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RESUMEN

Introduccién: La exposicién ocupacional a agentes quimicos se asocia con dafios genéticos y un mayor riesgo de enfermedades, incluido el
céncer. El biomonitoreo permite la deteccién temprana de alteraciones genéticas y el apoyo a medidas preventivas. Objetivo: Implementar
y estandarizar la prueba de aberraciones cromosémicas en el Laboratorio de Toxicologia Ocupacional, Ambiental y Vigilancia del Cédncer,
de la Coordinacién de Prevencién y Vigilancia del Instituto Nacional del Céncer, con el fin de aplicarla en proyectos de biomonitoreo de
trabajadores expuestos a agentes genotdxicos. Método: Se desarrollé un protocolo operativo estindar basado en la literatura, directrices
internacionales y experiencia técnica. El estudio piloto incluyé un control negativo (individuos sanos) y un control positivo (muestras
expuestas i vitro a metanosulfonato de metilo en dos concentraciones). Se prepararon las [dminas y se tifieron con Giemsa y, cuando fue
necesario, con bandeo G, analizdndose 300 metafases por muestra mediante microscopia dptica y sistemas de captura de imdgenes. Se
evaluaron alteraciones cromosdémicas estructurales y numéricas. Resultados: El andlisis permitié implementar la técnica y estandarizar
el protocolo, demostrando su eficacia para identificar alteraciones genéticas en condiciones experimentales controladas. Conclusién: El
protocolo es adecuado para futuros proyectos de biomonitoreo, proporcionando una herramienta confiable para la evaluacién temprana
de danos genéticos y prevencién de riesgos ocupacionales.

Palabras clave: Neoplasias; Exposicién Laboral/prevencién y control; Aberraciones Cromosémicas; Monitoreo Biolégico; Genotoxicidad.

RESUMO

Introdugdo: A exposicio ocupacional a agentes quimicos estd associada
a danos genéticos e ao aumento do risco de doengas, incluindo cincer.
O biomonitoramento permite detecgio precoce de alteragoes genéticas e
apoio a medidas preventivas. Objetivo: Implementar e padronizar o teste
de aberragoes cromossdmicas no Laboratério de Toxicologia Ocupacional,
Ambiental e Vigilincia do Cincer da Coordenagio de Prevengio e
Vigilancia do Instituto Nacional de Céncer, visando a sua aplicagdo
em projetos de biomonitoramento de trabalhadores expostos a agentes
genotéxicos. Método: Foi desenvolvido um protocolo operacional padrio
baseado em literatura, diretrizes internacionais e experiéncia técnica. O
estudo-piloto incluiu controle negativo (individuos saudédveis) e controle
positivo (amostras expostas iz vitro a metil metanossulfonato em duas
concentragoes). As laminas foram preparadas e coradas com Giemsa,
e quando necessirio o bandeamento G, analisando-se 300 metdfases
por amostra com microscopia Gptica e sistemas de captura de imagem.
Alteragbes cromossdmicas estruturais e numéricas foram avaliadas.
Resultados: A andlise permitiu implementar a técnica e padronizar o
protocolo, demonstrando sua eficdcia para identificar alteragoes genéticas
em condigoes experimentais controladas. Conclusdo: O protocolo
¢ adequado para futuros projetos de biomonitoramento, fornecendo
ferramenta confidvel para avaliagdo precoce de danos genéticos e prevengio
de riscos ocupacionais.

Palavras-chave: Neoplasias; Exposi¢io Ocupacional/prevencio &
controle; Aberragées Cromossdmicas; Monitoramento  Bioldgicos
Genotoxicidade.

ABSTRACT

Introduction: Occupational exposure to chemical agents is associated
with genetic damage and an increased risk of diseases, including cancer.
Biomonitoring enables early detection of genetic alterations and supports
preventive measures. Objective: To implement and standardize the
chromosomal aberration test at the Laboratory of Occupational and
Environmental Toxicology and Cancer Surveillance from the Prevention
and Surveillance Coordination of the National Cancer Institute, aiming
its application in biomonitoring projects for workers exposed to genotoxic
agents. Method: A standard operational protocol was developed based
on the literature, international guidelines, and technical expertise.
The pilot study included a negative control (healthy individuals) and a
positive control (samples exposed i vitro to methyl methanesulfonate
at two concentrations). Slides were prepared and stained with Giemsa,
and when necessary, G-banding, analyzing 300 metaphases per sample
using optical microscopy and imaging capture systems. Structural and
numerical chromosomal alterations were assessed. Results: The analysis
warranted the implementation of the technique and standardization of the
protocol, demonstrating its effectiveness in detecting genetic alterations
under controlled experimental conditions. Conclusion: The protocol is
suitable for future biomonitoring projects, providing a reliable tool for
early evaluation of genetic damage and prevention of occupational risks.
Key words: Neoplasms; Occupational Exposure/prevention & control;
Chromosomal Aberrations; Biological Monitoring; Genotoxicity.
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INTRODUCCION

Los efectos nocivos de los agentes quimicos sobre
la salud humana han sido ampliamente estudiados
desde el siglo pasado, siendo una realidad presente
especialmente en el contexto ocupacional, en el cual la
exposicidn a substancias mutagénicas y carcinogénicas
representa un relevante problema de salud publica y
del trabajador. Evidencias cientificas sefialan que la
exposicién ocupacional a estos agentes estd asociada a un
riesgo aumentado de desarrollo de diversas enfermedades,
como disturbios neuroldgicos, alteraciones reproductivas
y céncer'. La toxicidad de estos agentes depende de una
serie de factores, incluyendo sus propriedades quimicas
inherentes, asi como las interacciones quimicas debido a la
presencia de otros agentes que conforman la formulacién
de estos productos, incluyendo estabilizantes, solventes,
impurezas, aditivos y pesticidas. Estos compuestos pueden
causar dafios genéticos, lo que representa un factor de
gran relevancia para la salud publica, especialmente para
la salud del trabajador, debido a la relacién ya establecida
entre la genotoxicidad y el desarrollo de céncer.

En este contexto, el biomonitoreo de individuos
expuestos ha sido destacado como una herramienta esencial
de evaluacién en la vigilancia en salud, permitiendo la
deteccién temprana de efectos bioldgicos adversos y
ayudando a la implementacién de medidas preventivas y
correctivas en el ambiente de trabajo, como resultado de
la exposicidn a substancias quimicas®?.

El potencial genotéxico de las substancias quimicas
puede ser evaluado por medio de una variedad de ensayos
relacionados con la toxicologia genética, tales como la
prueba del microndcleo, ensayo cometa y la prueba de
aberraciones cromosémicas, los cuales detectan dafos
en el ADN*

Una de las consecuencias bioldgicas de la exposicion
humana a los agentes quimicos es la induccién de
alteraciones en los cromosomas, que son observadas por
medio del uso de la metodologia llamada aberraciones
cromosémicas. El estudio de las aberraciones cromosémicas
es una evaluacién citogenética cldsica, ampliamente
validada y aceptada internacionalmente, que consiste en
el andlisis de los cromosomas obtenidos por cultivos de
linfocitos humanos iz vitre. Esta técnica es considerada
como un importante biomarcador de efectos tempranos
de carcindgenos genotéxicos en enfoques de exposicion
ambiental y ocupacional. Es esencial para comprender las
alteraciones que pueden ocurrir en el material genético,
y su complejidad reside en la necesidad de preparacién
adecuada de las muestras, en la coloracién especifica de
los cromosomas y en la interpretacién juiciosa de los
resultados.
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Una de las ventajas de evaluar los linfocitos humanos
es el hecho de que ellos circulan por todo el organismo’,
lo que los expone a cualquier agente murtagénico,
independientemente de la via de introduccién del agente
en el organismo, sea por via oral, inhalatoria o dérmica.

Las aberraciones cromosémicas se dividen en dos tipos:
alteraciones numéricas y alteraciones estructurales. Las
alteraciones numéricas se caracterizan por la modificacién
del nimero de cromosomas, pudiendo haber pérdidas
o ganancias, diferente del nimero diploide (2 n=46
cromosomas). Ya las alteraciones estructurales se caracterizan
por modificaciones en la estructura de los cromosomas y
son llamadas de alteraciones cromosémicas cuando ocurren
simultdneamente en las dos cromdtidas, o alteraciones
cromatidicas cuando involucran a una sola cromdtida.

Evidencias indican una correlacidn positiva entre el
aumento de la frecuencia de aberraciones cromosémicas en
linfocitos y el riesgo de desarrollo de enfermedades, como
las neoplasias’, lo que refuerza la relevancia del uso de estos
biomarcadores en programas de biomonitoreo ocupacional.

El Laboratorio de Toxicologia Ocupacional,
Ambiental y Vigilancia del Céncer (LabTox) desarrolla
proyectos de investigacién orientados a la salud del
trabajador, evaluando la exposicién ocupacional a agentes
potencialmente mutagénicos y carcinogénicos. En este
contexto, la implementacién de la técnica de aberraciones
cromosémicas representa una importante ampliacién de
las metodologias de toxicologia genética ya empleadas
en el laboratorio para evaluacién de dafios en el ADN,
posibilitando andlisis complementarios y, de esta forma,
contribuyendo a la mayor robustez interpretativa de los
resultados, ademds de fortalecer la precisién metodoldgica
y la reproductibilidad analitica en futuros proyectos de
investigacién en biomonitoreo desarrollados en el LabTox.

Ante la importancia de este biomarcador, el presente
estudio tiene como objetivo no solo implementar la
prueba de aberraciones cromosémicas en el LabTox para
aplicacién en biomonitoreo de trabajadores expuestos a
agentes mutagénicos, carcinogénicos y/o potencialmente
carcinogénicos, con la propuesta de evaluar los potenciales
riesgos a la salud, en proyectos de investigacién aprobados por
el Comité de Etica en Pesquisa (CEP) del Instituto Nacional
del Céncer (INCA), sino también integrarla a las demds
metodologfas ya implantadas en el laboratorio, ampliando,
asi, el alcance y la robustez de los resultados obtenidos.

METODO

Para la implementacién de la técnica y elaboracién del
protocolo operativo estdndar de la prueba de aberraciones
cromosémicas, fue realizada una amplia revisién bibliografica
sobre el tema, alineada a la experiencia técnica acumulada
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a lo largo de afos de la profesional responsable por la
ejecucioén e interpretacion de la prueba de aberraciones
cromosémicas. En todas las etapas, los procedimientos
adoptados fueron guiados por directrices internacionales
(OCDE)¢, asi como por los requisitos de la Norma PALC
— Programa de Acreditacién de Laboratorios Clinicos’,
garantizando conformidad con las recomendaciones de la
literatura cientifica y con buenas pricticas laboratoriales
consolidadas en la rutina del laboratorio.

De esta forma, el protocolo operativo estdndar fue
elaborado con la descripcién detallada de cada etapa de
la rutina operativa y experimental adoptada en la prueba.

Para el estudio piloto fueron evaluados dos grupos:
(1) grupo control negativo, compuesto por muestras de
sangre periférica de voluntarios clinicamente saludables,
sin antecedentes de exposicién ocupacional a agentes
quimicos; (2) grupo control positivo, constituido por
muestras de sangre periférica de voluntarios en las mismas
condiciones del grupo control negativo con la adicién del
agente mutagénico metanosulfonato de metilo (MMS —
Sigma®), en diferentes concentraciones al cultivo celular,
para la induccién de alteraciones cromosdmicas in vitro.

Las muestras de sangre periférica fueron recolectadas
en tubos con heparina y acondicionadas bajo refrigeraciéon
(224 °C) hasta el procesamiento. Los cultivos de linfocitos
fueron preparados en tubo Falcon de 15 ml conteniendo
5 ml de medio PB-MAX (Gibco®), un medio comercial
listo para cariotipo, compuesto por RPMI, enriquecido
con Suero Fetal Bovino (SFB), suplementado con
fitohemaglutinina (PHA) y 1,0 ml de sangre total, llevados
a una incubadora de CO,, (5%) a 37 °C.

Los cultivos de las muestras pertenecientes al grupo
control negativo fueron representados por dos voluntarios, y
considerados dos tiempos distintos de cultivo: 48 y 72 horas.
Para el grupo control positivo, los cultivos fueron representados
por cuatro voluntarios, con los mismos tiempos de cultivo. El
agente mutagénico MMS fue adicionado a los cultivos tras 24
horas (en los cultivos de 48) y tras 48 horas (en los cultivos de
72), garantizando exposicién de 24 horas al agente. Fueron
probadas dos concentraciones distintas: 80 pM y 160 pM,
segin las gufas de la OCDE, y de acuerdo con la literatura
especializada®’, con el objetivo de identificar el intervalo
experimental que proporcionase mejor rendimiento celular y
de seleccionar la condicién que presentase el efecto citogenético
deseado para la definicién del protocolo del ensayo.

Pasado el periodo de incubacién, 48 o 72 horas
variando entre mds o menos una hora antes o después,
fueron adicionados 0,165pug/ml de colchicina (Sigma®)
en todas las muestras con el objetivo de interrumpir
la formacién del huso mitético y bloquear la divisién
celular en metafase. A continuacidn, los cultivos fueron
nuevamente incubados por una hora més a 37 °C.
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Al final de ese periodo, los tubos fueron centrifugados
a 1500 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante fue
retirado e, inmediatamente, fueron adicionados 10 ml de
solucién hipoténica, (KCI 0,075 M), homogeneizados y
mantenidos a 37 °C al bafio marfa por 30 minutos.

Después de ese tiempo, los tubos fueron nuevamente
centrifugados, el sobrenadante fue retirado y se inicié la
etapa de fijacién, en la cual fueron adicionados 10 ml
de fijador recién preparado y refrigerado (solucién de
Carnoy; metanol y 4cido acético, ambos de Merck en la
proporcién 3:1), con dos etapas mds sucesivas de lavado
con fijador, dejando el pellet cada vez més limpio, en las
cuales fueron adicionados 5 ml de fijador en cada una,
seguidas de centrifugacidn.

Después de las etapas de lavado y de la dltima
centrifugacion, aproximadamente 0,5 ml del fijador fue
mantenido junto con el sedimento celular (pellez), siendo
la suspensién homogeneizada para la preparacién de las
ldminas. Estas fueron confeccionadas mediante la técnica
de goteo de la suspensién celular y dispuestas en placa
calentada a 50 °C, por 10 a 15 minutos, o mantenidas
a temperatura ambiente para secado. En promedio, se
prepararon de dos a cuatro ldminas por participante.

Para el tefiido de las ldminas, fue preparada una solucién
de Giemsa al 5% diluida en tampdn fosfato salino (PBS), en
un frasco de Coplin, donde las ldminas fueron dispuestas y
mantenidas por cinco minutos, lavadas en agua corriente, y
el proceso de secado se dio a temperatura ambiente.

La Figura 1 muestra de forma esquemdtica todas
las etapas necesarias para la realizacién de la prueba de
aberraciones cromosémicas.

Toda la técnica se basé en el método originalmente
desarrollado'®, con las debidas modificaciones y
adaptaciones. Antes de la estandarizacién definitiva del
protocolo operativo estdndar, fueron realizadas pruebas
con los controles negativos y positivos, seguidas de ajustes
para mejorar la calidad y cantidad de las células. Estos
ajustes incluyeron: (1) aumento del volumen de sangre
de 0,5 ml a 1,0 ml por cultivo, para elevar la densidad
leucocitaria; (2) optimizacién del bloqueo mitético
con colchicina mediante el ajuste de la concentracién a
0,165ug/ml, tras diferentes pruebas (intervalo probado
de 0,033 a 0,165ug/ml), con tiempo de exposicién para
60 minutos (probado de 30 a 60 minutos), garantizando
un indice mitdtico satisfactorio, sin comprometer
la morfologia cromosémica; (3) estandarizacién del
tratamiento hipoténico (KCI 0,075 M) por 30 minutos
(probado de 20 a 30 minutos), favoreciendo la dispersién
cromosémica; (4) ajuste de la velocidad de centrifugacién
a 1500 rpm (probado entre 1500 y 1800 rpm) para
asegurar la integridad del peller. Tales adaptaciones
fueron fundamentales para la adecuacién del protocolo,
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Figura 1. Flujograma de la prueba de aberraciones cromosémicas, mostrando todas las etapas
Nota: Imagen confeccionada con base en el método descrito usando programa BioRender.

resultando en mayor preservacién de la integridad
estructural de los cromosomas, esencial para la eficiencia
en la deteccién de dafios genotdxicos.

Las ldminas fueron analizadas en microscopio dptico
con el objetivo de evaluar la calidad del material, por
medio del tamizaje de la frecuencia de metafases y de la
morfologia de los cromosomas, ademds de verificar la
concentracién de la suspensién celular (Figura 2). El indice
mitético fue evaluado mediante el conteo del ndmero
de metafases encontradas en 1000 linfocitos observados.

Ademds de la tincién convencional, se prob6 también
la técnica de bandeo G, de acuerdo con el método
original"', con modificaciones. La técnica consiste en
el tratamiento de los cromosomas con tripsina, cuya
funcién es desnaturalizar las proteinas de los cromosomas,
digiriendo parcialmente las regiones cromosémicas,
presentando asi dos patrones de bandas: las regiones
heterocromdticas, que tienden a ser ricas en adenina y
timina (AT) y que producen un patrén de bandas més
oscuras; y las regiones de eucromatina, que tienden a
ser ricas en guanina y citosina (GC), incorporan menos
Giemsa y forman bandas claras (Figura 2B). Para la

realizacién del bandeo, las ldminas fueron sometidas al
proceso de envejecimiento por periodos que variaron entre
dosy cuatro horas en placa calentada a 50 °C, 24 horas en
estufa a 37 °C o 72 horas en temperatura ambiente. Vale
recordar que las condiciones ideales para el bandeo pueden
variar significativamente en funcién de diversos factores,
como temperatura y humedad del ambiente, tiempo de
cultivo, calidad de las léminas, entre otros.

Para el bandeo se preparé la solucién de tripsina
(Sigma®), 0,10 g, disuelta en 100 ml de tampdn Dulbecco
y calentada a 37 °C. Las ldminas fueron sometidas a

A .
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Figura 2. Imagen de cromosomas humanos en metafase, sin
alteraciones (cultivo de linfocitos): (A) Cromosomas en coloracion
convencional; (B) Cromosomas - Con banda G

Nota: Imdgenes obtenidas por el Sistema de Andlisis Metafer.
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tripsinizacién en frasco de Coplin por periodos de 5 a
60 segundos, con tiempo de exposicién proporcional
al periodo y la condicién del envejecimiento. A
continuacion, fueron bafiadas con solucién fisiolégica y,
finalmente, fueron tefiidas con Giemsa al 5% por cinco
minutos, lavadas con agua corriente y mantenidas a
temperatura ambiente para secado.

Lasldminas fueron inicialmente analizadas al microscopio
dptico, el indice mitdtico fue evaluado y se realizé el conteo
de 300 metafases en coloracién convencional (conforme
con la recomendacién de la OCDE), considerando solo las
células con 44 a 46 cromosomas o mds. Las muestras que
necesitaron ser evaluadas por cariotipo, con el objetivo de
confirmar alteraciones constitucionales, fueron sometidas
ala téenica de bandeo G, lo que permitié un mejor andlisis
de las alteraciones y la identificacién de los cromosomas
involucrados. Cuando se consideré necesario, fueron
cariotipadas 20 metafases por individuo de acuerdo con
normas de calidad, y el resultado fue descrito segin la
International System for Human Cyrogenomic Nomenclature
(ISCN)2.

Vale resaltar que la identificacion del cariotipo se realiza
exclusivamente después del bandeo G, que permite un andlisis
minucioso con la distincién de los pares de los cromosomas
autosémicos y sexuales, ademds de la deteccion de alteraciones
mds sutiles como deleciones, inversiones, duplicaciones entre
otras. Todos los andlisis fueron realizados por dos o mds
analistas capacitados, o sea, siempre con doble verificacién
y revisados siempre que fue necesario, conforme con las
recomendaciones de normas de calidad.

Las células observadas con aberraciones cromosémicas
fueron registradas en tabla y clasificadas por tipos y
cantidad de alteraciones. Las alteraciones incluyeron
translocaciones, rupturas y fallas cromatidicas, entre otras.
Esta categorizacién facilit6 el andlisis estadistico.

Para optimizar los andlisis y la construccién de los
cariotipos, ademds del conteo manual en microscopio, las
ldminas también fueron evaluadas por medio de sistema
de andlisis integrado a la captura de imdgenes, equipado
con herramientas de edicién. Fueron utilizados el sistema
semiautomatizado Metafer”® (software de la empresa
MetaSystems) y el sistema manual GeneALL™ (OutSet).

El estudio piloto fue realizado con una muestra de
conveniencia compuesta por seis voluntarias, trabajadoras
del propio laboratorio, de sexo femenino, con grupo etario
entre 21 y 31 afos, las cuales fueron informadas que
las muestras de sangre serfan utilizadas exclusivamente
para fines de control interno y estandarizacién de la
metodologia. Tales muestras fueron aleatoriamente
distribuidas en grupos de dos voluntarias para cada
condicién experimental, buscando la optimizacién de
variables y la estandarizacién del protocolo a ser utilizado
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en el laboratorio. Las voluntarias fueron preguntadas sobre
la exposicién a radiacién ionizante (rayos X, tomografia
computarizada, densitometria ésea, cintilografia y
mamografia), pues son variables de confusién para el
efecto genotéxico a ser verificado en el ensayo.

Las pruebas realizadas en este estudio permitieron
implementar y estandarizar la técnica de aberraciones
cromosémicas para ser utilizada en proyectos de
investigacién que evaltian la exposicién ocupacional a
agentes quimicos en el ambiente de trabajo. El estudio fue
previamente aprobado por el CEP/INCA con el niimero
de parecer 2.983.493 (CAAE: 64799217.3.0000.5274),
vinculado al proyecto “Investigacién de los efectos téxicos
sobre la salud de trabajadores del municipio de Casimiro
de Abreu (R]) expuestos a pesticidas”, que inclufa la
técnica de aberraciones cromosdémicas, en conformidad
con los aspectos éticos relativos a la investigacion con seres
humanos, segtin la Resolucién n°. 466/12" del Consejo

Nacional de Salud.

RESULTADOS

El andlisis microscépico de las muestras permitié la
clasificacién de las metafases y de los cromosomas con base
en pardmetros descritos en la literatura citogenética, como
el ndmero de metafases obtenidas, integridad y morfologia
cromosémica, grado de dispersién y superposicién de los
cromosomas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de las condiciones de cultivo después de
evaluacién microscépica

Evaluacién | Clasificacion Criterio
Cuantitativa Buena 1100.metafases 0 mas por
ldmina
Cuantitativa | Razonable ntre 50y 100 metafases
por ldmina
— . M f
Cuantitativa Baja enos de 50 metafases

por lamina

Pocas o ausencia total de
metafases

Insuficiente o

Cuantitativa ATM

Cromosomas integros,
morfologia nitida, buena
dispersiéon y minima
sobreposiciéon

Cualitativa Buena

Cromosomas poco
condensados o muy
dispersos, moderada
sobreposicion y
citoplasma moderado

Cualitativa Razonable

Cromosomas
aglomerados, exceso de
condensacién y mucho
citoplasma

Leyenda: ATM = Ausencia Total de Metafases.

Cualitativa Mala
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Las diferentes condiciones de cultivo utilizadas para
la optimizacién y la estandarizacién de la técnica de
aberraciones cromosémicas estdn detalladas en la Tabla
1. Las muestras fueron distribuidas de forma aleatoria
en grupos de dos voluntarios para cada condicién
experimental, considerando variaciones en el tiempo de
cultivo, volumen de sangre, concentracién de MMS,
concentracién y tiempo de exposicién de la colchicina,
ademds del tiempo de hipotonizacién con KCIL

Los resultados muestran que cultivos de 48 horas
comparados con los de 72 horas tuvieron bajo rendimiento
en las diferentes condiciones experimentales, sea para
muestras consideradas control positivo o incluso control
negativo, como puede observarse en la Tabla 1.

Al evaluar especificamente los cultivos tratados con
el agente MMS, utilizados como control positivo, el
tiempo de cultivo de 48 horas no presentd resultados
satisfactorios, evidenciando bajo indice mitético y
metafases con cromosomas con baja calidad. Por este
motivo, este tiempo de cultivo fue descartado para los

Tabla 1. Caracterizacién de las diferentes variables utilizadas

controles positivos, manteniéndose solamente el tiempo de
72 horas con las concentraciones de MMS determinadas.
En contrapartida, los cultivos no tratados con MMS
(controles negativos) presentaron resultados satisfactorios,
en ambos tiempos de cultivo (48 y 72 h). Asi, los dos
periodos fueron establecidos como estdndar. Todas los
cultivos fueron identificados como C1 para el tiempo de
48 horas, mientras que, para el tiempo de 72 horas de
cultivo, fueron identificados como C2.

La evaluacién microscépica de los cromosomas
metafdsicos de muestras tratadas con el control
positivo MMS mostré presencia de las alteraciones
estructurales como: ruptura cromatidica (5,5%,
n=2), cromosoma dicéntrico (5,5%, n=2), fragmento
acéntrico (16,6%, n=6), minutos cromosémicos
(25%, n=9), separacién centromérica (11,1%, n=4),
translocacién (8,3%, n=3), brecha cromatidica
(25%, n=9), cromosoma cuatricéntrico (2,7%, n=1),
comprobando la sensibilidad del método para la
deteccién de danos inducidos (Figura 3).

Tiempo de Volumen Concentracion Conceni.:r?ci()n Tieml?o. de Tiempo . .
cultivo (h) de sangre MMS (uM) colchicina colch.lcma de KCl Cantidad Calidad
(ml) (ug/ml) (min)

48 0,5 0 0,066 30 20 Mala Mala
48 0,5 0 0,066 30 20 Mala Mala
48 0,5 0 0,066 60 20 Mala Mala
48 0,5 0 0,066 60 20 Mala Mala
48 1 0 0,165 60 30 Mala Razonable
48 1 0 0,165 60 30 Razonable Razonable
48 1 0 0,165 60 30 Razonable Razonable
48 1 0 0,165 60 30 Buena Razonable
48 1 160 0,165 60 30 Mala Razonable
48 1 160 0,165 60 30 Buena Razonable
72 0,5 0 0,033 60 20 Buena Razonable
72 0,5 0 0,033 60 20 Mala Razonable
72 0,5 0 0,066 60 20 Buena Razonable
72 0,5 0 0,066 60 20 Buena Razonable
72 0,5 0 0,165 60 20 Buena Razonable
72 0,5 0 0,165 60 20 Buena Razonable
72 1 0 0,165 60 30 Buena Razonable
72 1 0 0,165 60 30 Buena Buena
72 1 80 0,165 60 30 Buena Buena
72 1 80 0,165 60 30 Buena Razonable
72 1 160 0,165 60 30 Buena Razonable
72 1 160 0,165 60 30 Buena Buena

Leyenda: MMS = Metanosulfonato de metilo; KCI = Cloruro de potasio.
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Figura 3. Imagen de metafases presentando alteraciones (indicadas
por las flechas) observadas en las muestras del control positivo: (A)
ruptura cromatidica; (B) cromosoma dicéntrico y fragmento acéntrico;
(€) cromosoma cuatricéntrico con fragmentos acéntrico y minutos

Nota: Imdgenes obtenidas del Sistema de Captura y Analisis GeneAll.

DISCUSION

La implementacién de la prueba de aberraciones
cromosémicas en el LabTox posibilité la consolidacién
de un protocolo estandarizado, fundamentado en
directrices internacionales, como la OCDE?, y en normas
nacionales de calidad laboratorial’, favoreciendo la
reproductibilidad analitica, al mismo tiempo que permiti6
la comparacién con estudios realizados en diferentes
centros de investigacion.

El estudio piloto demostré sensibilidad de la
técnica para la deteccién de aberraciones inducidas,
evidenciada por la presencia de alteraciones cromosémicas
estructurales, como separacién centromérica, brecha
cromatidica, ruptura cromatidica, cromosoma dicéntrico
con fragmento acéntrico, un posible cromosoma
cuatricéntrico y minutos, en las cultivos tratados con
MMS, confirmando su adecuacién como herramienta
de control positivo aplicada en la estandarizacién de
la técnica. Estos hallazgos corroboran la literatura, que
describe al MMS como un agente inductor de danos
cromosémicos®!.

Los resultados demuestran que el tiempo de cultivo
influy6 directamente en la calidad de las preparaciones,
especialmente en los cultivos tratados con MMS. El
periodo de 48 horas reveld ser insuficiente para garantizar
una adecuada progresién celular, posiblemente porque
muchas células todavia se encontraban en la primera
mitosis, resultando en un menor niimero de metafases
y comprometiendo la calidad del anilisis, ademds de
que la exposicién al MMS interfiere en la dindmica
del ciclo celular, reduciendo la frecuencia de células
con este tiempo de divisién. En contrapartida, el
cultivo de 72 horas se evidencié como mds adecuado
para los cultivos, pues representa un ciclo y medio de
divisién en linfocitos que presentan divisién celular
no sincronizada.
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La evaluacién de los diferentes tiempos de cultivo
contribuyé a la optimizacién del protocolo, siendo el
periodo de 72 horas de cultivo el que presenté mejor
desempefio citogenético y fue definido como estdndar
para los controles positivos. Los cultivos que mantuvieron
los tiempos de 48 y 72 horas para los controles negativos
amplian la flexibilidad metodoldgica y la aplicabilidad
de la técnica a distintos disefos experimentales.
La incorporacién de la técnica de bandeo G como
método complementario auxilié a la caracterizacién
de las alteraciones y la confirmacién de alteraciones
constitucionales, aumentando la robustez interpretativa
de los resultados.

Este estudio presenta limitaciones relacionadas con
su cardcter piloto predominantemente metodoldgico.
El tamafio muestral reducido restringié la realizacién de
andlisis estadisticos y la generalizacién de los hallazgos y
comparaciones experimentales mds robustas, especialmente
debido a la calidad limitada de las metafases observadas
en los cultivos tratados con MMS en el periodo de 48
horas. En consecuencia, la interpretacién de los datos
se basé en criterios descriptivos cuantitativos, como el
indice mitético, y cualitativos, como la integridad de las
metafases y la morfologfa de los cromosomas. En esta
etapa de implementacién, los controles negativos fueron
utilizados exclusivamente como referencia cualitativa para el
monitoreo de la viabilidad de los cultivos. No obstante, tales
limitaciones no invalidan el estudio, dado que los resultados
obtenidos fueron suficientes para implementar la técnica
y consolidar un protocolo estandarizado y reproductible.

En el contexto de la vigilancia en salud, la consolidacién
de la prueba de aberraciones cromosémicas en el LabTox
refuerza al biomonitoreo genético como una herramienta
predictiva, dada la asociacién entre la frecuencia de
aberraciones cromosdémicas y el riesgo de desarrollo de
neoplasias'”*8. La elaboracién de un protocolo operativo
estandar y la implementacién de la técnica no solo
armonizan la metodologia interna, sino también califican
al LabTox para futuras aplicaciones en poblaciones
ocupacionalmente expuestas. La integracion de este
ensayo con otros biomarcadores y andlisis de variables
individuales podrdn ampliar la comprensién de los riesgos
en salud colectiva.

Estos resultados corroboran la literatura, que destaca
la relevancia de la prueba de aberraciones cromosémicas
como un biomarcador cldsico en la evaluacién de
exposicién a agentes genotdxicos en estudios de
biomonitoreo humano. La correcta estandarizacién de
las condiciones experimentales, incluyendo tiempo de
cultivo y uso de controles adecuados, puede garantizar
la comparabilidad de los resultados entre diferentes
laboratorios.
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De este modo, la implementacién de la prueba de
aberraciones cromosdémicas, en el LabTox, aliada a la
elaboracién de un protocolo operativo estdndar, representa
un avance significativo para la armonizacién metodolégica
y la generacién de datos cientificos, ampliando su
potencial de aplicacién en programas de biomonitoreo
genético y contribuyendo a la evaluacién temprana de
riesgos ocupacionales y al desarrollo de estrategias de
prevencién y proteccion de la salud de los trabajadores.

CONCLUSION

La consolidacién de la implementacién de la prueba
de aberraciones cromosémicas en el LabTox junto con el
desarrollo de un protocolo operativo estdndar contribuyeron
a la estandarizacién y reproductibilidad de la técnica,
fortaleciendo la confiabilidad de los resultados obtenidos
para favorecer la armonizacién metodolégica con otros
centros de investigacidn, pues se trata de una herramienta
que tiene potencial para contribuir directamente a la
generacion de datos cientificos relevantes que podrdn dar
bases a intervenciones orientadas a la proteccién de la
salud de los trabajadores. Ademds, la implementacién de
la técnica permite la integracién de ese biomarcador a los
programas de biomonitoreo genético como una herramienta
prometedora para la orientacién de medidas preventivas y la
evaluacion de la eficacia de acciones de control en poblaciones
ocupacionalmente expuestas a agentes genotoxicos.

Aunque el estudio presente limitaciones relacionadas
con el cardcter piloto y el tamafio muestral reducido, los
resultados obtenidos permitieron la estandarizacién del
protocolo, demostrando que la técnica estd apta para
andlisis futuros con mayor robustez.

De esta forma, este estudio evidencia la importancia
de la incorporacién de una técnica més de evaluacién de
dafio genotéxico que, asociada a otras metodologfas ya
implantadas, potencia al LabTox en la interfaz entre la
investigacién aplicada, la toxicologifa y la salud del trabajador.
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