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RESUMEN

Existen pocos reportes acerca de efectos epigenéticos derivados de la exposicion laboral a
un solo Compuesto Organico Volatil (COV). Tal efecto no se ha investigado en la exposicion
a mezclas de éstos. El objetivo fue determinar los niveles de metilacion gen especifica en
personas expuestas ocupacionalmente a mezclas de COV. Los métodos fueron incluir a tra-
bajadores de diferentes industrias (expuestos a COV), asi como a un grupo control. Se mi-
dieron los niveles de exposicién individuales a COV. Se tomaron muestras sanguineas y se
extrajo el Acido Desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) para determinar, por
pirosecuenciacion-PCR, los niveles de metilacion en 13 genes diferentes. Como resultados se
encontré hipermetilacion para los genes TNFo, SOD1 y TOP2A en un subgrupo expuesto. En
otro subgrupo se observé hipermetilacién para el gen IL6. Se pudo concluir que la exposicion
ocupacional a mezclas de COV tiene efectos importantes en el estado de metilacion de genes
involucrados con la inflamacioén, la reparaciéon al DNA y el estrés oxidativo.

ABSTRACT

There are few reports about epigenetic effects in occupational exposure to a single volatile
organic compound (VOC), while this same effect has not been studied in exposure to a mix-
ture of them. In this study the levels of gene-specific methylation were determined in persons
occupationally exposed to VOCs mixtures. For this study workers from different labor sce-
narios (exposed group to VOCs) and a reference group were included. We measured VOCs
individual exposure levels. Blood samples were taken and the Deoxyribonucleic Acid (DNA)
was extracted to determine, by PCR-pyrosequencing, methylation levels in 13 different genes.
Hypermethylation for the TNFa, SOD1 and TOP2A genes was found in a subgroup exposed.
Another exposed subgroup showed hypermethylation for the IL6 gene compared to controls.
Occupational exposure to a mixture of VOCs has important effects on the methylation status
of genes involved in inflammation, DNA repair and oxidative stress.

INTRODUCCION

Las modificaciones epigenéticas son capaces de detectar alteraciones muy
tempranas como manifestacion de dafio, antes de que dichas alteraciones
se manifiesten como sintomas o signos clinicos (Choudhuri, Cui & Klaas-
sen, 2010). La epigenética ha sido definida como el estudio de los cam-
bios heredables en la expresiéon génica, los cuales ocurren sin cambios en
la secuencia del Acido Desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés)
(Wolffe & Guschin, 2000). Las marcas epigenéticas incluyen, pero no es-
tan limitadas a metilacion del DNA modificaciones de histonas (metilaciéon,
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acetilacion, fosforilacién, ubiquitinacién, ADP-ribosi-
lacién, SUMOilacién, etc.), asi como Acidos Ribonu-
cleicos (RNA, por sus siglas en inglés) no codificantes.
Los cambios epigenéticos pueden ser adquiridos en el
transcurso de la vida de un individuo. Estudios recien-
tes han demostrado que los cambios epigenéticos que
son adquiridos en el ambiente intrauterino, y después
del nacimiento pueden persistir a lo largo de la vida e
influyen en los estados fisico y mental, asi como en la
capacidad de confrontar el ambiente inmediato, inclu-
yendo la capacidad para metabolizar farmacos y xeno-
bidticos (Choudhuri et al., 2010). La evidencia creciente
indica que la epigenética mantiene un potencial sus-
tancial de desarrollar marcadores biologicos que predi-
gan que exposiciones pondrian a las personas en riesgo
y cuéles individuos de éstos que se exponen serian mas
susceptibles a desarrollar enfermedad (Bollati & Bac-
carelli, 2010). Ademas, las modificaciones epigenéticas
representan biomarcadores mas estables, al igual que
huellas de exposicion, comparado con la alteracion gé-
nica o protéica (Jirtle & Skinner, 2007). Para el caso de
la exposicion a Compuestos Organicos Volatiles (COV),
se ha reportado que la exposicion laboral a benceno
ha sido relacionada con modificaciones epigenéticas,
especificamente metilacion de DNA. A la fecha, los estu-
dios respecto a la metilacion gen especifica en expuestos
a benceno han mostrado hipermetilaciéon en la region
promotora de algunos genes (Bollati et al., 2007; Xing
et al., 2012; 2013). Cabe mencionar que en dichos es-
tudios se usé la misma plataforma de metilacién de
DNA (pirosecuenciacién), en la cual, previo a un tra-
tamiento al DNA con bisulfito, se busca cuantificar el
porcentaje de metilacion en la posicion cinco de la base
citosina, modificacion que se asocia al control de la
transcripcion génica (Tost & Gut, 2007). Hasta ahora,
no se ha estudiado si la exposicion laboral a tolueno,
xileno, n-hexano, o bien, a una mezcla de estos com-
puestos, tenga algiin efecto sobre la metilaciéon al DNA,
ya sea global o a nivel gen-especifico. Con base en lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar los
niveles de metilacién en la region promotora de genes
involucrados en las vias celulares de inflamacion, repa-
racion de DNA, estrés oxidativo y metabolismo de xe-
nobidticos, en personas expuestas ocupacionalmente a
un solo COV o a mezclas de ellos.

MATERIALES Y METODOS

a) Participantes. Después de la invitaciéon y firma
del consentimiento informado, se incluyeron a
206 trabajadores, quienes se dividieron en di-
ferentes grupos, a saber: i) trabajadores de la
industria de la curtiduria (n = 24); i) trabaja-
dores de una fabrica de calzado de piel (n = 40);
iii) trabajadores de una gasolinera (n = 36); iv)
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trabajadores de una fabrica de calzado de plas-
tico (n = 40); y v) trabajadores administrativos
de dos universidades (n= 66, grupo control o de
referencia, sin exposicion laboral a COV).

b) Medicion de los niveles individuales de expo-
sicion a COV. Se colocé un difusor pasivo de
carbono (Supelco, Sigma-Aldrich Co., St. Louis
MO) en la solapa de los trabajadores durante
una jornada laboral de 8 h. Se separo¢ el tubo de
carbono activado, al cual se le aplicé disulfuro
de carbono para su desorcién. Una vez pretra-
tadas las muestras, se realizé la lectura en un
cromatografo de gases acoplado a espetrometria
de masas (GC/MS, Perkin Elmer, Modelo Clarus
600, Waltham, MA, EUA). A los trabajadores de la
curtiduria se les midieron sélo tres COV: bence-
no, tolueno y etilbenceno; al resto, ademas de los
tres anteriores, se les midieron niveles de aceto-
na, metil etil cetona, n-hexano y xileno.

c) Datos sociodemograficos y obtencion de
muestra. Después de realizarles una encuesta
de salud, la cual incluia preguntas acerca de
datos sociodemograficos, antecedentes patolo-
gicos y de consumo de drogas ilegales, y pre-
via firma del consentimiento informado, se les
tomo6 a cada participante una muestra de san-
gre venosa del brazo (aproximadamente 15 ml),
divididas en cuatro tubos, los cuales se almace-
naron a -80 °C.

d) Aislamiento del DNA. Previa descongelacion
paulatina, se separd el DNA de cada muestra
de sangre completa de los participantes, de
acuerdo con las recomendaciones del fabri-
cante del kit DNAeasy Extraction Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA). Después de la extracciéon
del DNA, su concentracion en la elucion final
fue cuantificada. E1 DNA eluido fue almacena-
do hasta su uso a -80 °C.

e) Disefio y obtencion de las secuencias de la
region promotora de los genes de interés.
Con el objeto de estudiar la metilacién de una
region especifica del DNA (en este caso, la region
promotora de los genes de interés), se realizo el
disefio de las secuencias tomando en cuenta la
descripcion de éstas (en articulos cientificos o
en recursos web), corroborando si dichas se-
cuencias pertenecian a la regién y gen de inte-
rés a través del recurso web de la Universidad
de California en Santa Cruz (http://genome.
ucsc.edu/). Una vez obtenidas las secuencias,
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se procedié al disefio de la regiéon cebadora (pri-
mer), simulando el tratamiento con bisulfito de
dicha region. Esto se logré gracias al recurso
web de la Universidad de California en San
Francisco denominado methprimer. Se disena-
ron los primers para 13 genes, agrupados de
acuerdo con la via celular de interés: inflama-
cion (TNFa, IL6, iNOS, COX-2), estrés oxidativo
(HMOX-1, GSTM1, GSTP1, SOD1), reparacién
al DNA (p53, WRAPS53, RADS1, TOP2A) y me-
tabolismo de xenobidticos (CYP2E1). Una vez
diseniadas las secuencias se ordenaron al fabri-
cante, quien envi6 tres primers para cada gen
(uno de avance, uno de reversa y otro de se-
cuenciacion) en presentacion de liofilizado. Los
primers se diluyeron con agua libre de DNAsas
y RNAasas, y se almacenaron a -20 °C. Se obtu-
vieron primers de secuenciacién con un nume-
ro de repetidos CG de 1 a 10.

f) Tratamiento del DNA con bisulfito. E1 DNA ge-
némico obtenido en el inciso d fue tratado con
bisulfito con el kit EZ-DNA Methylation Gold
para 96 pozos. El objetivo de este tratamiento
es convertir todas las citosinas no metiladas del
DNA a uracilos.

g) Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés). Una vez tratado con bisulfito
y previamente identificado, el DNA de los par-
ticipantes se mezclo con los primers de avance
y reversa obtenidos en el inciso e, a los cuales
ademas se les agregdé una DNA polimerasa co-
mercial (Taq Polymerase). Previas pruebas de
temperatura de templado para cada gen, se so-
metieron las placas de 96 pozos a diferentes tem-
peraturas, por medio de un termociclador para
permitir las reacciones.

h) Pirosecuenciacion. Cada placa donde se realiz6
la PCR fue pretratada con esferas de sefarosa,
y asimismo se le adicioné el primer de secuen-
ciacion. Se prepararon duplicados de cada pla-
ca, los cuales fueron procesados por el equipo
Pyromark 96 MD (Qiagen, Valencia, CA, USA).
El pirosecuenciador, a través de una reaccion
que emite una seflal luminosa, nos da al final el
porcentaje de metilacion en la region de interés,
donde se ubican los repetidos citosina-guanina
(repetidos CG; Tost & Gut, 2007).

i) Analisis estadistico. Los resultados de metila-
cién entre duplicados fueron contrastados por
medio de la prueba de regresion lineal simple.
Se descartaron aquellos resultados donde se
obtuvo un coeficiente de relacién Pearson me-
nor a 0.3. Después de aplicar este criterio, al
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menos uno repetido CG fue analizado en 9 de
los 13 genes en los que se realiz6 la PCR. Para
determinar las diferencias de metilacién entre
grupos, tomando en cuenta si en las personas
que lo conformaron hubo diferencias en cuanto
a género, edad y habito de fumar, se disefi6 un
modelo de regresion lineal con covariables. Se
consideraron los resultados con diferencia esta-
disticamente significativa a aquéllos con un valor
de p menor a 0.05.

RESULTADOS

En la figura 1 se resumen los resultados de los niveles
individuales de los COV obtenidos en los diferentes lu-
gares de trabajo. Es importante mencionar que en las
tenerias sé6lo se midieron niveles de benceno, etilbence-
no y tolueno, de los cuales se encontraron mayores ni-
veles de tolueno en las tenerias en comparacion con el
control (p<0.001). El resto de los COV medidos en los
demas escenarios laborales se encontraron en mayo-
res concentraciones comparados con el grupo control,
a excepcion del benceno en trabajadores de la fabri-
ca de calzado de plastico (CP), lugar donde los valores
arrojaron cero absoluto. En cuanto a las diferencias
entre los lugares de trabajo, el tolueno fue mayor en
las tenerias con respecto a despachadores de gasolina
(DG) y CP. La metiletilcetona fue el compuesto que
se presentd con mayores niveles en CP, sin diferencia
significativa con trabajadores de la fabrica de calzado
de piel (ZP). Para ZP comparado con DG, el tolueno,
la acetona, metiletilcetona (MEK) y los xilenos fueron
mayores en la fabrica de calzado (p <0.001), mientras
que los niveles individuales de benceno y el metiletila-
cetato fueron mayores en la estaciéon de gasolina (p =
0.007/ p<0.001, respectivamente). Debido a los altos
niveles de n-hexano y otros compuestos, la escala de
la figura 1 no permite apreciar las diferencias entre
los niveles de benceno, por lo que éstos se muestran
por separado en la figura 2. En cuanto a los resultados
de metilacion gen-especifica, sélo fue posible obtener
resultados confiables (de acuerdo con el bajo valor del
coeficiente de correlacion de Pearson entre duplicados)
para 9 de los 13 genes para los que se realizé la piro-
secuenciacion-PCR. Los cuatro genes, cuya informa-
cion no fue analizada, fueron WRAP53, RADS51, pS3
y GSTM1. Al hacer el analisis de regresion lineal con
covariables se observaron mayores niveles de metila-
cion (p<0.05-0.001) para tres genes en los trabajado-
res de ZP: TNFa en el sitio de metilacion cuatro (figura
3), SOD1 en un sitio de metilacién (figura 4) y TOP2A
en un sitio de metilacion (figura 5). En el caso de los
trabajadores de DG, el promotor del gen de IL6 en su
sitio de metilacion nim. 2 presenté mayores niveles
de comparado con el grupo control (figura 6).
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Figura 1. Niveles promedio de exposicion en los diferentes lugares de trabajo de
los participantes

Los mayores niveles observados (p < 0.001) para cinco de los compuestos estu-
diados se detectaron en ZP.* Niveles mayores (p <0.001) con respecto a todos los
diferentes escenarios laborales y los controles; ** Niveles mayores (p <0.001) con
respecto a un escenario laboral y los controles; *** Niveles mayores (p < 0.001)
solo con respecto a los controles; **** Niveles mayores (p < 0.05) con respecto a
dos escenarios laborales y a los controles. Se muestran las medias de los valores
obtenidos + 2 errores estandares.

Fuente: Software SPSS version 17, después del andlisis estadistico respectivo de
los datos recolectados.
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Figura 2. Niveles promedio de exposicion a benceno en los diferentes lugares de
trabajo de los participantes.

*p <0.005** p<0.001 con respecto a DG. Se muestran las medias de los valores

obtenidos * 2 errores estandares...

Fuente: Software SPSS Software SPSS version 17, después del andlisis estadis-

tico respectivo de los datos recolectados.
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Figura 3. Metilacion en la posicion de metilacion nim.4 del promotor del gen TNFa.
El circulo indica el valor de la media aritmética y las barras dos veces el valor del
error estandar.” p < 0.05 con respecto a ZP.

Fuente: Software SPSS version 17, después del andlisis estadistico respectivo de
los datos recolectados.
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Figura 4. Metilacién en la posicion de metilacion nim.1 del promotor del gen SOD1.
El circulo indica el valor de la media aritmética y las barras dos veces el valor del
error estandar.* p <0.001 respecto a ZP.

Fuente: Software SPSS version 17, después del analisis estadistico respectivo de
los datos recolectados.
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Figura 5. Metilacion en la posicion de metilacion nim. 2 del promotor del gen
TOP2A. 1.

El circulo indica el valor de la media aritmética y las barras dos veces el valor del

error estandar.* p <0.05 con respecto a ZP.

Fuente: Software SPSS version 17, después del andlisis estadistico respectivo de

los datos recolectados.
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Figura 6. Metilacion en la posicion de metilacion nim. 2 del promotor del gen IL6.
El circulo indica el valor de la media aritmética y las barras dos veces el valor del
error estandar.” p < 0.05 con respecto a DG.

Fuente: Software SPSS versidn 17, después del analisis estadistico respectivo de
los datos recolectados.

DISCUSION

En este trabajo se observo que la mayor cantidad
de genes que mostraron hipermetilaciéon fueron los
correspondientes a los trabajadores de ZP, grupo de
personas expuestas a los mas altos niveles de has-
ta cinco COV. A la fecha, no hay datos referentes a
los efectos epigenéticos derivados de la exposicion
concurrente a mezclas de compuestos con potencial
téxico. Sin embargo, si podemos contrastar nuestros
resultados con respecto a lo que se ha publicado en
cuanto a la exposicién a un solo COV y sus efectos
sobre la metilacién del DNA: los trabajadores de DG
presentaron mayores niveles de exposicion a benceno
con respecto a todos los demas grupos de exposicion
(p < 0.005-0.001) (figura 3) y mostraron hipermeti-
lacion en el gen IL6, lo cual concuerda con la hiper-
metilacion observada para el gen pl5 en trabajadores
expuestos a benceno (Bollati et al., 2007), asi como
con la hipermetilacién en los genes pl6 (Xing et al.,
2012) y ERCCS3 (Xing et al., 2013) en trabajadores ex-
puestos al mismo compuesto. Cabe mencionar que los
estudios de metilaciéon al DNA mencionados anterior-
mente fueron realizados, al igual que en el presente
trabajo, en leucocitos de las personas expuestas. Por
otro lado, a la fecha no hay datos respecto al efecto de
la metilacién del DNA como resultado de la exposicion
Unica a acetona, etilbenceno, tolueno y metiletilceto-
na, los cuales presentaron altos niveles en los trabaja-
dores de ZP. Sin embargo, para n-hexano, compuesto
que present6 los mayores niveles de exposicion en este
escenario laboral, existen datos, en un modelo de ex-
posiciéon animal por inhalacién, que muestran que la
exposicion in utero a este compuesto en ratas causo
hipermetilacion de hasta cinco genes relacionados con
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vias apoptoticas y de sintesis de hormonas en la pro-
genie (Li et al., 2014), lo cual coincide en cierta medida
con nuestros resultados.

CONCLUSION

Los trabajadores de la fabrica de calzado de piel
presentaron hipermetilacion en la regiéon promotora
del DNA de leucocitos periféricos de genes relacio-
nados con inflamacién, estrés oxidativo y reparaciéon
del DNA, mientras que los despachadores de gasolina
sélo presentaron alteraciones en el gen IL6, relacio-
nado con la inflamacién y la respuesta inmune. Es-
tos cambios deben ser considerados como parte de
los signos preclinicos de alteraciones que ya se sabe
que son producto de la exposicion créonica a un sélo
COV, tales como la afectacion al sistema inmune (ge-
nes TNFa e IL6) y el desbalance oxidacién-reduccion
(estrés oxidativo, gen SOD1); al igual que con los po-
sibles efectos genotéxicos asociados a la exposicion a
un solo COV, o bien, a la mezcla de algunos de ellos
(gen TOP2A). Sin embargo, hacen falta mas estudios
para dilucidar si la hipermetilaciéon observada es debi-
da a una sinergia de efectos derivada de la exposicion
a la mezcla de compuestos, o bien, si es provocada
por la exposicion a niveles altos de uno solo de ellos,
como fue el caso del n-hexano para ZP y el benceno
para DG. Ademas, falta por investigar si este efecto
epigenético detectado en leucocitos es un reflejo de lo
que ocurre en otros tejidos como el cerebro, uno de los
principales 6rganos blanco para la toxicidad de mu-
chos de los COV.
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