01) y alcohol (p: 0.01), y no se observaron
diferencia en cuanto al consumo de café y vitaminicos. Ademas
los anestesi6logos masculinos presentaron mayor frecuencia
que las mujeres (p: <0.001).

DISCUSION

Histéricamente son muchas las ocupaciones que implican
exposiciones peligrosas, y en el ambiente hospitalario aun es
mas frecuente, sin embargo la exposicién a gases anestésicos es
controversial, y particularmente el efecto genotdxico, sumado
que en México no existen estudios que evalten esta situacion.
El presente trabajo, se realiz6 en células de mucosa bucal
trabajadores de diferentes hospitales de México, de ahi que las
condiciones de trabajos fueron muy diversas asi como el tiempo
de exposicion.

Es de senalar que solo se localizaron dos trabajos en los que
evaltien la genototoxicidad de los gases anestésicos en mucosa
bucal,*** el resto son en linfocitos de sangre periférica lo cual
implica el cultivo del tejido, y que en este tltimo caso de los siete
trabajos localizados, en tres de ellos no encuentran genotoxicidad
(Tabla 1).

En el caso de los dos estudios realizados en mucosa bucal, al



Tabla 2. Datos sociodemograficos de los anestesiologos

D Edad Sexo Residencia Hijos Exposicion Anestésicos Habitos tabaco Alcohol Cafe
anos M F Ainos Horas/dias cigarrillo/dia
1 46 M Sinaloa 4 3 9 12 5 + +
2 sin dato M Sinaloa 1 2 10 12 - + +
3 sin dato M Jalisco 3 3 14 2 - - -
4 51 F Chihuahua 2 0 27 4 4 - +
5 34 F Estado de México 0 0 6 - - -
6 32 F Jalisco 0 0 4 3 - + +
7 31 M Guerrero 0 1 2 - + +
8 45 M Chihuahua 4 1 15 9 ; + +
9 46 M Chihuahua 0 0 13 4 3 + +
10 36 M Morelos 3 0 3 - - +
11 32 F Morelos 0 0 4 3 - +
12 43 M Sin dato 1 1 10 4 - - +
13 55 M Baja California 2 1 25 10 - - +
14 32 M Colima 0 2 12 3 10 - +
15 33 F Coahuila 1 1 3 - + +
16 57 - Tampico 2 1 4 10 - - +
17 51 M Oaxaca 0 1 24 12 - - -
18 44 M Nuevo Leén 0 3 / / - - +
19 39 F Nayarit 1 0 8 6 - - +
20 55 M Sinaloa 3 0 10 3 - - +
21 30 F Distrito Federal 1 0 3 12 - - +
22 28 F Distrito Federal 0 0 3 8 - + +
23 56 M Distrito Federal 1 2 30 6 - + +
24 34 M Jalisco 3 0 6 5 5 + +
25 46 M Baja California 4 0 10 4 - + +
26 33 F Distrito Federal 0 0 4 4 - - +
27 43 M Jalisco 1 3 15 3 - + +
28 39 M Tamaulipas 1 0 10 4 5 + +
29 61 M Michoacén 2 2 26 2 - - +
30 48 M Distrito Federal 2 1 4 5 6 + +
31 47 M Chiapas 3 1 26 4 - + +
32 48 M Puebla 0 3 6 8 5 + +
33 32 M Veracruz 1 0 5 1 5 - -
34 59 F Distrito Federal 1 2 11 8 - - -
35 31 M Distrito Federal 0 0 6 3 - - -
36 39 M Veracruz 0 1 10 3 - + +
37 39 M Veracruz 2 1 10 3 - + -
38 41 M Baja California 2 1 5 3 - + +
39 51 M Estado de México 2 2 20 2 - - +
40 39 M Morelos 2 1 10 1 - - +
41 43 M Guanajuato 2 0 15 4 - - +




Continuacién Tabla 2. Datos sociodemogréficos de los anestesiélogos

D Edad Sexo Residencia Hijos Exposicion Anestésicos Habitos tabaco Alcohol Cafe
afos M F Anos Horas/dias cigarrillo/dia

42 42 F Nayarit 1 1 15 2 - - +
43 43 M Tamaulipas 0 2 10 3 - - +
44 45 M Estado de México 0 1 15 4 - + +
45 49 M Baja California 1 3 21 8 - + +
46 27 F Distrito Federal 0 0 1.5 2 - - -
47 42 M Jalisco 1 0 15 3 - + +
48 30 M Coahuila 1 1 0.7 7 - - -
49 42 F Campeche 0 0 6 16 - +
50 37 F Durango 1 1 10 4 3 - +
51 48 M Guanajuato 0 2 15 1 - - -
52 43 M Tlaxcala 2 1 12 6 - - +
53 42 M Michoacan 2 1 15 2 - -
54 39 F Veracruz 2 0 10 4 3 + +
55 51 M Chihuahua 1 3 20 4 - + -
56 42 M Coahuila 0 0 8 4 - - +
57 35 F Veracruz 0 0 7 4 - - +
58 41 F Distrito Federal 0 1 12 8 - - +
59 48 M Jalisco 2 1 20 5 - - +
60 48 M Michoacan 3 1 14 2 - + +
61 47 M Veracruz 0 3 15 2 - + +
62 43 M Nayarit 1 1 15 6 - + -
63 41 M Michoacan 1 2 0 3 + -
64 48 M Baja California 0 2 20 2 3 +

65 42 M Michoacan 0 2 13 2 4 + -
66 44 M Jalisco 1 1 15 6 - - -
67 41 M Jalisco 3 0 15 8 15 - +
68 57 M Jalisco 1 1 25 2 10 - +
69 54 M Sinaloa 2 1 15 1 - + +
70 36 F Baja California 0 0 10 8 - - -
71 47 M Baja California 2 2 19 6 - + +
72 36 M Baja California 1 1 8 3 10 + +
73 61 M Jalisco 1 2 32 8 10 + +
74 51 M Coahuila 0 1 6 3 - + +
75 46 M Tamaulipas 2 0 20 8 - + +
76 36 F Baja California 0 0 9 6 - + +
77 49 M Puebla 1 1 18 2 - - -
78 48 M Guanajuato 2 1 10 5 6 + +
79 44 F Sinaloa 1 1 12 3 5 + +
80 31 F Baja California 2 1 7 9 - + +
81 42 M Michoacén 3 0 15 2 - + +

Media 42.8 M-59 1.2 1.0 12.4 4.8
EF-22
DS (8.0) (1.1) (0.9) (6.9) (3.1)




igual que nosotros, encuentran dafio genotoxico en el personal
expuesto a gases anestésicos.’** Sin embargo Souza et al.*,
sefialan similitud entre sexos, lo que contrasta con nuestro
estudio, ya que en este estudio observamos mayor frecuencia
en varones (p: <0.001), ademas sefiala mayor frecuencia de
CR (p: <0.0001) y PN (p: <0.024), mientras que nosotros solo
encontramos dafio a la citocinesis marcado por el incremento
de las CBN (p: <0.006). Estas discrepancias podrian deberse
a la diferencias entre poblaciones estudiadas y el tamafio de
estas (Souza: 30, en este trabajo: 81), o bien los procedimientos
metodologicos seguidos por cada laboratorio y a que a un no
existen una verdadera estandarizacion entre la identificaciéon de
las diferentes anormalidades nucleares, cabe senalar que Souza
et al*, analizaron 1,000 células por participante y nosotros
2,000, lo cual disminuye el error.

Como se puede observar en el Tabla 3, las personas
ocupacionalmente expuestas a gases anestésicos, presentan
mayor frecuencia de CMN que las personas no expuestas, lo
que refleja evidente dafio al material genético. Asi aportamos
una evidencia mds de que estos compuestos son potenciales
cancerigenos, si bien es cierto que es necesario realizar mas
estudios, en los que se realice un seguimiento, y relacionarlo
con las condiciones de quiréfano y los sistemas de eliminacién
de gases, asi como descartar el posible ambiente hospitalario.

Tabla 3. Microntcleos y anormalidades nucleares en Personas
Ocupacionalmente Expuestas A Gases Anestésicos, de pacientes
tratados con quimioterapia y de personas no expuestas

Expuestos No expuestos  p
Daiio Anestésicos Quimioterapia
n 81 40 43
DNA CMN  2.8(1.9) 3.3(3.6) 0.7 (0.7) <0.001
NL 1.0 (2.1) 0.8 (2.6) 0.6 (0.9) =0.600
Citocinesis BN 1.6 (1.4) 0.9 (1.2) 1.8(1.7) =0.006
Muerte CR 0.1(0.2) 0.9 (2.0) 0.1(0.2) <0.001
celular cC 0.5 (0.9) 0.4 (1.0) 1.0 (1.6) ~0.100
PN 0.1 (0.4) 1.5(2.1) 0.3 (0.8) <0.001
CL 0.5(1.2) 7.5 (8.6) 0.2 (0.6) <0.001
CONCLUSION

La prueba de micronucleos en células de mucosa bucal es un
buen biomarcador de genotoxicidad provocada por gases
anestésicos, y este trabajo aporta evidencia de que el personal
expuesto a estos, tiene alto riesgo de genotoxicidad; por ello se
sugiere poner en marcha las medidas de seguridad existentes o
implementar las que sean necesarias para minimizar el riesgo.
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