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Resumen

En 2002, € petrolero Prestige se hundié vertiendo una gran cantidad de fuel que poco
después llego a las costas gallegas. En las tareas de limpieza del fuel colaboraron un gran
nlmero de personas que se expusieron a los compuestos quimicos potencialmente toxicos y
algunos, como € benceno, carcindégenos. En un estudio genotoxico realizado dos afios
después de la exposicion a fuel, por nuestro grupo (Prestige 1), se observé un incremento de
alteraciones cromosomicas estructurales en los individuos expuestos. Las conclusiones de
este estudio evidenciaron laimportancia de realizar un estudio de seguimiento de los mismos
individuos a mas largo plazo (Prestige I1), dada la asociacion existente entre aumento de
ateraciones cromosomicas y riesgo a desarrollar cancer. El objetivo principa de esta tesis
doctora es determinar s e efecto genotdxico detectado persiste transcurridos 4 afos del
estudio anterior. Para ello se han estudiado 105 pescadores gallegos expuestos (E) y no
expuestos (NE) al fuel. Ademés, 9 individuos se han incluido en un grupo especial de
cancer. Se han llevado a cabo cultivos convencionales de linfocitos de 72h en medio RPMI -
1640. En total se han analizado 11.651 metafases con tincion secuencial uniforme-bandas G
y 3.130 cariotipos para la deteccion de lesiones cromosdmicas y alteraciones cromosdmicas
estructurales, respectivamente. La frecuencia de lesiones cromosomicas observada es
similar en individuos expuestos y no expuestos en ambos estudios (Prestige | y Prestige 1),
indicando que las lesiones cromosdmicas ho son un buen biomarcador para andizar el efecto
del fuel, si este ya no esta presente. Se ha detectado una frecuencia elevada de ateraciones
cromosomicas estructurales en individuos E, indicando que € efecto genotdxico detectado
anteriormente aln persiste 4 afios después y que las células de la médula ésea podrian haber
sido afectadas por la exposicion a fuel. Asi mismo, la frecuencia de ateraciones
cromosomicas estructurales en individuos no expuestos era mayor que la observada en €
Prestige I, o que hace pensar gque dichos individuos han estado sometidos, durante estos
anos, a una exposicién indirecta al fuel de menor intensidad. Los individuos diagnosticados
de cancer presentan una frecuencia de alteraciones cromosdmicas estructurales similar a la
observada en individuos expuestos d fuel en Prestige Il. Estos datos muestran la necesidad
de hacer un seguimiento de los individuos gque estuvieron muy expuestos a fuel, con € fin
de detectar € cancer en etapas més tempranas. Los estudios de genotoxicidad del Prestige |
y Il son, hasta d momento, los Unicos que han analizado la exposiciéon aguda a fuel en un
elevado nimero de individuos muy seleccionados, amedio y largo plazo (2 y 6 afios después

de laexposicién).



Summary

In 2002 the oil tanker Prestige wrecked near the Spanish region of Galicia, in the
northwestern Atlantic coast of Spain. A big quantity of oil was spilt and reached the nearby
coast soon after. An important amount of people took part in the cleaning tasks of the fuel
and were therefore exposed to potentially toxic chemicals, some of them being carcinogens,
asit isthe case of benzene. A genotoxic study, carried out by our group (Prestige ) 2 years
after the exposure to the fuel, showed an increase in structural chromosome aberrations in
the exposed individuals. The conclusions from that study revealed the importance of
conducting a follow up study of the same individuals in a longer term period (Prestige 1),
due to the existing association between the increase of chromosome aberrations and the risk
of developing cancer. The main objective of this doctora thesis is to determine if the
genotoxic effect detected in these individuals persist four years after the previous study, by
analyzing 105 fishermen, exposed (E) and not exposed (NE) to the fuel. Furthermore, 9
individuals have been included in a specia cancer group. Conventional culturing of 72-hour
lymphocytes in RPMI-1640 medium was carried out. A total of 11.651 metaphases were
analysed sequentially stained, uniform- G-bands, and 3.130 karyotypes in order to detect
chromosome lesions (gaps and breaks) and structural chromosome aberrations respectively.
The observed frequency of chromosome lesions is similar in both groups exposed and not
exposed, in both studies (Prestige | and Prestige 1), indicating that chromosome lesions are
not a good biomarker to analyse the fuel effect, when the fuel is not longer present. An
elevated amount of structural chromosome aberrations has been detected in exposed
individuals, which indicates that the genotoxic effect previously observed still persists four
years later, and that the cells of the bone marrow could have been affected due to the
exposure to the fuel. Moreover, the frequency of structural chromosome aberrations in not
exposed individuals has been greater than observed in Prestige I, which makes us believe
that these individuals have undergone, during these years, a less intense and indirect
exposure to the fuel. The individuals diagnosed with cancer present afrequency in structural
chromosome aberrations similar to the observed in individuals exposed to the fuel in Prestige
I1. Such data proves the need for following up of the most exposed individuals, aiming to
detect cancer in the initial stages. The genotoxic studies in Prestige | and |1 are, so far, the
only studies that have analysed the acute exposure to the fuel in an important quantity of
well chosen individuals, in a medium and long-term period (2 and 6 years after the

exposure).



Abreviaturas

Ace Fragmento acéntrico

Apc Afidicolina

CA Alteraciones cromosomicas
CCD Charge coupled device

Chr Cromosoma

Chsb Rotura de cromosoma

Chsg Gap de cromosoma

Cht Crométide

Chtb Rotura de crométide

Chtg Gap de cromatide

Ccov Compuestos organicos volétiles
CMML L eucemia mielomonocitica cronica
CNV Copy number variance

Ccov Compuestos organicos vol étiles
Cyt-B CytocalacinaB

Del Delecion

DS Duplicaciones segmentarias
DSB Double strand break

E Expuestos

EPA Environmental protection agency
FS Lugar fragil

FSM Fragile site multinomial method

GEE Ecuaciones de estimacion generalizada



HAPs Hidrocarburos arométicos policiclicos

IARC International Agency for Research on Cancer
IC Interval de confiaca

ISCN International Standing Comité on Human Cytogenetic Nomenclatura
LCR Low copy repeat (duplicaciones segmentarias)
LLA Leucemialinfoblastica aguda

LMA Leucemia mieloide aguda

LMC Leucemia mieloide cronica

LNH Linfoma no-Hodgkin

LRB Longitud relativa de bandas

SP Sangre periférica

SCE Sister chromatid exchange

Mar Cromosoma marcador

MM Micronucleos

MO Medula 6sea

NE No expuestos

OR Oddsratio

R Ring (anillo)

Rob Robertsoniana

SEPAR Sociedad Espariola de Neumologia cirugia Torécica
SSB Single strand break

T Translocacion

V Voluntarios
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1. Introduccion






Introduccién

1.1. Complgidad del Genoma Humano

El genoma humano esta constituido por unos 3000 millones de pares de nuclebtidos,
digtribuidos en 24 cromosomas diferentes que contienen aproximadamente 23000 genes.
Ademés de los genes, € genoma posee regiones espaciadoras, regiones reguladoras, restos
de genes antiguamente funcionales y secuencias con funciones todavia desconocidas.

La variacion genética del genoma humano abarca desde cambios de un solo nuclettido hasta
grandes alteraciones a nivel cromosdmico detectables a microscopio Optico. La variabilidad
genémica incluye variaciones en la secuencia del DNA vy diferencias tanto estructurales
como cuantitativas (Fig. 1) (Gonzaga-Jauregui et al., 2012).
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Figura 1. Diferentes clases de variabilidad genémica: Cambios en un solo
nucledtido, insercion-delecion de uno o més nucledtidos, sustituciones en
bloques, inversiones, variaciones en € nimero de copias (CNV) (Frazer et al.,
2009).

En los ultimos afios, € estudio del genoma humana ha puesto de manifiesto que la
variabilidad gendmica es més el resultado de variaciones estructurales, es decir cambios de
posicion y orientacion de secuencias de DNA, que de cambios puntuales de nucledtidos. La
variabilidad cuantitativa del genoma conocida como variaciones en e nimero de copias
(CNV, copy number variants) (duplicaciones y deleciones) aporta gran parte del
polimorfismo gendmico. Se estima que cada individuo tiene aproximadamente 1000 CNV
polimorficas que varian en tamafio de 500 bp a 1.2 Mb (Alkan et al., 2011; Cooper €t al.,
2011; Gonzaga-Jauregio et al., 2012.). La distribucion de las CNVs en € genoma no es
uniforme, acumulandose en los llamados “puntos calientes”, situados en las regiones
teloméricas, centroméricas y ricas en genes (Cooper et al., 2007). En células cancerosas se
ha observado una mayor frecuencia de CNV, lo que sugiere que, en este tipo de céulas,

existe una alta tasa de mutacién de novo (Arlt et al., 2012).



Introduccién

Dentro de la variabilidad cuantitativa del genoma encontramos un tipo especifico de
duplicaciones, conocidas como duplicaciones segmentarias (DS) 6 low copy repeat (LCRS).
Estas duplicaciones corresponden a fragmentos de DNA con un tamafio >1 kb que
comparten un elevado grado de homologia (>90%) presentes, como minimo, dos veces en €
genoma haploide y separados por >1Mb (Bailey et al., 2002). Es importante destacar la
existencia de una fuerte asociacion entre lalocalizacién de las DSy regiones de inestabilidad
cromosomica (Sharp et al., 2005; Puliti et al., 2010). Asi pues, € conocimiento de los
mecani Smos que originan las variaciones estructurales contribuye a predecir las regiones mas
inestables y susceptibles a sufrir reorganizaciones cromosdmicas. EStos mecanismos son
comunes a los que originan alteraciones cromosomicas estructurales que afectan a regiones

cromosomicas de mayor tamafio (3-5Mb) visibles a micrascopio 6ptico (Gu et al., 2008).

1.2. Inestabilidad gendmica

Conservar la estabilidad del genomaalo largo del tiempo es sumamente dificil puesto que €l
genoma constantemente se encuentra sometido a la accion de diferentes factores, externos e
internos, que afectan su integridad (Fig. 2). Las roturas més frecuentes del DNA causadas
por estos factores son las de doble cadena (double stranded breaks, DSB) que constituyen
una de las formas mas citotdxicas, dado que son el origen de reorgani zaciones cromosomicas

que pueden comprometer laviabilidad celular (Finn et al., 2011).

Agentestoxicos;

Factores a_mpllentaja; Factores dietéticos;
Radiacion

Alcohol, cafeina

Factoresinternos;
Factor es médicos; Productosreactivos
Quimioterapia de metabolitos

Figura 2. Factores externos o internos que afectan laintegridad del genoma
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Entre los factores externos encontramos factores ambientaes (radiacion ultravioleta o
agentes téxicos como € humo del tabaco), tratamientos médicos (radiografias,
quimioterapia), factores dietéticos (ingesta de bebidas alcohdlicas o cafeind) y ateraciones
de sefidles que llegan a la propia célula (presencia o ausencia de moléculas extracelulares y
de interaccion entre células). Dentro de los factores internos destacan los errores en la
replicacion o reparacion del DNA y la aparicion de subproductos toxicos del metabolismo
celular, como el oxigeno reactivo.

La capacidad de reparar el dafio en e DNA es crucial parala supervivenciade lacélulay €
mantenimiento de la estabilidad gendémica, ya que puede producir patologias incluyendo €
cancer. De hecho, pacientes con deficiencia de algin mecanismo de reparacién del DNA
tienen un riesgo mucho mas elevado de padecer cancer, como es el caso de pacientes con €l
sindrome de Bloom, anemia de Fanconi, ataxia telangiectasia 6 xeroderma pigmentosum
(Miller y Therman, 2001; Au et al., 2010). Las céulas, para evitar €l dafio en d DNA, han
desarrollado diversos mecanismos como la detencion transitoria del ciclo celular, la
activacion de diferentes genes relacionados con reparacion del DNA o la apoptosis, si €

dafo en el DNA esirreparable.

1.2.1. Puntos calientes susceptiblesaroturas

En e genoma, las regiones conocidas como “puntos caientes” o hotspots, son méas
susceptibles a padecer roturas, dando lugar ainestabilidad genémicay variabilidad genética.
Diversos estudios han puesto de manifiesto que la exposicion a sustancias genotdxicas
producen roturas y reorganizaciones que se acumulan en estos lugares (Lukusa y Fyns,
2008). A nivel molecular, los hotspots se localizan preferentemente en regiones de
cromatina con una estructura de configuracion abierta DNasal-hiperactivas. Sin embargo no
todos los lugares sensibles a la DNasa | son hotspots evidenciando la complejidad de estos
lugares.

Béasicamente, existen dos tipos de hotspots. lugares fragiles cromosdémicos (LF) y puntos
calientes de recombinacion meidtica. Los LF se conocen desde hace mas de 40 afios y se
describen en e apartado siguiente. Los puntos calientes de recombinacién meidtica, son
lugares en los que se producen roturas de doble cadena que facilitan la recombinacion
durante la meiosis, fomentando la variabilidad genética de la especie (Khil y Camerini-
Otero, 2010; Wahls et al., 2011).
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Lugares fragiles cromosdémicos

Los LF se definen como regiones especificas del genoma (del orden de megabases) que se
expresan como gaps o roturas en condiciones de estrés de replicacion (Sutherland, 1979;
HGM11, 1999). Se dividen en dos grupos basados en la frecuencia en la poblacion, los LF
raros (r-fra) que estan presentes en menos del 5% de la poblacion y los LF comunes (c-fra),
gue estan presentes en todos los individuos (Sutherland y Richards, 1999). En e genoma
humano se han descrito 118 LF, siendo 31 r-fray 87-c-fra (HGM11, 1999). Los LF se
clasifican segin e agente inductor requerido para su expresion in vitro, los cuales provocan
inhibicion parcial de lareplicacion. Lamayoria (77 %) de los r-fra se expresan en ausencia
de é&cido fdlico mientras que la mayoria de los c-fralo hacen en presencia de afidicolina (un
inhibidor de la DNA polimerasa o y B). Recientemente, Mrasek et al. (2010) han propuesto
52 nuevos FS sugiriendo que, dado que todos los LF (c-fra y r-fra) pueden inducirse con
afidicolina, seria mas apropiado clasificarlos segin su frecuencia de expresion y no por €l
modo de induccidon como actual mente se definen. Las principal es diferencias entre los c-fray

r-fra se muestran en la Figura 3.

Lugaresfrégilesraros Lugaresfrégiles comunes
r-fra c-fra

Presentesen < 5% dela Presentes en todos los
poblacién individuos
Se inducen mayoritariamente Se inducen mayoritariamente
en ausencia de acido fdlico con &fidicolina
Secuencias formadas por Secuenciasricasen AT no
repeticiones di o tri repetitivas
nucledtidos, el mas comin
(CGG)n
Region del LF hipermetilada Formacion de estructuras
lo que puede provocar secundarias enlaregiéndel LF

silenciamiento de genes gue retrasan o dificultan la
\\ replicacion /

Figura 3. Principales diferencias entre lugares frégiles cromosdmicos raros y comunes.
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Hasta ahora solo una pequefia parte de los LF se han caracterizado a nivel molecular (9 r-fra
y 24 c-fra). Los r-fra presentan secuencias caracteristicas formadas por repeticiones de di o
trinucledtidos, siendo el més comun el trinucledtido (CGG)n. Los c-fra presentan secuencias
ricas en AT no repetidas y, a igua que los r-fra, presentan replicacion tardia. Esta ultima
caracteristica afecta la dindmica de replicaciéon y disminuye la eficacia en el ensamblgje de
nucleosomas, originando defectos de condensacion cromosdémica (Glover, 2006). Los
programas informéticos FlexStab y Mfold (Mishmar et al., 1998; Zucer, 2003) han permitido
medir la variacion del angulo de giro entre los nucledtidos del DNA, identificando regiones
de dta flexibilidad, normalmente llamados picos de flexibilidad (flexibility peaks).
Recientemente, Arlt et al. (2006) han observado que los picos de flexibilidad tienen méas
tendencia a formar estructuras secundarias, retrasando o dificultando la replicacién de DNA
en estas regiones.

Los LF son secuencias altamente conservadas a lo largo de la evolucion evidenciando que
tienen una funcién importante, ain desconocida. Mas de la mitad de los 186 genes que
codifican para microRNA estan localizados en bandas donde se ubican LF con una
incidencia 9 veces mayor que en bandas sin LF (Calin et al., 2004; Lagana et al., 2010). Los
microRNAs desempefian un papel importante en la célula como reguladores de genes
supresores de tumores y de genes que regulan la apoptosis y proliferacion celular. LosLFy
los genes que codifican para microRNAS tienen en comin e ser lugares de integracién
virica, como por g.emplo e HPV (Human papilloma virus) (Durkin y Glover, 2007; Lukusa
y Fryns, 2008; Dillon et al., 2010; Debatisse et al., 2012).

Helmrich et al. (2006) han observado la existencia de una correlacion entre e nivel de
transcripcion de un gen'y el nivel de inestabilidad del lugar correspondiente. Estos mismos
autores han sugerido que la transcripcion de genes grandes interfiere con la replicacion del
DNA porque se forman hibridos entre e DNA y RNA (R-loops), aumentando la
inestabilidad en regiones con LF (Helmrich et al., 2011). La presencia de inestabilidad
gendmica con frecuencia se asocia a trastornos patol 6gicos, envejecimiento prematuro y ala
predisposicion a diversos tipos de cancer.

Los LF, a ser regiones atamente inestables, predisponen a la aparicion de ateraciones
cromosomicas estructurales, y en €l caso de que sean desequilibradas podrian transformar la
célula en cancerosa si queda afectada la funcion de un oncogén ¢ un gen supresor de tumor
(Sutherland y Richards, 1999; Pollack, 2006).
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1.3. Lesionesy alteraciones cromosomicas estructurales

Las roturas cromosomicas son relativamente frecuentes en la especie humana,
concentrandose en determinadas regiones cromosdmicas 0 hotspots. La mayoria de estas
roturas son reparadas correctamente, pero algunas originan una amplia variedad de lesionesy
alteraciones cromosdmicas.

Las roturas cromosomicas pueden producirse en cualquier fase del ciclo celular. Si larotura
se origina durante lafase pre-S 6 G1 del ciclo celular, y no sereparaen lafase S, se observa
en ambas crométides, dando lugar en la siguiente metafase a una rotura de cromosoma
(chsh). Si e fragmento roto no se desplaza respecto a la crométide original se produce un
gap de cromosoma (regiéon no tefiida menor que e ancho de la crométide) (chsg). En
cambio, si larotura ocurre en el periodo post-S 0 G2, se hace visible en una Unica crométide
dando lugar a una rotura de crométide (chtb) o un gap de cromatide (chtg), dependiendo s
hay desplazamiento o no. Estos cuatro tipos de roturas no reparadas se denominan lesiones

cromosomicas (Fig.4) y se observan fécilmente en los cromosomas mediante tincion

uniforme.

Lesién Tipo crométide Tipo cromosoma

Rotura durante lafase post_ So G2 Rotura durante lafase pre-So G1
Gap  Fragmento alineado Fragmentos alineados

Nomenclatura: chtg Nomenclatura: chsg
Rotura durante lafase post-S 0 G2 Rotura durante lafase pre-S o G1

Rotura  Fragmento no aineado Fragmento no alineado
Nomenclatura: chtb Nomenclatura: chsb

Figura 4. Tiposy principales caracteristicas de las |esiones cromosdémicas

Las roturas cromosomicas que dan lugar a la pérdida o a la reorganizacion de fragmentos
cromosomicos producen alteraciones cromosomicas. Cuando |as roturas no son reparadas se
producen fragmentos acéntricos que terminan perdiéndose en las sucesivas divisiones dado
que carecen de centromero. Si las roturas se reparan erroneamente, los fragmentos
cromosomicos liberados por las roturas pueden intercambiarse con otros fragmentos,
insertarse en otro cromosoma o invertir su orientacion, dependiendo del nimero y lugar
cromosomico de las roturas. En la Figura 5 se resumen |os principales tipos de alteraciones
cromosomicas estructurales intracromosdmicas (roturas en un Unico cromosoma) e

intercromosomicas (roturas en dos 0 mas cromosomas).
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Figura 5. Principales tipos de alteraciones cromosdmicas estructurales

Los mecanismos moleculares implicados en la formacion de ateraciones cromosomicas
estructurales son la recombinacion homéloga no aélica (NAHR, non allelic homologous
recombination,) y la fusion de extremos no homologos (NHEJ, non homologous end
joining). Recientemente, se ha descrito un nuevo mecanismo, denominado FoSTeS (Fork
Salling and Template Saitching) que permite explicar reorganizaciones complgas (Gu et
al., 2008; Hasting et al., 2009)

El mecanismo NAHR se produce cuando hay un intercambio de secuencias no aélicas que
comparten un elevado grado de homologia, 95-97% (como por gemplo las DS antes
mencionadas). Varios estudios han demostrado que las regiones flanqueadas por DS son
puntos especialmente sensibles a la actuacion del mecanismo de NAHR, lo que indica que la
presencia de DS predispone a la aparicion de reorganizaciones cromosomicas, duplicaciones
y deleciones. Si las dos secuencias homologas son adyacentes y tienen la misma orientacion

dan lugar a duplicacion y delecion. Si, por € contrario, las secuencias homologas estan
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situadas en cromosomas no homdlogos, la recombinacion no aélica resulta en una
translocacion (Fig. 6). EI mecanismo NHEJ es basicamente de reparacion de roturas de

doble cadena en zonas sin homol ogia

1.4. Alteraciones cromosdémicas como biomar cador de genotoxicidad

El término “biomarcador o indicadores bioldgicos” incluye, en sentido amplio, cualquier
pardmetro gue se pueda medir y que reflgje una interaccion entre un sistema biolégico y un
agente toxico. Los biomarcadores pueden medirse a nivel molecular, bioquimico o celular
(tanto en poblaciones de habitats contaminados como en organismos expuestos a sustancias
téxicas) y permiten evaluar la magnitud de la respuesta del organismo a contaminante
(McCarthy y Shugart, 1990). Los biomarcadores, ademas de servir para estudiar relaciones
causa-efecto, contribuyen a conocer el metabolismo en el que actian los agentes
contaminantes. Los biomarcadores (biomarcadores de exposicion) indican e dafio
producido por la exposicion (biomarcadores de primeros efectos biol6gicos y biomarcadores
deriesgo paralasaud) (Fig. 7).

Susceptibilidad individual i
— b
Exposicitn oandtica o adoukrids Patologia
Desisinterna | | Dosis bickogica - Primeros efecios Alleraciin en
efectiva biclogicos funcion/estructura
Cambios Aductos DMA Cambios Mutaciones en celulas
melabolicos Dafio en DNAS citogenéticos PG CErCrSaN s
Reparacion DA sistema inmune
Biomarcadores de exposicion

Blomarcadores de efeclo lemprano

Figura 7. Esguema de los diferentes tipos de biomarcadores.
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Mecanismo de recombinacién homdloga no alélica (NAHR)
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Figura 6. Origen de algunos tipos dteraciones cromosdmicas estructurales
mediante € mecanismo de recombinacion homologa no aélica (NAHR) y de
fusion de extremos no homdélogos (NHEJ) (Imagen modificada de Mateucaet al .,
2006).
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Se ha definido un nuevo biomarcador, conocido como biomarcador de susceptibilidad, que
muestran la capacidad/defecto, heredado o adquirido, de un organismo para enfrentarse a la
exposicion a sustancias téxicas. Un gemplo de este tipo de biomarcadores son
polimorfismos en genes responsables del metabolismo de sustancias tdxicas, como los genes
de la superfamilia de glutation S-transferasa (GSTs) y los genes involucrados en la
reparacion de DNA (Suspiroy Prista, 2011).

Entre los biomarcadores de exposicion encontramos, entre otros, la identificacion y
cuantificacién de metabolitos especificos en fluidos corporaes, derivados de los agentes
quimicos de la exposicion. Los mutagenos de exposicion pueden actuar de manera directa o
indirecta en el DNA. Pueden unirse a proteinas responsables de la integridad genémica
como, por gjemplo, enzimas de reparacion y proteinas responsables de controlar € ciclo
celular, provocar cambios de metilacion del DNA o modificacion de histonas. La
modificacion de histonas (acetilacion y desacetilacion) tiene un papel importante en la
integridad gendmica a descondensar la cromatina facilitando que se puedan producir roturas
en e DNA (Jiang et al., 2009)

L os biomarcadores de genotoxicidad miden el dafio producido por la exposiciéon y permiten
evaluar €l dafio originado en el materia hereditario. En citogenética, los biomarcadores mas
estudiados son |os intercambios de crométides hermanas (SCE), los microntcleos (MN) y las
alteraciones cromosomicas. Los SCE son intercambios de fragmentos iguales de material
genético entre dos cromatides hermanas. Las células expuestas a agentes genotoxicos
muestran un incremento notable de estos intercambios. Sin embargo, no se ha podido
establecer una asociacion directa entre un aumento de estos intercambios y un mayor riesgo
de padecer cancer (Norpa et al., 2006; Garcia-Sagredo, 2008). Los MN se forman cuando
las roturas cromosdmicas no reparadas originan grandes fragmentos que quedan excluidos
del nucleo durante ladivision celular. Dada la similitud de los mecanismos de formacion de
MN y de alteraciones cromosomicas, cabe esperar que un aumento de MN aumente e riesgo
a padecer cancer, aunque de momento esa asociacion no es tan evidente como en el caso de
las alteraciones cromosomicas (Hagmar et al., 1998).

Las ateraciones cromosdmicas son un buen biomarcador de primeros efectos biol6gicos
debido a que se ha demostrado que casi todas las substancias ambiental es tdxicas inducen un
aumento de este tipo de alteraciones. Constituyen también un biomarcador de riesgo parala
salud, debido a que existe una asociacion entre un aumento del riesgo a padecer cancer con
un mayor nimero alteraciones cromosomicas (Au et al., 2006 y 2010). Desde hace més de

30 afios es conocida la relacion entre exposicion a agentes cancerigenos y apariciéon de
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alteraciones cromosomicas (Schinzel y Schmid, 1976). Sin embargo, se necesitaron veinte
afos més para confirmar que e aumento de ateraciones cromosomicas en linfocitos se
asociaba a un mayor riesgo de desarrollar cancer (Brogger et al., 1990; Hagmar et al., 1994;
Bonass et al., 1995; Hagmar et al., 1998). Actualmente son muchos los estudios que
confirman esta asociacion por |o que se considera que las ateraciones cromosdmicas son €
mejor biomarcador para estimar €l riesgo a cancer. Aungue las ateraciones cromosdmicas
son biomarcador excelente, presenta e inconveniente, respecto a otros biomarcadores, de
requerir mucho trabajo de personal altamente especializado. Por estarazén, generalmente se
utilizan otros biomarcadores en estudios de genotoxicidad (Liou et al., 1999; Smerhovsky et
al., 2001; Zhang et al., 2002; Hagmar et al., 2004; Rossner et al., 2005; Au, 2006; Mateuca
et al., 2006; Norpaet al., 2006; Boffetta et al., 2006; Bonass et al., 2008).

Al utilizar las ateraciones cromosomicas como biomarcador se detectan grandes variaciones
de expresiéon entre individuos expuestos a un mismo mutageno en condiciones similares
evidenciando que unos individuos son susceptibles a la exposicion mientras otros son
resistentes. Los factores que contribuyen a estas diferencias son muy variados y pueden ser
adquiridos o genéticos. Los factores adquiridos son los que van actuando a lo largo de la
vida del individuo (por gjemplo, habitos de nutricion, tabaco, infecciones y edad), mientras
gue los genéticos se heredan y consisten fundamentalmente en variaciones genéticas que
afectan d metabolismo quimico y reparacion del DNA. Hoy en dia se conocen genes con
polimorfismos implicados en el desarrollo de céncer, evidenciando la existencia de
susceptibilidades diferentes a padecer cancer entre individuos (Au, 2006). Asi losindividuos
heterocigotos para e gen BRCAL tienen un riesgo del 80% a desarrollar cancer durante su
viday los pacientes con xeroderma pigmentosum con la mutacion en el gen XP desarrollan
cancer de piel en mas del 90% de los casos. Se haintentado establecer una asociacion entre
estos genes polimérficos (principamente los implicados en e metabolismos de agentes
téxicos) y el aumento de alteraciones cromosdmicas o desarrollo de cancer. De momento, no
se ha llegado a ninguna conclusién, porque existen discrepancias entre los diferentes
estudios. (Saarikoski et al., 1998; Pavanello y Confero, 2000; Auy Salama, 2005; Matullo et
al., 2006; Perez-Cadahia et al., 2008; Rossi et al., 2009).

1.5. Agentes quimicos genotdxicos

L os agentes toxicos son elementos o compuestos quimicos que, absorbidos por € organismo,

son capaces de producir dafio en la salud, incluso a bajas dosis, temporal, permanente e
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incluso mortal. Los agentes genotoxicos son agentes toxicos capaces de producir algun tipo
de ateracidn en el material genético 0 en sus componentes asociados. Bgjo este término se
incluyen los agentes que interaccionan, tanto directa como indirectamente, con e DNA
provocando mutaciones, interfiriendo en procesos enziméticos de reparacion del DNA y en
la sintesis de proteinas involucradas en la segregacion cromosdmica.  Algunos de estos
agentes son carcindgenos porque a actuar en los tejidos producen cancer mientras que 1os
agentes cancerigenos “pueden” causar o predisponer al cancer.

La agencia de proteccion ambiental (Environmental Protection Agency, EPA) considera que,
las cinco sustancias mas toxicas para la salud humana y € medio ambiente son: arsénico,
plomo, mercurio, cloruro de vinilo y bifenilos policlorados.

Dentro de los agentes toxicos, se encuentrala exposicion crénica o accidental al fuel. El fuel
es una mezcla compleja de compuestos organicos, de los cuales, l1os méas peligrosos para la
salud son: compuestos organicos volatiles (COV), hidrocarburos arométicos policiclicos
(HAP) y metal es pesados.

Compuestos organicos volatiles: benceno

Algunos COV se pueden clasificar segin la IARC (International Agency for Research on
Cancer) por su toxicidad dentro del Grupo 1, es decir, son carcinGgenos en humanos, como
es el caso del benceno.

El benceno y sus metabolitos son genotoxicos y frecuentemente causan dafio cromosdmico
dando lugar a roturas de DNA y SCE en linfocitos y en células de la medula 6sea (Aksoy,
1989; Holeckova et al., 2004; Araljjo et al., 2010; Smith, 2010). El 98% del benceno
producido proviene de la industria de fuel y refinerias, por o que los lugares donde los
humanos se exponen mas a benceno son fabricas, refinerias y entorno industrial (Zhang et
al., 2002). También existen fuentes naturales de benceno, como emisiones de volcanes,
incendios de bosgues. El humo del tabaco se considera, hoy dia, como lafuente principal de
exposicion a benceno en personas fumadoras.

Una exposicion a altos niveles de benceno puede tener consecuencias graves, incluyendo la
muerte. Existe una a asociacion entre exposiciéon a benceno y € desarrollo a neoplasias
hematol égicas, existiendo, sin embargo, una susceptibilidad individual (Barregard et al.,
2009; Zhang et al., 2011; Marchetti et al., 2012).
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Los hidrocarburos aromaticos policiclicos

Segun la IARC, los HAPs estén clasificados dentro del Grupo 2, como posible o probables
carcindgenos en humanos. Estos componentes son contaminantes comunes en las grandes
ciudades, en ambientes industriales y en el humo de tabaco. Se han caracterizado centenares
de HAPs pero el més conocido es e benzo(a)pireno (BP), que es especia mente importante
en los estudios genotoxicos por su poder mutagénico y por generar roturas de DNA através
de radicales libres. En general, los BP tienen una gran afinidad para unirse a centro
nucleofilico de macromoléculas como RNA y DNA formando enlaces covaentes y aductos
de DNA, un paso importante en la carcinogénesis (Boffetta et al., 1997). Se han descrito
efectos genotdxicos del BP asociado principalmente a un incremento de MN y alteraciones
cromosomicas (Pavandlo et al., 2008; Orjuelaet al., 2010).

Metal es pesados

Los metales pesados tienen tendencia a acumularse en ciertos tegjidos del cuerpo humano y
pueden ser muy téxicos, incluso a exposiciones muy bajas (Waalkers et al., 2003). Segin la
IARC, @ auminio, cadmio y niquel estan clasificados en e Grupo 1 como carcinégenos
humanos, mientras que e plomo estd catadlogado dentro del Grupo 2 como posible
carcindgeno. Los metales pesados més abundantes en el fuel son el cadmio y e plomo.

El cadmio afectaalas células del organismo de multiples formas: alterando la progresion del
ciclo celular, la proliferacion y diferenciacion celular, asi como la apoptosis. También
interviene inhibiendo la sintesis y la reparacion de DNA, aumenta el estrés oxidativo
causando dafio en e DNA y produciendo silenciamiento de genes (ateraciones
epigenéticas). Se ha descrito que produce un incremento de SCE y alteraciones
cromosomicas (Abrahim et al., 2011). Dado los mdltiples caminos donde pueda actuar es
muy dificil conocer €l papel que desempefia en la carcinogénesis.

El plomo actla indirectamente sobre e DNA, afectando la estabilidad de la cromatina o
interactuando con los mecanismos de reparacion de DNA. Sin embargo, no esta claro su
implicacion en la aparicion de alteraciones cromosomicas (Garcia-Leston et al., 2012).

El Zinc es un metal pesado que tiene efectos positivos d inhibir la accién del cadmio y
plomo (Khlifi, 2010). Estudios recientes han revelado que los metales pesados, como
mercurio y seleno, pueden aterar é funcionamiento de determinados genes, a través de
mecanismos epigenéticos, como la metilacion de DNA y modificacion de histonas (Arai et
al., 2011).
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1.6. La catastrofe del petrolero Prestige

En noviembre de 2002, el petrolero Prestige se encontraba navegando a unos 50 km de la
costa Fisterra (Gdlicia), en medio de un temporal, cuando sufrié un problema estructural
grave que provocO el vertido de grandes cantidades del fuel. Las autoridades portuarias,
viendo e grave riesgo de contaminacion, intentaron algar e barco de la costa pero, tras
varios dias de maniobras, € petrolero se partié en dos 'y acab6 hundido a unos 250 km de la
costa gallega. La Figura 8 muestra el desplazamiento del petrolero desde que se produjo la

averia hasta el hundimiento.
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Figura 8. Imagen de satélite que muestra la mancha del fuel vy e
desplazamiento del petrolero Prestige averiado (arriba). El buque justo antes
de su hundimiento (abgjo).

16



Introduccién

El buque transportaba 77.000 toneladas de fuel y durante el trayecto que realizo averiado
vertio a mar mas de 20.000 toneladas. Después del naufragio continud saliendo fuel
originando un vertido adicional de 40.000 toneladas. Gran parte de este fud 1lego, durante
las siguientes semanas, alas costas de Galicia, Asturias, Cantabriay Pais Vasco, provocando
la mayor catéstrofe ecolégica de Espaia (Albaiges et al., 2006;
http://marenostrum.org/ecol ogia/medio_ambiente/prestige/). En total, se calcula que llego a

las costas unas 63.000 toneladas de fuel, afectando a més que 1000 km de costa gallega.

El petrolero Prestige transportaba fuel pesado caracterizado por tener una elevada densidad,
ata viscosidad, ato contenido de azufre (4%) y por su poca tendencia a evaporarse y
dispersarse formando emulsiones estables en € agua. Los andlisis de los componentes del
fuel (Bosch, 2003; Rodriguez-Trigo et al., 2007) mostraron la presencia en un 50%
hidrocarburos aromaticos, 22% hidrocarburos saturados, 28% resinas y asfaltanos y altos
contenidos de metal es pesados (cadmio, plomo y niquel).

La contaminacion de fuel fue amplia pero heterogénea debido a las caracteristicas
geogréficas de la costa, las condiciones climéticas y |os corrientes marinas, af ectando mucho
aunas zonas, como Fisterray Muxia, y poco a otras, como Noiay Vilagarcia de Arousa.
Poco después del accidente se empezaron a organizar las tareas de limpieza del fuel. Desde
el primer momento, los pescadores y sus familias participaron activamente en las tareas, pero
sin equipos de proteccién adecuados (Fig.9).

Progresivamente, se fueron incorporando voluntarios de todas las regiones y de muchos
paisesy, finalmente profesionales y militares. Realmente, fue un gran movimiento solidario

ya que se calcula que participaron més que 300.000 personas en las |abores de limpieza.

1.7. Efectoen lasalud dela exposicion al fuel vertido

Los efectos adversos de los vertidos del fuel sobre la flora y fauna han sido extensamente
estudiados. Sin embargo |os estudios sobre |os efectos en la salud son escasos y la mayoria
se centran en la aparicion de efectos agudos y sintomas fisiol 6gi cos.

Desde 1967 se dispone de una base de datos que contiene informacion sobre estos vertidos
(cantidad y tipo de fuel), causa del accidente y la ubicacion del petrolero implicado

(http://www.itopf.com). De todos €ellos, destacan ocho accidentes de petroleros, ocurridos

entre 1989 y 2007, por sus grandes vertidos de fuel.
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Figura 9. Pescadores limpiando fuel sin ningUn tipo de proteccién

También podriamos incluir en este tipo de accidentes |os ocurridos en plataformas petroleras
como ladel Golfo de Mégjico por producir exposiciones agudas de grandes cantidades de fuel
(Goldstein et al., 2011) (Tabla 1).

De todos estos vertidos, se dispone informacion detalada sobre los sintomas fisicos
producidos, como irritacion de ojos, cefaleas, irritacion garganta, dificultades respiratorias,
nauseas y vomitos y trastornos como ansiedad y depresion (revisado por Monyarch, 2010).
En el caso del Prestige destacan los trabaj os publicados sobre las consecuencias parala salud
de la exposicion d fuel de Suarez et al. (2005), Albaiges, (2006), Carrasco et al. (2006 y
2007); Rodriguez-Trigo et al. (2007); Zock et al. (2007); Sabudeco et al.(2009).
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Tabla 1. Grandes vertidos de fuel ordenados por afios

Vertidos Ao Pais Cantidad defud (t)

Petrolero
Exxon Valdez 1989 Alaska (EE.UU) 37000
MV Braer 1993 Reino Unido 85000
Sea Empress 1996 Reino Unido 72000
Nakhodka 1997 Japdn >6000
Erica 1999 Francia 20000
Prestige 2002 Espaia 63000
Tasman Spirit 2003 Pakistan 37000
Hebei Spirit 2007 Corea 10500

Plataforma

Deepwater Horizon 2010 Golfo de Mgjico (EE.UV) 779000

Es interesante destacar que en el caso por €l accidente de la plataforma petrolera del golfo de
Méjico, Deepwater Horizon, €l Instituto Nacional de Ciencias Ambientales y de la Salud de
USA estan realizando un estudio en 55000 individuos y contemplan realizar un estudio de
seguimiento alos 5 afios (Schmidt, 2011; http://nihgulfstudy.org).

A diferencia de los estudios relacionados con la salud, son muy escasos los estudios
genotdxicos en este tipo de exposiciones. Antes del accidente del Prestige, sdlo se habian
publicado dos trabgjos dirigidos a estudiar los efectos genotdxicos de la exposicion a fuel,
analizando SCEs y alteraciones cromosdmicas (Clare et al., 1984) y aductos de DNA (Cole
et al., 1997). Solo en e trabgjo de Clare et al. (1984) se describe dafio genotoxico en los
individuos expuestos a fuel.

El elevado nimero de estudios genotoxicos realizados como consecuencia de la catastrofe
del Prestige se explica por su gran interés cientifico y social (altos contenidos de substancias
téxicas en del fuel y gran cantidad de voluntarios que participaron en las labores de limpieza
muchos de elos sin medidas de proteccion). Las consecuencias genotoxicas de la
exposicion al fuel vertido por e Prestige fueron realizados por dos grupos espafioles. uno de
laUniversidad de A Coruiay €l otro en la Universidad Auténoma de Barcelona.

L os estudios genotoxicos realizados por € grupo de A Corufia determinaron la concentracion
de componentes organicos volétiles en el ambiente y la concentracion de metal es pesados en
sangre de los individuos durante las labores de limpieza, analizaron diferentes biomarcadores
(SCE, micronucleos, ensayo cometa). Ademas determinaron la toxicidad a nivel endocrino

midiendo las concentraciones en plasma de prolactina y de cortisol y estudiaron los
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polimorfismos de los genes implicados en e metabolismo enzimas (CYP1A1, CYP1B1,
EPHX1) y en lareparacion de DNA (Laffon et al., 2006; Perez-Cadahia et al., 2006; Perez-
Cadahia et al.,2007; Perez-Cadahia et al., 2008a; Perez-Cadahia et al.,2008b; Perez-Cadahia
et al.,2008c). Aungue se analizan diferentes biomarcadores, todos estos estudios concluyen
gue & grado de exposicion durante |os trabajos de limpieza esta asociado con un aumento de
dafio cromosdmico. Hasta el momento, después del Prestige, no se han publicado estudios
de genotoxicidad en ninguno de los grandes accidentes ocurridos (Tasman Spirit, Hebel
Spirit y Deepwater Horizon) a pesar de la gran cantidad de personas expuestas al fuel y dela
cercania alas costas. Se ha publicado, diferentes revisiones de los efectos sobre la sadud de
la exposicion a fuel (Ha et al., 2008; Aguilera et al., 2010; Monyarch, 2010; Goldstein et
al., 2011; Zock et al., 2011).

1.8. El proyecto SEPAR-Prestige
En enero de 2003, la junta directiva de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia

Torécica (SEPAR) impuls6é el “Estudio Epidemiol6gico de las repercusiones clinicas,
biolégicas y funcionales del vertido de fuel del buque Prestige en marineros de la costa de
Galicia” (proyecto SEPAR-Prestige) destinado a evaluar € impacto de la exposicién sobre la
salud respiratoria. Posteriormente este proyecto contd con la ayuda econdémica del Centro
Respirade Investigacion (CRI), de lared Respira (RTIC, 03/11) y del fondo de Investigacion
Sanitaria (FIS,PI03/1685 y PI07-0086). En menos de un mes se fueron incorporando nuevos
investigadores constituyendo un equipo multicéntrico y multidisciplinar compuesto por

neumaol ogos, epidemidlogos, toxicdlogosy expertos en genética.

1.8.1. EstudioInicial: Prestigel
El estudio, actualmente conocido como Prestige |, fue disefiado para abordar tres aspectos:

1) Conocer los efectos respiratorios a nivel clinico-funcional

2) Determinar la presencia de marcadores bioldgicos de inflamacion de las vias

respiratoriasy de estrés oxidativo

3) Estudiar lagenotoxicidad en sangre periférica (realizado en nuestro laboratorio)
En primer lugar, se elaboré un cuestionario de salud disefiado para este estudio y se
encuestaron méas de 10.000 pescadores, obteniendo respuesta de 6780. La elaboracion de los
datos de las encuestas permitié concluir que, un afio después de la exposicion, persistia un

aumento de sintomas respiratorios en personas que habian trabagjado més dias, mas horas al
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dia, y realizado més tareas de limpieza (Zock et al., 2007). A partir de los datos obtenidos
en las encuestas se definié la poblacién (cofradias de pescadores) y os criterios de seleccion
del grupo de individuos expuestos a fuel (E) y no expuestos (NE). Los criterios fueron muy
restrictivos y permitieron clasificar dos grupos muy extremos los muy, muy expuestos 'y los
poco, poco expuestos (Zock et al., 2007).

Para la redizacion de las pruebas respiratorias funcionales y obtencién de muestras
biolégicas se utilizo una Unidad Mévil, dotada de consulta médica y laboratorio, que se
desplazaba por las diferentes cofradias gallegas. En totd participaron en esta etapa del
estudio 501E y 177NE durante €l periodo que va de julio de 2004 a febrero de 2005, es decir
habia transcurrido entre un afio a afio y medio después de laexposicion a fuel. Lacomplga
estrategia utilizada asi como los principales resultados han sido descritos por Rodriguez-
Trigo et al. (2010) y Monyarch (Tesis doctoral, 2010).

El estudio de genotoxicidad se reaizd en la Unidad de Biologia Celular y Genética de la
Facultad de Medicina de la UAB utilizando como biomarcadores MN y lesiones y
alteraciones cromosomicas. El test de MN no mostro diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (Gloria Biern, méster 2010). Sin embargo, € andlisis de
alteraciones cromosomicas realizado en 91E y 46NE revel 6 una clara asociacion entre grado
de exposicion a fuel y dafio cromosdmico, observandose que en individuos E predominaban
las alteraciones estructurales desequilibradas. El andlisis del dafio cromosdémico a partir de
cultivos expuestos a dfidicolina (un inhibidor de la DNA polimerasas) revel6 que €
incremento de lesiones y alteraciones cromosomicas se debia a errores en |os mecanismos de
reparacion del DNA (Monyarch et al., 2012). El estudio més detallado de la distribucién de
roturas implicadas en € dafio cromosdmico evidencid que las tres bandas més afectadas,
2021, 3927 y 5031, estaban frecuentemente implicadas con céncer hematol6gicos,
confirmando la necesidad de realizar un estudio de seguimiento (Monyarch, 2010; Monyarch
et al., 2012).

1.8.2. Estudio de seguimiento: Prestigel |

Dada la alta trascendencia clinica y socia de los resultados obtenidos en € estudio previo
(Prestige 1), tanto para los individuos que participaron en las tareas de limpieza como para
otras personas que en el futuro intervendran en tareas similares, se planted la necesidad de
realizar un estudio de seguimiento para determinar si estos efectos, o alguno de ellos,

podrian haber disminuido o incluso desaparecido transcurrido mas tiempo.
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Este nuevo estudio ha sido financiado por SEPAR y el Fondo de Investigacion Sanitaria
(FIS, PI07-0086) y ademés ha contado con la ayuda econémica del Centro de Investigacion
en Red de Enfermedades Respiratorias y de Neoplasia torécica (CIBERES), CIBER
Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP), la Sociedad Espafiola de Neumologia y
Cirugia Toréacica y Servicio de Salud Gallego (SERGAS). Hasta e momento, no existe
ningun estudio epidemiol 6gico con estas caracteristicas.

Por el momento, la informacién obtenida mediante encuestas realizadas a 622 marineros,
entre Junio-Julio del 2008, ha revelado que, aungue los sintomas de las vias respiratorias han
disminuido ligeramente, se sigue observando una asociaciéon entre la intensidad de la
exposicion y la presencia de sintomas. La menor intensidad de la asociacion detectada no se
debe a que los individuos E hayan mejorado, sino a que los individuos NE con problemas
respiratorios estdn aparentemente sobre-representados. La interpretacion de estos datos es
muy compleja, tanto por las implicaciones sanitarias como por los posibles sesgos que
puedan haber (Zock et al., 2012).

Las pruebas de funcién pulmonar y la obtencidn de muestras de condensado de aire exhaado
y de sangre periférica (suero y plasma) para llevar a cabo los estudios de IgE y de
genotoxicidad se han realizado, en la Unidad Movil, de noviembre de 2008 a abril de 2009
(de 6 afios a 6 afios y medio después del vertido del fuel). Actualmente los andlisis de
funcion respiratoria ya se han finalizado y se e andlisis de marcadores biolégicos de
inflamacion de las vias respiratorias y de estrés oxidativo esta apunto de terminar. En la
Tabla 2 se muestran las diferentes pruebas y andlisis realizadas en |os dos estudios, Prestige |
y Prestige 1.

Unagran parte del andlisis genotdxico realizado forma parte de esta Memoria.

Tabla 2. Proyecto SEPAR-Prestige

Prestige| Prestigell
(2004-2005) (2008-2009)
1. Funcion pulmonar Si Si
2. Inflamacion respiratoriay estrés oxidativo S S
3. Genotoxicidad: S S
a) Alteraciones cro. en cultivo de 48h No Si
b) Alteraciones cro. en cultivo de 72h Si Si
¢) Test de MN Si Si
d) A.cromosdmicas. inducidas con apc Si Si
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2. Objetivos

En un estudio genotdxico previo realizado en nuestro grupo (Prestige 1) los individuos

expuestos a fuel presentaban, dos afios después de la exposicion, més ateraciones

cromosomicas estructurales que los no expuestos, (Rodriguez-Trigo et al., 2010; Monyarch,

tesis doctoral 2010). Estos resultados eran preocupantes, dada la asociacién entre el

incremento de alteraciones cromosdmicas y riesgo a desarrollar cancer por 1o que el objetivo

principal de esta tesis doctoral es determinar s el efecto genotoxico detectado persiste

transcurridos 4 afios del estudio anterior (Prestige ).

Este objetivo general comprende |0s siguientes objetivos concretos.

1

2.

4.

Analizar a partir del cultivo de linfocitos de individuos expuestos y no expuestos al
fuel las:
- Lesiones cromosdmicas (gapsy roturas) con tincién uniforme

- Anomalias cromosomicas (estructurales y numeéricas) con bandas G

Comparar € dafio cromosdmico detectado en € grupo de expuestos y no expuestos

paravalorar € efecto de laexpaosicion a fuel.

Determinar s las roturas cromosdmicas detectadas se locadlizan en bandas

cromosomicas especia mente sensibles a fuel.
Comparar los resultados citogenéticos obtenidos en este estudio de seguimiento con

los observados en e estudio anterior (Prestige 1) para determinar & efecto

genotdxico, seis afos después de laexposicion a fuel.
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3.1 Individuosincluidos en € estudio

El presente trabajo, Prestige Il, constituye un estudio genotoxico de seguimiento realizado
seis afos después de la exposicion a fuel versus a los dos afios transcurridos en el primer
estudio Prestige |.

Los criterios de seleccion de los individuos expuestos a fuel (E) y no expuestos (NE) han
sido los mismos que los del Prestige | (Rodriguez-Trigo et al., 2010). Brevemente, estos
criterios de inclusién a cada grupo consisten en:

Grupo E: Ser pescador/mariscador de una de las 15 cofradias mas afectadas por el fuel dela
costa atléntica, haber participado un minimo de 15 dias en las actividades de limpieza
durante 4 horas 0 més al dia y haber trabgjado en el periodo de méxima contaminacién, es
decir, desde noviembre a diciembre de 2002.

Grupo NE: Ser pescador/mariscador de una de las 16 cofradias menos afectadas de la costa
cantébrica, no haber participado en las tareas de limpieza por motivos no relacionados con
problemas de salud.

Criterios adicionales. Para el estudio de genotoxicidad (Prestige | y 1) todos los individuos

E y NE seleccionados debian cumplir ademas los siguientes requisitos: Ser no fumador, fértil
(tener por 1o menos un hijo), no haber estado expuesto a agentes téxicos y no padecer o
haber padecido cancer.

Durante el desarrollo del proyecto de genotoxicidad del Prestige Il en nuestro laboratorio de
la UAB se recibieron muestras de sangre procedentes de 124 pescadores y mariscadores
gallegos que habian participado en las labores de limpieza del Prestige. Posteriormente, se
descartaron 19 muestras por no cumplir alguno de los criterios de seleccion, mala calidad de
la muestra o pobre crecimiento celular de los linfocitos. Nueve individuos que presentaban
tumores no fueron incluidos en € estudio de seguimiento y han sido analizados como un
grupo aparte. En total nuestro estudio citogenético se harealizado en 105 individuos.

Todos los individuos firmaron el consentimiento para participar en e estudio de
genotoxicidad. Este proyecto ha sido aprobado por € Comité Etico de Investigaciones

Clinicas de Gdlicia

3.2. Tipoy transporte de muestras

El tipo de muestra utilizada en este estudio ha sido sangre periférica. A cadaindividuo se le
extraia de 3 a5 ml de sangre, recogida en un tubo estéril con heparina sddica 0.1% (Rovi)

como anticoagulante. La extraccion de sangre se reaizd en una Unidad Movil,
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convenientemente equipada, que vigjaba por |as costas gallegas. Las muestras obtenidas se
llevaban a Complexo Hospitalario Universitario de A Coruiia (antiguo Hospital Juan
Canalgo) donde se guardaban hasta enviarse ala UAB (mas de 1000 km de distancia). La
Unidad Mévil recogia muestras 4 dias por semanay eran enviadas a nuestro laboratorio dos
VECes por semana

Para conservar la viabilidad de los linfocitos y asegurar su crecimiento en cultivo fue
necesario realizar € transporte de muestras a 4°C. Ademés, el tiempo transcurrido entre la
extraccion y € cultivo de linfocitos no podia exceder las 48 horas (Fig.10). Con € fin de
detectar posibles alteraciones en la cadena del frio, las muestras se guardaron en un
recipiente especial, llamado Biotainer E Cortex, provisto de un termémetro digital. En
agunos envios la temperatura bgjé a cero grados y en todos estos casos no se obtuvo

crecimiento en € cultivo de linfocitos.

PESCADORES

Seleccidn de individuos
EXpuUestos y No expuestos

UMNIDAD MOWVIL
Galicia

" ol d Extraccion de
sangre periférica

[P

LABORATORIO UAB
Barcelona

l l Cultiva celular

Andlisis citogenético

Figura 10. Logisticay disefio empleado en € estudio
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Cada muestra contenia un numero de identificacién de 6 digitos que se asignaba en la
Unidad Movil. En e laboratorio de la UAB se daba un nuevo nimero de identificacion de
solo 2 digitos parafacilitar €l etiquetado. Por tanto, € personal del laboratorio desconociala
procedencia de la muestra, si procedia de un individuo E o NE, con €l fin de llevar a cabo €
andlisis citogenético de los casos “a ciegas”.

Larecogida, traslado y procesado de las muestras fue realizada de noviembre de 2008 a abril
de 2009 (de 6 afios a 6 afios y medio después del vertido del fuel).

3.3. Procesado de muestras: Cultivo delinfocitos

Los cultivos celulares se han realizado en la UAB dentro de las 48 horas posteriores a la
extraccion de sangre periférica.
En € estudio global Prestige 11 se han analizado diferentes biomarcadores de genotoxicidad
en linfocitos cultivados en cuatro condiciones distintas que diferian en €l tiempo de cultivo o
en laadicion de agentes quimicos a cultivo (Fig.11).

- Cultivos de 72 horas (presente estudio)

- Cultivos de 48 horas, (estudio citogenético clasico en genotoxicidad)

- Cultivos de 96 horas con adicion de afidicolina (apc), inhibidor de la DNA

polimerasa (estudio de |os mecanismos de reparacion de DNA)
- Cultivos de 72 horas con adicién de citocalasina B (Cyt-B) (obtencién de células
binucleadas y andlisis de micronticleos)

Todos estos cultivos se han realizado por duplicado, es decir, que para cada individuo se han
llevado a cabo 8 cultivos celulares.
En el presente trabgjo € estudio genotdxico se harealizado en linfocitos cultivados durante
72 horas, mediante la técnica de cultivo habitua mente utilizada en nuestro laboratorio.
Previamente a redizar € cultivo celular, el medio base RPMI-1640 se suplementa, en
condiciones estériles. A cada 100ml de medio base (que incluye glutamina y 25mM de
Hepes) se le aflade 20ml de suero feta bovino (FCS) inactivado (mediante calor a 57°C
durante 30 min), 2ml de penicilina/estreptomicina (100ui/ml) y 2ml de heparina sodicaal 1%
(2000ui/ml). Una vez homogenizada la mezcla, se procede a alicuotarla en tubos de 5ml,
conservandolos a -20°C hasta € momento de su utilizacion. Antes del sembrado de la
muestra, es necesario descongelar los tubos y afadir a cada uno 50ul de L-glutamina
200mM vy 120pul fitohemaglutinina (mitdgeno). A continuacion, se siembran 250pl

de sangre por tubo y se ponen a cultivar.
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AMALISIS CITOGENETICO
GLOBAL DEL PRESTIGE II

Para cada
ndividuo

Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo
T2h 48h T2h 44h
- +
PRESENTE ESTUDIO I :- I‘-
96 individuos apc Cyt-B
9 individuos 9 individuos
con tumores con tumores l l
Cultive Cultivo
24h 28h

Figura 11. Los cuatro tipos de cultivos de linfocitos empleados en e estudio
completo del PrestigeIl. (apc: afidicolina, Cyt-B: citocalasinaB)

El cultivo celular se realiza en tubos inclinados durante 72h, a 37°C y a 5% de CO..
Durante la incubacion se agitan suavemente los tubos, dos veces a dia. A las 71.30h de
cultivo, se afiaden 50ul de colcemid (0.1ng/ml) al cultivo y se continlia laincubacion 30 min
mas a 37°C para bloquear las células en metafase.

Parala extraccién del cultivo, en primer lugar, se centrifugan los tubos a 600g durante 8 min
y se descarta €l sobrenadante. Se realiza un tratamiento hipoténico con KCl 0,075M,
afadiéndolo al tubo gota a gota, hasta un volumen aproximado de 7-10ml y se deja que
actuar 15 min, a37°C. A continuacion, se centrifuga a 600g durante 8 min, descartando, de
nuevo, el sobrenadante. Se realizan lavados con 7-10ml de Carnoy (proporcion 3:1;
metanol: acido acético), dejandolo caer en el tubo, gota a gotay agitando con € vortex. Tras
cada aplicacion de Carnoy, se realizan centrifugados a 600g durante 8 min, se descarta el
sobrenadante y se aflade mas solucion. Se repiten los lavados hasta que el sobrenadante esté
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limpio de hemoglobina. Tras € Ultimo centrifugado se aflade unas gotas de Carnoy, recién
hecho y la suspension celular obtenida puede utilizarse inmediatamente para redizar
extenciones cromosomicas 0 conservarse, durante afios, a-20°C (Fig. 12).

m I'|m I'|m 'm '™ 'm = '»
Cultiva linfocitos
72h, 37°C

!

: Tratamiento con hipoténico
(KCI0,75M)

afadido gota a gota

w Lavados con fijador (Camoy)
- y centrifugacion a 600g

!
—f— Extensiones cromosdmicas
e\ |-,
e Dot Tincion secuencial
| S| | Zal uniforme-bandas G
!

Captura de imagenes y
Andlisis citogenético

wr | |-
L —
Figura 12. Protocolo delatécnicade cultivo delinfocitos

Una vez la suspension celular esta bien limpia, se procede a redlizar las extensiones
cromosomicas. Los portaobjetos son previamente desengrasados en metanol al 100%, a -

20°C para eliminar los posibles restos de suciedad y asi conseguir buenas extensiones. Se
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dejan caer 3-4 gotas de suspension celular sobre un portaobjeto, desde 25-30 cm, con ayuda
de una pipeta Pasteur y se dgjan secar a aire. En aquellas muestras en las que no se obtenen
buenas extensiones cromdsomicas con la técnica habitual, se ha aplicado una pequefia
modificacion que consiste en centrifugar la suspension celular y resuspender con un fijador
diferente (metanol y acido acético en proporcion 3:2 en vez de 3:1). Posteriormente, se
realiza la extension sujetando el portaobjetos muy cerca de un bafio a 65°C, de modo que la
temperaturay lahumedad del bafio faciliten la extension de la suspension celular.

La extraccion de cultivo de 48 horas en individuos con tumores se reaizo de igual modo que

para cultivos de 72 horas.

3.4. Tincién secuencial uniforme-bandas G

Tincion uniforme con colorante Leishman

Latincion uniforme de los cromosomas permite la observacion del tamafio y morfologia de
los cromosomas, la posicién de los centromeros, la constriccion segundaria de los
cromosomas acrocéntricos y las dos cromatides de cada cromosoma. La tincion uniforme
aln sigue siendo la mejor técnica para detectar lesiones cromosdmicas ya que con las bandas
G se puede confundir bandas claras con gaps y roturas (Figs. 13 y 14). Con esta tincion
también se puede detectar alteraciones cromosdmicas estructurales aparentes, tales como

anillos, fragmentos acéntricos o cromosomas dicéntricos.

- 0
4_
0

«— ‘14—

chib chig chsb chsg

Figura 13. Tipo delesiones cromosomicas detectadas con tincion uniforme: De
izquierda aderecha: rotura de crométide (chtb), gap de crométide (chtg), roturade
cromosoma (chsh) y gap de cromosoma (chsg).

El protocolo empleado para la tincion uniforme es e habitual en nuestro laboratorio. Se
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afade sobre cada portaobjetos con la extension cromosomica, aproximadamente 5ml de
solucién de Leishman (en proporcion 1:4, colorante Leishman, tampdn Leishman) y se dga
actuar 5-6 min. Se lavan los portaobjetos con agua para eliminar € colorante y se dgjan
secar a aire. Es aconsgable preparar la solucion de Leishman en e momento de su

utilizacion para conseguir unamejor tincion.

Bandas G

Previamente a la aplicacién de la técnica de bandas, se envejecen las preparaciones tefiidas
con tincién uniforme, incubandolas toda la noche a 65°C o dejandolas 2 horas, a 65°C. A
continuacion, se degtifien las preparaciones sumergiéndolas en una cubeta con solucion
salina 2xSSC (citrato trisddico disuelto en NaCl 0.3M) durante 1-2 min, a 65°C.
Seguidamente, se lavan con aguay se dejan secar.

Las bandas cromosdmicas se obtienen afiadiendo a las preparaciones solucion Wright
(Sigma) a 0.25% (1:3, colorante Wright, buffer Sorensen)* dejando la actuar de 3 a 5
minutos, dependiendo de las caracteristicas de la muestra, principalmente, de la cantidad de
citoplasma presente en las células. Se lavan con agua para eliminar el colorante y se dejan
secar. A continuacion, se observan la preparaciones en € microscopio Optico para controlar
la calidad de las bandas. En caso de no obtener bandas o que estén poco definidas, cabe la
posibilidad de volver a tefiir con solucion Wright. Las preparaciones bandeadas pueden

guardarse indefinidamente a 4°C (ver Fig. 14).

* Colorante Wright: 2.5g colorante Wright disuelto en 1000 ml metanol, agitacion magnética durante 45 min, filtrado y
envejecido durante 3 dias a 37°C. Buffer Sorensen: 5,94 g Na,;HPOx2 H,0'y 4.54 g KH,PO, en un 1L dH0.

3.5. Analisiscitogenético

Para la observacion de las preparaciones cromosomicas con tincion uniforme y bandas G se
ha utilizado un microscopio éptico (Nikon Eclipse 90i). El microscopio esta dotado de una
camera CCD (charged coupled device) de alta sensibilidad (Nikon) que esta conectada a un
ordenador, equipado con € programa de captura de imégenes Metasystems y un software

especifico para capturar y cariotipar (Ikaros).
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Figura 14. Lamisma metafase tratada con tincion secuencia uniforme (arriba) y bandas G (abgjo). La
flecha sefidla un gap de cromosoma (chsg), que se localiza en la banda 17g21. Nétese que €l gap se
visualiza mejor con tincidn uniforme que con bandas G.
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Lesiones cromosomicas

Se seleccionan metafases de buena calidad, es decir, con poco citoplasmay con cromosomas
bien extendidos (pocos solapamientos). Se capturan las metafases con lesiones
cromosomicas 0 alteraciones cromosomicsa estructurales, apuntado las coordenadas
correspondientes para poderlas volver a localizar una vez redlizado e bandeado

cromosomico.

Para €l estudio de lesiones cromosdmicas con tincion uniforme se han analizado un minimo

de 100 metafases por individuo.

Alteraciones cromosomicas

Las metafases con lesiones cromosomicas (detectadas previamente con tincién uniforme de
las que se dispone de las coordenadas) se vuelven a capturar para determinar € punto exacto
de la lesion detectada.  Asi mismo, a partir de estas mismas preparaciones se realizan
cariotipos con bandas con el fin de detectar e identificar ateraciones cromosdmicas

estructurales y numeéricas.

Para el andlisis de alteraciones cromosdmicas se ha realizado el cariotipo de un minimo de
25 metafases de buena calidad, por individuo.

Nomenclatura
Las lesiones y las ateraciones cromosdmicas se han clasificado de acuerdo con los criterios
descritos por International System for Human Cytogenetic Nomenclatura (ISCN 2009). El

andlisis citogenético se harealizado, como minimo, por dosinvestigadores.

3.6. Andlisisestadistico

A continuacion detallamos los diferentes métodos estadisticos que se han aplicado en este

trabgj o, seguin los diferentes parametros a evaluar.

Comparacion de resultados citogenéticos entre los grupos E y NE
Se ha aplicado €l test de Chi cuadrado, con € programa informético Instat 2, para evaluar los
resultados citogenéticos obtenidos en los grupos E y NE. Un vaor p < 0.05 se ha

considerado como estadisticamente significativo.
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Asociacién entre exposicion al fuel y dafio cromosdmico

Se ha evaluado si existe, 0 no, una asociacion entre el dafio cromosdmico y el grado de
exposicion a fuel, en funcion de los siguientes variables: tiempo de participacion, tipo de
trabgj o realizado, horas al dia de participacion y frecuencia de uso de la méscara durante la
realizacion del trabgo.

Para este andlisis se ha aplicado el modelo GEE, gjustado por edad y sexo. El modelo GEE,
“Ecuaciones de Estimacion Generalizados”, tiene en cuenta las variaciones dentro de un
mismo individuo y ademas no necesita que todos los individuos tengan € mismo nimero de
medidas repetidas (de la Chica et al., 2005; Monyarch, 2010). Los resultados del modelo
GEE se expresan en termino de odds ratio (OR) con un intervalo de confianza del 95%. La
OR es una medida estadistica que describe |a fuerza de asociaci6n entre datos binarios.

En nuestro caso la OR indica € coeficiente entre la posibilidad de dafio cromosomico en €
grupo E y la posibilidad de dafio cromosdmico en el grupo NE. El valor OR indica cuantas
veces mas grande es la posibilidad de dafio cromosdmico en el grupo E respecto a grupo
NE. Si OR es > 1 significa que hay una asociacion positiva entre exposicion y dafio
Cromaosomico.

El andlisis estadistico del modelo GEE se realiz6 con el programa STATA ES10,0 (STATA
Corporation, Collage Station, TX, USA).

Cromosomas y bandas cromosdémicas mas implicadas en la exposicion al fuel
Para identificar l1os cromosomas y bandas més implicadas en la exposiciéon a fuel se han
utilizado dos métodos diferentes:
a) Longitud relativa de cromosomas/bandas cromosomicas
b) Méodo multinomial para € estudio de lugares frégiles (Fragile site multinominal
method, FSM)

a) Longitud relativa de cromosomas y bandas cromosdmicas

Para determinar s las roturas se distribuyen proporcionamente a la longitud de los
cromosomas 0 bandas cromosomicas (a mayor longitud mayor nimero de roturas), hemos
utilizado un método estadistico que tiene en cuenta la longitud relativa de cada
cromosoma/banda cromosomica.

El tamafio de cada cromosoma y banda se ha obtenido a partir de los datos del NCBI

(Nacional Center for Biotechnology Information), version 36.3 del Map Viewer. Lalongitud
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del genoma haploide segin esta base de datos es de 3079 Mb. El tamafio de cada

cromosomay de sus respectivos brazos se detallaen laTabla 3.

Tabla 3. Tamafio de los 24 cromosomas en megabases (Mb)*

Total (Mb) Brazop (Mb) Brazoqg (Mb)

Cromosoma 1 247 124 123
Cromosoma 2 243 93 150
Cromosoma 3 200 92 108
Cromosoma 4 191 51 140
Cromosoma5s 181 48 133
Cromosoma 6 171 61 110
Cromosoma 7 159 59 100
Cromosoma 8 146 45 101
Cromosoma 9 140 52 88
Cromosoma 10 135 40 95
Cromosoma 11 134 53 81
Cromosoma 12 132 35 97
Cromosoma 13 114 16 98
Cromosoma 14 106 16 90
Cromosoma 15 100 16 84
Cromosoma 16 89 38 51
Cromosoma 17 79 22 57
Cromosoma 18 76 16 60
Cromosoma 19 64 29 35
Cromosoma 20 62 27 35
Cromosoma 21 47 12 35
Cromosoma 22 50 12 38
Cromosoma X 155 60 95
Cromosoma Y 58 12 46
Total Genoma 3079

1 NCBI, version 36.3 del Map Viewer

Con estos datos podemos valorar si la diferencia entre el valor observado y esperado es
significativa. S sabemos que la longitud de todos los cromosomas es 3079 Mbp y que los
puntos de roturas totales en los individuos E son 162, se puede, con una simple regla de tres,
calcular el valor de roturas esperadas por cromosoma 0 banda cromosdmica. Asi por
gemplo, en e grupo E el cromosoma 1 (247 Mb de longitud) presenta 16 roturas, frente alas
13 esperadas (247x162/3079). El test de Chi cuadrado permite conocer si la diferencia entre

el valor observado y esperado es significativo, aplicando la correccion de Sidak para
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multiples comparaciones. El mismo célculo se realiza para cada banda cromosdémica en la

que se localizaban roturas.

b) Método FSM

Este método se ha aplicado para evaluar si existen bandas con més dafio cromosomico en los
grupos E y NE. El programa estadistico FSM (version 995), utilizado con MS-DOS, est4
disefiado para detectar lugares fragiles y calcula s la probabilidad de una rotura es igual o
no, en las 400 bandas cromosomicas del cariotipo (Greenbam et al., 1997),
independientemente de su tamafio. Es decir, el programa valora si una banda concreta se ha
roto debido a azar 0 existe una predisposicion a sufrir roturas. El modelo esta disefiado para
células inducidas por afidicolina requiriendo que cada individuo tenga por lo menos 200
bandas con roturas.

En nuestro estudio se ha realizado un gjuste del programa estadistico asumiendo que todas
las bandas afectadas de los individuos E son de una persona y todas las bandas af ectadas de
los individuos NE son de otra persona, es decir hacer creer a programa que solo se hayan
estudiado dos personas, una de ellas E y la otra NE (de la Chica et al., 2005., Monyarch.,
2010). De esta forma, se puede utilizar en series de individuos que presentan valores

inferiores a 200 bandas con roturas.

3.7. Individuos con cancer

De los individuos estudiados en € proyecto global del Prestige I, siete han desarrollado
cancer en los 4 afos transcurridos, hasta realizar el estudio de seguimiento. Estos individuos
han sido estudiados como un grupo aparte dado que uno de los criterios de seleccién para e
estudio genotdxico era que los individuos en €l estudio no podian tener cancer. También se
han incluido en este grupo dos individuos con tumores benignos. Las caracteristicas de este
grupo seindican en laTabla 4.

El estudio citogenético se hallevado a cabo a “a ciegas” sin conocer que tenian cancer. Los
criterios utilizados en e andlisis de lesiones y ateraciones cromosdmicas han sido los
mismos que para € resto de individuos estudiados. Ademas del estudio en cultivos de
linfocitos de 72 se han analizado cultivos de 48h con € fin de conocer si e dafio

cromosomico, tipo de ateracién y bandas af ectadas era 0 no equivalente.
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Tabla4. Caracteristicas delosindividuos en € subgrupo de cancer

Individuo Cofradia Edad Sexo E/NE Tipo decancer Cirugia Quimio Radio
1 Mifio 49 XX NE Piel X
2 Rianxo 49 XX E Mamay atero X
3 Fisterra 57 XY E Prostata X
4 Fisterra 43 XY E Colon X X X
5 Cabo de cruz 43 XY E Tumor benigno
6 Corcubion 61 XY E Prostata X
7 Camarifias 46 XX E Vejiga X X
8 Camarifias 51 XY E Tumor benigno
9 Aguifio 37 XY E Piel X
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Resultados

En este trabajo se han estudiado 105 pescadores y mariscadores gallegos expuestos (E) y
no expuestos (NE) a fuel vertido por & buque Prestige: 96 han sido incluidos en €
estudio de seguimiento del Prestige | y 9 han sido estudiados en un grupo aparte porque
presentaban tumores (Grupo de cancer). En total, se han analizado 11.651 metafases con
tincion uniforme-bandas G y 3130 cariotipos para la deteccidn de |esiones cromosomicas

y ateraciones cromosdmicas, respectivamente.

4.1. Caracteristicasdelosindividuos dd estudio de seguimiento

De los 96 individuos estudiados en este apartado, 75 habian sido previamente analizados
en € estudio dd Prestige |, a los 2 afios de la exposiciéon a fuel. Las cofradias de

pescadores que han colaborado en el presente estudio (Tabla5) pertenecen alocalidades

Tabla 5. Cofradias de pescadores que han participado en
€l presente estudio y grado de exposicién a fuel

Cofradia Individuos

Zonas muy expuestas (Grupo E) 52
Camelle 1
Corme 6
Fisterra 11
Carnota 3
Corcubion 5
Camarifias 22
Muxia 1
Laxe 1
Cabo de cruz 2

Zonas poco expuestas (Grupo NE) 44
Mugrados 10
Mifio 12
Pontedeume 6
Espesante 5
Foz 3
Barallobre 1
Lobre 2
Cedeira 1
San Ciprian 1
Celeiro 3
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gallegas, 9 muy contaminadas por e fuel (grupo E) y 10 menos afectadas (grupo NE).
S6lo una vez finalizado el andlisis citogenético, realizado a ciegas, se conocio que 52
individuos eran E'y 44 NE.
El grado de exposicion a fuel de los individuos expuestos durante las labores de limpieza
fue variable, dependiendo del tiempo dedicado (horas/dia), del tipo y nimero de tareas de
limpiezay la frecuencia de utilizacién de medios de proteccion (mascarillas). Aunque en
genera todos los individuos del grupo E fueron los més expuestos (ver criterios de
seleccion 3.1) se han clasificado los expuestos en dos grupos “poco expuestos” y “muy
expuestos”
Poco expuestos: trabagjo entre 15-100 dias, de 4-6 horas a dia, de 1-4 tareas,
frecuente utilizacion de medidas de proteccién.
Muy expuestos. trabgjo > 100 dias, > 6 horas a dia, > de 5 tareas, poca o nula
utilizacion de medidas de proteccién.
De los individuos E un 54% (28/52) estuvieron poco expuestos y 46% (24/52) muy
expuestos.
En las labores de recogida de fuel han participado méas mujeres (74%) que hombres
(26%). Este predominio de mujeres se observa en ambos grupos E y NE (Tabla 6), no

existiendo una asociacion entre exposicion al fuel y sexo (p=0,64).

Tabla 6. Sexo delos participantes del estudio de seguimiento Pretige |

GrupoE Grupo NE Total
n % n % n % p
Total individuos 52 44 96
Sexo
Hombres 15 29 10 23 25 26 0,64
Mujeres 37 71 34 77 71 74

La edad media en los grupos E y NE era similar: 53,6 y 56,3 respectivamente (Tabla 7).
Al separar los grupos E y NE en hombres y mujeres la distribucion de edad era diferente.
En el grupo E, las mujeres tenia, de media, 9,7 afios més que los hombres (p=0,001) y en
e grupo NE esta diferencia era de 7 afios de media (p=0,054). La edad media de las

46



Resultados

mujeres eramuy parecida en el grupo E, y NE (56,6 y 57,9, respectivamente), asi como la
de los hombres (46,9 y 50,9 respectivamente) (Tabla 8).

Latabla 9 de muestralos rangos de edad, de |os dos grupos, entre mujeres y hombres.

Tabla 7. Edad de los participantes del estudio de seguimiento Prestige |

Edad Edad Edad
n media+ DS minima maxima p
Edad 96 552+8 33 69 0,123
Grupo E 52 536+9 33 68
Grupo NE 44 56,3+ 8 35 69

Tabla 8. Diferencias en edad y sexo en los grupos Ey NE

n GrupoE Grupo NE p
Mujeres 81 56,6+ 7,3 57,9+ 6,6 0,549
Hombres 25 46,9+9,1 50,9+9,9 0,363
p 0,001 0,054

Tabla 9. Rango de edad por grupo y sexo en los grupos E y NE

Mujeres Hombres
Grupo E Grupo NE Grupo E Grupo NE

Total individuos 37 34 15 10
Edad

30-40 1 0 4 2
40-50 7 7 6 2
<50 29 27 5 6
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4.2. Analisiscitogenético

Los resultados citogenéticos obtenidos para cada uno de los individuos, del grupo E y
NE, sedetalanen e anexo 1y 2.

4.2.1. Andlisisde metafases con tincién uniforme

Lesiones cromosdmicas
Se han analizado un total de 9886 metafases de linfocitos. En la Tabla 10 se muestra la

frecuenciay € tipo de lesion observada en los grupos E 'y NE.

Tabla 10. Frecuenciay tipo de lesiones detectadas en los grupos E'y NE

GrupoE Grupo NE
n % n % p
Individuos 52 44
M etafases analizados 5346 4540
M etafases con lesiones 105 2,0 93 2,0 0,82
L esiones cromosomicas 112 2,0 112 25 0,24
Gaps 81 15 90 2,0 0,08
de crométide 57 70,4 60 66,7
de cromosoma 24 29,6 30 333
Roturas 31 0,6 22 05 0,61
de crométide 4 12,9 6 27,3
de cromosoma 27 87,1 16 72,7

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre 1os dos grupos para
ninguno de los tres parametros analizados. nimero de metafases con lesiones (2,0 vs 2,0,
p= 0,82), nimero total de gaps (1,5 vs 2,0, p= 0.08) y nimero total de roturas (0,6 vs 0,5,
p=0,61).

Alteraciones cromosomicas estructurales
Con la tincion uniforme, ademas de lesiones cromosdmicas, se han detectado algunos
tipos de ateraciones estructurales, tales como los anillos, fragmentos acéntricos y

translocaciones (Fig. 15).
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Figura 15. Metafases con tincidon uniforme con alteraciones cromosdmicas estructurales
(flechas). A laizquierda, un cromosoma en anillo y ala derecha una translocacion dicéntrica
y fragmentos acéntricos.

La Tabla 11 muestra la frecuencia y €l tipo de alteraciones cromosémicas estructurales
detectadas en el grupo E y NE con tincién uniforme. En ambos grupos, la frecuencia de

ateraciones cromosomicas estructurales era similar (p= 0,45).

Tabla 11. Frecuenciay tipo de ateraciones cromosdmicas estructural es detectadas con tincion

uniforme
GrupoE Grupo NE

n % n % p
Individuos 52 44
M etafases analizadas 5346 4540
Alteraciones cromosdmicas estructurales 13 024 7 0,15 045
Fragmentos acéntricos 2 5 0,33
Translocaciones no equilibradas 0 1 0,93
Transl ocaciones dicéntricas 4 1 0,47
Cromosomas en anillo 2 0 0,55
Cromosomas marcadores 5 0 0,11
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4.2.2. Andlisis de metafases con bandas G

L esiones cromosomicas
Latincion secuencial uniforme-bandas G ha permitido identificar € 79,9% (179/224) de

todas | as bandas cromosomica con lesiones (79.7% gaps y 81.6% roturas).

Alteraciones cromosomicas estructurales
Se han analizado un minimo de 25 cariotipos por individuo (rango de 25 a 49 cariotipos)
con un total de 2741 metafases cariotipadas. La Tabla 12 muestra la frecuenciay tipo de

alteraciones estructural es observadas en ambos grupos (Figuras 16 y 17).

Tabla 12. Frecuenciay tipo de alteraciones cromosomicas estructurales identificadas con bandas G

GrupoE Grupo NE

n % N % p

Individuos 52 14

M etafases cariotipadas 1481 1260
M etafases con alteraciones estructurales 78 53 75 59 0,49
Alteraciones cromosdmicas estructurales 98 6,6 87 69 082
Equilibradas 2 1 0,66
Translocaciones reciprocas 2 1 0,66
Desequilibradas 96 86 0,78
Deleciones 35 28 0,91
Deleciones + ace* 10 4 0,30
Fragmentos acéntricos 3 8 0,14
Translocaciones no equilibradas 8 3 0,35
Transl ocaciones dicéntricas 7 1 0,12
Translocaciones dicéntricas + del? + ace 0 1 0,99
Translocaciones + del 0 2 0,47
Cromosomas en anillo 3 1 0,73
Cromosomas marcadores 30 38 0,12

! ace= fragmento acéntrico, 2del= delecion
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Figura 16. Cariotipo con unatranslocacion reciproca: 46,XY ,t(2;17) (p14;q23)
(individuo NE-306)
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Figura 17. Cariotipo con unadelecion: 46,XX,del9g21 (individuo E-233)
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El cariotipo ha sido normal en todos los individuos (46, XX 0 46, XY), excepto en una
mujer (NE-201) que presentaba una delecion en & cromosoma X en mosaico, con
cariotipo: 46,X,del(X)(g22.2)[37]/45,del (X)(g22.2)[ 5]/ 46,XX[3].

En ambos grupos la mayoria de las alteraciones observadas son desequilibradas, siendo
las deleciones y los cromosomas marcadores |os més frecuentes. El total de ateraciones
cromosomicas estructurales de los grupos E y NE no presentaban diferencias
estadisticamente significativas (p= 0,82).

Alteraciones cromosomicas numéricas

El total de ateraciones numéricas era similar en € en el grupo E (15,6 %) y en el NE
(18,1%) (Tabla 13). En ambos grupos las monosomias eran las ateraciones numeéricas
mas frecuentes (85.3% en el E vs 87.3% en el NE) aunque este tipo de alteraciones puede
ser debido, a menos en parte, por una pérdida artefactual de cromosomas durante la

obtencion de | as extensiones.

Tabla 13. Frecuenciay tipo de alteraciones cromosdmicas numéricas identificadas con bandas G

GrupoE Grupo NE

n % n % p

Individuos 52 44

M etafases cariotipadas 1481 1260
M etafases con alteraciones numéricas 203 13,7 201 15,9 0,11
Alteraciones numéricas 231 15,6 228 18,1 0,09
Trisomias 34 23 29 29 0,99
Monosomias 197 13,3 199 15,8 0,07

La Tabla 14 muestra las trisomias y monosomias para cada cromosoma detectado en los
grupos E 'y NE. En ambos grupos, la trisomia X y las monosomias 9, 18, 19, 21, 22y X

son las mas frecuentes.
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Tabla 14. Frecuenciade aneuploidia por cromosoma en individuos E y NE

GrupoE Grupo NE
Cromosoma Trisomia Monosomia Trisomia M onosomia p
1 0 2 1 1
2 0 2 2 2
3 2 3 1 5
4 0 2 0 2
5 2 2 0 4
6 1 5 0 3
7 2 3 1 4
8 1 2 1 8
9 0 12 1 13
10 0 5 0 5
11 0 6 1 7
12 1 3 1 5
13 1 1 1 6
14 0 7 0 4
15 0 9 1 5
16 0 8 1 6
17 1 4 0 8
18 2 18 0 11
19 1 21 0 22
20 0 8 2 16
21 3 19 2 16
22 4 19 2 13
X 13 35 9 32
Y 0 1 2 1
Tota trisomias 34 - 29 - 0.99
Total monosomias - 197 - 199 0.07

4.2.3. Identificacion de polimorfismos cromosdmicos

Cuatro individuos del grupo E presentaban polimorfismos cromosdmicos en su cariotipo.
Los polimorfismos detectados han sido: la inversion pericéntrica del cromosoma 9, €l
tamafo de laregion de heterocromatina del cromosoma 1y cromosoma 16 y el tamarfio de

satélites en cromosoma 22 (Fig. 18).
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zg/ lbi“ sci/ id/

Figura 18. Polimorfismos cromosomicos detectados en nuestro estudio: a)
tamafio de la heterocromatina centromérica del cromosoma 1; b) tamafio de
la heterocromatina centromérica en e cromosoma 16; c) tamafio de los
satélites del cromosoma 22; y d) inversion pericéntrica del cromosoma 9
(Ias flechas sefidan €l cromosoma polimorfico)

4.2.4. Asociacion entre exposicion y dafio cromosomico: Efecto “dosis-respuesta”

Para andlizar la asociacion entre lesiones cromosdmicas y ateraciones estructurales con
la exposicion al fuel en ambos grupos, E 'y NE (modelo estadistico GEE) se ha tenido en
cuenta & numero de individuos E y NE que presentaban a menos una lesion y se ha
comparado este valor con los que no presentaban ninguna (Tablas 15y 16). En el caso de
las lesiones solo se ha observado asociacion entre roturas de cromosomay exposicion a
fuel, mientras que en ateraciones estructurales esta asociacion se observaba en
alteraciones equilibradas y cromosomas en anillo.

El efecto “dosis-respuesta”, es decir, si el grado de exposicion (“poco expuestos” y “muy
expuestos”) esta asociado con un incremento de lesiones cromosomicas y ateraciones
estructurales (modelo GEE) se muestran en las Tablas 17 y 18. Los resultados no
reflgiaban diferencias entre grado de exposicién y lesiones cromosomicas o ateraciones
cromosomicas estructurales
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Tabla 15. Asociacion entre exposicion al fuel y lesiones cromosdmicas por individuo

GrupoE GrupoNE OR?(95% ClI)
n % n %

Ninguna lesién cromosdémica 10 8 1 (ref))
Alguna lesion cromosomica 42 80,8 36 818 0,9(0,7-1,2)
Gaps 36 78,3 34 810 0,9 (0,6-1,2)
de cromatide 34 77,3 31 795 0,9 (0,6-1,3)
de cromosoma 17 63,0 18 69,2 0,9 (0,5-1,6)
Roturas 21 67,7 13 619 1,0(0,6-1,8)
de crométide 4 28,6 6 429 0,7 (0,2-2,5)
de cromosoma 20 66,7 10 55,6 1,1(0,6-2,1)

! Grupo de referencia: Ninguna lesién cromosémica

2 Modelo gjustado por edad y sexo

Tabla 16. Asociacion entre exposicion a fuel y ateraciones cromosomicas estructurales por individuo

GrupoE GrupoNE OR'? (95% CI)
n % n %

Ninguna alteracion cromosomica estructural 15 11 1 (ref)
Alguna alter acion cr omosomica estructural 37 712 33 750 0,8(0,6-1,1)
Alteraciones equilibradas 3 16,7 1 8,3 1,8(0,2-18,7)
Alteraciones desequilibradas 36 706 33 750 0,8(0,6-1,1)
Deleciones 28 651 23 67,6 0,9(0,6-1,4)
Translocaciones 375 10 476 0,9(0,4-2,1)
Cromosomas en anillo 16,7 1 83 1,7(0,2-17,0)
Fragmentos acéntricos 12 444 10 476 0,8(0,3-1,8)
Cromosomas marcadores 18 54,5 19 63,3 0,7(0,4-1,3)

! Grupo de referencia: Ninguna alteracién cromosdmica estructural

2 Modelo gjustado por edad y sexo
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Tabla17. Asociacion entre grado de exposicion y lesiones cromosomicas

n Lesién % OR2(95% 1C)

L esiones cromosdmicas

No expuesto 44 36 81,8 1 (ref)

Poco Expuesto 28 23 82,1 0,9(0,7-1,3)

Muy expuesto 24 19 79,2 0,8 (0,6-1,2)
Gaps

No expuesto 42 34 81,0 1 (ref)

Poco Expuesto 25 20 80,0 0,9(0,6-1,4)

Muy expuesto 21 16 76,2 0,8(0,5-1,2)
Roturas

No expuesto 21 13 61,9 1 (ref)

Poco Expuesto 15 10 66,7 1,0(0,5-2,0)

Muy expuesto 16 11 68,8 1,0 (0,5-2,0)

1 Grupo de referencia: Ninguna lesién cromosémica

2 Modelo ajustado por edad y sexo

Tabla 18. Asociacion entre grado de exposicion al fuel y alteraciones

cromosdmicos estructurales

n  Alteracién % ORY(95% IC)
Alteracién cromosémica
estructural
No expuesto 44 33 75,0 1 (ref)
Poco Expuesto 28 21 75,0 0,9 (0,6-1,3)
Muy expuesto 24 16 66,7 0,7 (0,5-1,1)
Alteracion equilibrada
No expuesto 12 8.3 1 (ref)
Poco Expuesto 9 222 2,5(0,2-28,7)
Muy expuesto 9 111 1,0(0,1-19,1)
Alteracién desequilibrada
No expuesto 44 33 75,0 1 (ref)
Poco Expuesto 27 20 74,1 0,9 (0,6-1,3)
Muy expuesto 24 16 66,7 0,7 (0,5-1,1)

! Categoria de referencia: Ninguna alteracién cromosdmica estructural

2 Modelo gjustado por edad y sexo
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4.3. Cromosomasy bandas cromosomicas afectadas por la exposicion al fuel

La técnica secuencia uniforme-bandas G ha permitido localizar, de forma precisa, 277
puntos de rotura involucrados en lesiones y alteraciones estructurales.

4.3.1. Cromosomasy brazos cromosdmicos

Para identificar los cromosomas més af ectados por la exposicion a fuel se ha utilizado €
andlisis estadistico que tiene en cuentalalongitud rel ativa de cada cromosoma.

Los 162 puntos de rotura del grupo E y los 115 puntos del grupo NE no se distribuyen de
forma uniforme, s no que se localizan con mayor frecuencia en determinados
cromosomas, independientemente de su tamafio. En los individuos E, el cromosoma con
més roturas era el 17 (11 roturas frente a las 4 esperadas por azar, teniendo en cuenta la
longitud del cromosoma) (p=0,0008). En el grupo NE, los cromosoma 16 y 2 eran los
més afectados (7 y 15 roturas frente a las 3 y 9 esperadas, respectivamente) (p= 0,04 y
p=0,05), (Figura 19). Loscromosomas?21,22eY ene grupoEy 19,21 eY en el grupo
NE no presentaban roturas.
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Figura 19. Distribucion de los puntos de rotura observados y esperados en los diferentes cromosomas en
e grupo E (arriba) y grupo NE (abgo). En e grupo E, € cromosoma 17 y en e grupo NE los
cromosomas 2 y 16 presentan un mayor nimero de roturas que €l esperado.
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Figura 20. Distribucion de los puntos de rotura observados y esperados en los brazos cromosdmicos
del grupo E.
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Figura 21. Distribucion de los puntos de rotura observados y esperados en los brazos
cromosomicos del grupo NE
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En la Figura 20 se muestra la distribucion de |os puntos de rotura observados y esperados
por brazo cromosdémico en el grupo E. Los brazos cortos més afectadas han sido: 18p y
19p (p<0,05) y los brazos largos: 2q, 9q y 179 (p<0,05). En el grupo NE, Figura 21, los
brazos cortos 5p y 18p presentan més puntos de rotura de 1o que se esperaria por su
longitud con valor p<0,002. De los brazos largos, los mas afectados han sido 2q y 16q
(p<0,02).

4.3.2. Bandas cr omosomicas

La distribucion de los puntos de rotura observados en los grupos E y NE se muestran en
el ideograma con 400 bandas de resolucién de la Figura 22. Hay 22 bandas con més de 3
roturas. 14 pertenecen al grupo E (1932, 2921, 2935, 4931, 5931, 6021, 70922, 8921,
9022, 14924, 17p112, 17921, 18p112, 19p13) y 8 al grupo NE (2923, 5g31, 6p21, 7932,
14024, 16022, 16023, 18p112). Las bandas comunes en ambos grupos son; 5931, 14924,
18p112. Paraidentificar de forma precisa las bandas cromosomicas mas af ectadas por la
exposicion al fuel se ha empleado dos métodos estadisticos diferentes, método FSM y
longitud relativa de bandas (ver apartado 2.6 de material y métodos).

Longitud relativa de cromosomas y bandas

El andlisis estadistico teniendo en cuenta la longitud relativa de los cromosomas, ha
detectado, en € grupo E, existen 9 bandas cromosdmicas con mas roturas de lo que se
esperaria por su longitud. En e grupo E y NE 9 y 8 bandas cromosdmicas,
respectivamente, tenian significativamente mas roturas de o que se esperaria por su
longitud.

Grupo E

1922, 6p11.2, 6p21.2, 9q13, 12p13.1, 17p1l1.2, 17921, 18p11.2, 19p13.2.

Grupo NE

2023, 6p21.2, 7932, 9q13, 9932, 14924, 16022, 16023.

Las bandas cromosomicas, 6p21.2 y 9913, estaban muy afectadas en los dos grupos

Método FSM
Segln e programa estadistico FSM, para considerar a una banda cromosdmica més
sensible alarotura (mas frégil) tenia que presentar, al menos, 4 roturas. En el grupo E las

bandas especiamente sensibles a la exposicion a fuel han sido: 17921 (8 roturas), 9922
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(5 roturas), 14924 y 18p112 (4 roturas). En e grupo NE la banda més afectada por las
roturas ha sido: 14924 (4 roturas).
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Figura 22. ldeograma mostrando la distribucion de los puntos de roturaimplicados en lesiones y alteraciones
cromosomicas estructurales. Cada circulo indica un punto de roturade unalesién cromosdmicay cadatridngulo
un punto de rotura de una alteracion estructural. A laizquierda, color verde, se muestran las roturas observadas
en e grupo NE y aladerecha, color rojo, las del grupo E.
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4.4. Resultados citogenéticos obtenidosen Prestige | y Prestigel |

4.4.1. Estudio global de seguimiento

Las lesiones y alteraciones cromosomicas estructurales observadas en los grupos de E y
NE en los dos estudios Prestige | y |1 se muestraen laTabla 19.

Tabla 19. Comparacion global de lesiones y ateraciones cromosdmicas estructurales obtenidas en los
estudios Prestige | y 11

Prestigel Prestigell
E (%) NE (%) p E (%) NE (%) p

N° individuos 91 46 52 44
Lesiones
cromosdmicas 100/9520 (1,1)  35/4859 (0,7) 0,187 112/5346 (2,1) 112/4540 (2,5) 0,24

Roturas

de crométide 21/9520 (0,2) 9/4859 (0,2) 4/5346 (0,1) 6/4540 (0,1)

de cromosoma 35/9520 (0,4) 7/4859 (0,1) 27/5346 (0,5) 16/4540 (0,4)
Alteraciones.
estructurales 196/2448 (8,0)  33/1285(2,6) 0,0001 98/1481 (6,6) 87/1260 (6,9) 0,82
Alteraciones

estructurales. +
roturas 818/9520 (8,6) 140/4859 (2,9) 0,0001  385/5346 (7,2) 335/4540 (7,4) 0,76

L esiones cromosomicas

En ninguno de los dos estudios, Prestige Il y Prestige I, se ha observado diferencias
significativas entre la frecuencia de lesiones cromosdmicas entre los grupos Ey NE. En
ambos estudios las roturas de cromosoma son mas frecuentes que las de cromatide. En €
estudio actual, Prestige Il, el nimero de lesiones cromosdmicas es mayor, tanto en €
grupo E como en e de NE, que e detectado hace 4 afios en el estudio Prestige |
(p=0,0001).

Alteraciones cromosdmicas estructurales

En la Figura 23 se comparan las ateraciones cromosomicas estructurales detectadas en
los grupos E 'y NE del estudio Prestige | y Prestige 1.
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EGrupoE
B Grupo NE

% de alteraciones estructurales
i

Prestigel Prestigell

Figura 23. Alteraciones cromosdmicas estructurales en los dos
estudios, Prestige | y 11

Las ateraciones cromosdmicas estructurales en los individuos E seis afios después de la
exposicion a fuel aln persisten, siendo su incidencia algo menor a la detectada
previamente en e Prestige | (p= 0,12). La frecuencia de ateraciones estructurales en e
grupo NE hasido mayor que la detectada en € Prestige | (p=0.0001).

Los tipos de alteraciones cromosomicas estructurales en los grupos E y NE obtenidas en
el estudio del Presige Il vs Prestige | quedan reflegjados en la Tabla 20.

En ambos grupos E y NE se observa que hay un predominio de alteraciones
cromosomicas estructural es desequilibradas tanto en €l Prestige | como Prestige |1, siendo
més frecuentes las deleciones y los cromosomas marcadores. Sin embargo a diferencia
delo queocurriaen el Prestige |, las ateraciones desequilibradas no muestran diferencias

significativas entre el grupo E 'y NE (p=0,78).

Alteraciones cromosomicas numéricas

En laTabla 21 quedan reflgadas las alteraciones cromosdmicas numeéricas en |os estudios
Presige | y Prestige 1.

La frecuencia de alteraciones cromosdémicas numéricas en el estudio del Prestige |1 es
menor a la observada en el Prestige | en ambos grupos E y NE. No observandose

diferencias entre E y NE estadisticamente significativas (p=0,09).
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Tabla 20. Tipos de alteraciones cromosomicas estructurales en los estudios globales del

restige | y Prestige 1.

Prestigel Prestigell
E NE p E NE p

N° de individuos 91 46 52 44
Alteraciones 196/2448  33/1285 98/1481  87/1260
estructurales % 8,0 2,6 0,0001 6,6 6,9 0,82
Equilibradas 12 7 0,8 2 1 0,66

trandocaciones

reciprocas 10 7 2 1

translocacion rob? 2 0 0 0
Desequilibradas 184 26 0,0097 96 86 0,78

deleciones 23 6 35 28

deleciones + ace? 9 3 10 4

fragm. aces 42 0 3 8

trandocacién no

equilibrada 23 3 8 3

trandocacion

dicéntrica 3 0 7 1

translocacion dic®

+del* + ace 1 0 1

translocacion +

del 0 0 2

anillo 9 0 3 1

marcadores 68 13 20 38

Lrob=robertsoniana, 2ace=acéntrico, 3dic=dicéntrico, ‘del=delecion

Tabla 21. Frecuenciay tipo de alteraciones cromosdmicas numéricas observada en Prestige | y Prestige 11

Prestigel Prestigell

E (%) NE (%) p E (%) NE (%) p
N° de individuos 91 46 52 44
M etafases cariotipadas 2448 1285 1481 1260
M etafases con alteraciones
numeéricas 437(17,9) 304 (23,7) 0,0001 203(13,7) 201 (15,9) 0,11
Alteraciones numéricas 614 (25,1) 417 (32,5) 0,0001 231(15,6) 228 (18,1) 0,09
Trisomias 67 (2,7) 48 (3,7) 0,11 34 (2,3) 29 (2,9) 0,99
Monosomias 547 (22,3) 369(28,7) 0,0001 197 (13,3) 199 (15,8) 0,07
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4.4.2. Estudio de seguimiento en los mismosindividuos

Para conocer s las frecuencia de lesiones y de alteraciones estructurales observadas a los
2 ahos de la exposicion al fuel (estudio Prestige I) se mantenian a los 6 afios (estudio
Prestige 1) se han comparado los resultados obtenidos en los mismos individuos,
excluyendo los 21 individuos NE afadidos en nuestro estudio. La Tabla 22 muestra los

resultados citogenéticos del estudio de seguimiento Prestige |1 vs Prestige .

Tabla 22. Resultados citogenético del estudio de seguimiento del Prestige Il vs Prestige |

Prestige I* Prestigell*
E (%) NE (%) P E (%) NE (%) p

N° de individuos 52 23 52 23
Lesiones 43/5392(0,8)  25/2443(1,0) 0,75 112/5346(2,1) 39/2365(1,6) 0,22
Rotura

de crométide 10/5392(0,2) 6/2443(0,3) 4/5346(0,1) 3/2365(0,1)

de cromosoma 13/5392(0,2) 5/2443(0,2) 27/5346(0,5) 3/2363(0,1)
Alteracion.
estructural 125/1377(9,1) 13/624(2,1) 0,0001  98/1481(6,6) 34/652(5,2) 0,25
Alteracion

estructural + rotura  512/5392(9,5) 62/2443(2,5) 0,0001 385/5346(7,2) 129/2365(5,5) 0,005

* incluyen solo los individuos en comin en ambos estudios

L esiones cromosdmicas

En el estudio de seguimiento, igual que en e estudio global, la frecuencia de lesiones
cromosomicas, tanto en los E como NE, era mayor que la detectada 4 afos antes. Al
andlizar € tipo de lesion teniendo en cuenta solo las roturas de crométide y de
cromosoma observamos que se producen més roturas de cromosoma en el grupo E, tanto

en Prestige | como en Prestige 11.

Alteraciones cromosomicas estructurales

La comparacion de ateraciones cromosomicas estructurales detectadas en € estudio de
seguimiento del estudio Prestige Il vs Prestige | se muestraen la Figura 24.

Las alteraciones cromosomicas estructurales en € grupo E seis afios después de la
exposicion a fuel aln persisten aunque su incidencia es menor ala detectada previamente

en €l Prestige | (p= 0,02), no observandose diferencias significativas entre los grupos E y
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NE (p=0,25). Sin embargo, en el grupo NE el nimero de alteraciones estructurales era
mucho mayor al detectado en el Prestige | (p=0,005).

BGrupoE
B Grupo NE

% de alteraciones estructurales
T

Prestige I* Prestigel1*

Figura 24. Alteraciones cromosdmicas estructurales en Prestige
Iy I1, incluyendo sdlo los individuos comunes en ambas series.

Al agrupar las alteraciones cromosomicas estructuraes y las lesiones provocadas por
roturas (de cromatide y de cromosoma) € porcentgje de dafio cromosdmico claramente
aumenta. Observando que en el Prestige Il, los E presentan mas dafio vs. los NE
(p=0,005).

Los tipos de alteraciones cromosomicas estructurales en los individuos E y NE obtenidas
en el estudio de seguimiento (solo los mismos individuos) del Prestige | y Prestige Il
quedan reflgjadas en la Tabla 23.

En ambos estudios, Prestige | y Prestige I, se observa un predominio de alteraciones
cromosomicas estructurales desequilibradas en individuos E y NE, siendo las méas
frecuentes las deleciones, los fragmentos acéntricos, los cromosomas marcadores y las
translocaciones. Sin embargo, a diferencia del Prestige |, en este estudio las diferencias
de alteraciones desequilibradas entre E y NE, no son significativas (p=0,30).

Alteraciones cromosomicas numéricas

L as ateraciones cromosomicas numeéricas en el estudio de seguimiento del Prestige Il vs
Prestige | pueden observarse en la Tabla 24. Las dteraciones cromosomicas numéricas
seis afos después de la exposicion al fuel en los dos grupos de individuos fue menor ala

detectada previamente en € Prestige |. La frecuencia de alteraciones es mayor en NE vs
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E, siendo estas diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en los dos
estudios Prestige | y Prestige I1.

Tabla 23. Tipo de alteraciones cromosomicas estructuralesen Prestigel y 1

Prestige I * Prestigel1*
E (%) NE (%) p E (%) NE (%) p

N° deindividuos 52 23 52 23
Alteraciones
estructurales 125/1377 (9,1) 13/624 (2,1) 0,0001 98/1481 (6,6) 34/652(5,2) 0,25
Equilibradas 10 3 0,74 2 1 092

translocacion

reciproca 6 3 2 1

translocacion

rob’ 2 0 0 0
Desequilibradas 115 9 0,0001 96 34 0,30

deleciones 15 4 35 12

deleciones +

ace? 4 0 10 2

acéntricos 31 0 3 6

translocacion

no equilibrada 10 2 8 2

translocacion

dicéntricas 3 0 7 1

translocacion

dicéntrica+

del® + ace 2 1 0 0

translocacion +

del 0 0 0 1

anillo 7 0 3 1

marcadores 43 3 20 9

* incluyen solo los individuos en comun en ambos estudios,

Lrob=robertsoniana; 2ace=acéntrico; 3del=delecion

Tabla 24. Alteraciones cromosdmicas numeéricas en Prestigel y Il

Prestige I * Prestigel1*
E (%) NE(%) p E (%) NE (%) p
N° deindividuos 52 23 52 23
M etafases cariotipadas 1377 624 1481 652

Metafases con a numéricas 258 (18,7)  142(22,8) 0043  203(137) 116(17,8) 0,018

Alteracionesnuméricas 359 (26,1) 205(328) 0002 231(156) 148(22,7) 0,0001
Trisomias 49 (3,6) 24(38) 0,036 34 (2,3) 20(31) 037
Monosomias 310(22,5 181(290) 0002 197(133) 128(19,6) 0,0002

* incluyen solo los individuos en comin en ambos estudios
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4.4.3. Asociacion entreexposicion al fuel y dafio cromosomico en Prestige |l vs
Prestigel

La exposicién a fuel y la presencia de lesiones y alteraciones cromosomicas observadas

en d Prestige Il y Prestige | por individuo se muestran en laTabla25y 26.

Tabla 25. Asociacion entre exposicion al fuel y lesiones cromosdmicas por individuo

Prestigel Prestigell

E(%) NE(%) OR(9%CI) E(%) NE(%) OR (95% Cl)

Individuos. sin lesién 42 26 10 8

Ilggllwi?:lrjgrgg&mica 49(539) 20(435) 1,3(08-20) 42(808) 36(8L8) 09(0,7-12)
Gaps 31(425) 15(36,6) 14(0824) 36(783) 34(8L,0) 0,9(0,6-12)
de crométide 27(39,1) 11(29,7) 15(08-30) 34(77,3) 31(795) 0,9 (0,6-13)
de cromosoma 6(12,5) 5(16,1) 09(0,3-31) 17(63,0) 18(69,2) 0,9(0,5-1,6)
Roturas 31(425) 13(333) 17(09-31) 21(67,7) 13(619) 1,0(0,6-18)
de crométide 17(288) 8(235) 15(07-35) 4(286) 6(429 0,7(02-25)
de cromosoma 18(30) 7(21,2) 21(09-50) 20(667) 10(556) 1,1(0,6-2,1)

Tabla 26. Asociacion entre exposicion al fuel y alteraciones cromosomicas estructurales por individuo

Prestigel Prestigell
E (%) NE (%) OR (95% CI) E (%) NE (%) OR (95% CI)
Individuos sin
ateracion
estructural 27 25 15 11 1(ref)
Individuos con
alteracion
estructural 64(70,3)  21(45,7) 3,2(2,1-48) 37(71,2) 33(75,0) 0,8(0,6-1,1)
Alteraciones
equilibradas 11(29,0) 7(21,9) 2(0,8-5,1) 3(16,7) 1(8,3) 1,8(0,2-18,7)
Alteraciones
desequilibradas 62(69,7)  17(40,5) 3,7(2,3-6,00 36(70,6) 33(75,0) 0,8(0,6-1,1)
deleciones 29(51,8) 8(24,2) 24(1,1-52) 28(65,1) 23(67,6) 0,9(0,6-1,4)
translocaciones 24(47,1) 4(13,8)  5,2(1,8-15,2) 9(37,5) 10(47,6) 0,9(0,4-2,1)
anillo 8(22,9) 0(0,0) 11,2(1,7- Inf) 3(16,7) 1(8,3) 1,7(0,2-17,0)
acéntricos 18(40,0) 0(0,0) 16,6(2,8-Inf)  12(44,4) 10(47,6) 0,8(0,3-1,8)
marcadores 30(52,6) 9(26,5) 3,3(1,6-7,1) 18(54,5) 19(63,3) 0,7(0,4-1,3)
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Al contrario que en e Prestige I, en nuestro estudio de seguimiento no se ha detectado
ninguna asociacion entre exposicion a fuel y presencia de lesiones cromosomicas,
exceptuando las roturas de cromosoma. Unicamente, en Prestige |1, se observa asociacion

con las alteraciones equilibradas y los anillos.

4.4.4. Cromosomasy bandas cromosdmicas mas afectadas en Prestige || y Prestigel

L os cromosomas, brazos cromosomicos y bandas mas af ectadas en los dos estudios se
muestraen laTabla27. El cromosoma 17y el brazo cromosdmico 2q se han observado
en € grupo E de ambos estudios. Labanda 9913 ha sido la Unica observada en Prestige |

y Prestige |1, a tener en cuentalalongitud relativa de bandas.

Tabla 27. Cromosomas, brazos cromosomicos y bandas més afectadas en Prestige | y |1

Prestigel Prestigell
GrupoE Grupo NE Grupo E Grupo NE
Crom. més afectados 3, 10, 17, 18 1,8,14 17 16, 2
Brazo corto 3p,16p,17p 1p, 6p, 8p 18p, 19p 5p,18p,
Brazo largo 20,50,100,18q 1q, 30, 79, 8q, 149 29,909,179 29,169
FSM 2021, 3927, 5931 17921, 9922, 14924
14924, 18p11.2
Longitud relativa de 1p34.1, 2021, 9931 1922, 6p11.2, 2023, 6p21.2,
bandas 3027, 4933, 9913, 6p21.2, 7932, 9913,
12911, 13q11, 9913,12p13.1, 9932, 14q24,
17p12, 18g11.2 17p11.2,17921, 16022, 16023

18p11.2, 19p13.2

4.5. Individuos con cancer

El estudio citogenético se ha llevado a cabo a partir de cultivos de linfocitos de 48 y 72
horas en 9 individuos, 7 con cancer y 2 con tumores benignos. En € anexo 4 se detalla

| os resultados obtenidos en cada uno de los individuos.
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45.1. Lesionescromosdmicas

Se han analizado 1765 metafases, de las que 939 proceden de cultivos de 48h y 826 de
72h (Tabla 28). Las frecuencias de |esiones cromosdmicas observadas en ambos tipos de

cultivos fueron similares (p= 0,79).

45.2 Alteraciones cromosomicas estructurales

Se han realizado 389 cariotipos, todos los individuos presentaban cariotipo normal (3
casos 46,XX y 6 casos 46, XY). Dado que un caso (individuo 4) presentaba valores muy
atos de dteraciones estructurales (68 alteraciones en 29 células) no se tuvo en cuenta en
la comparacion global de resultados para no distorsionar los resultados. EnlaTabla 29 se
muestra la frecuencia y tipos de ateraciones cromosdmicas estructurales en ambos
cultivos de 8 individuos. En ambos tipos de cultivos predominaban las alteraciones
desequilibradas (deleciones, fragmentos acéntricos y cromosomas marcadores).

La frecuencia de dafio cromosdmico por individuo detectado a partir de ambos cultivos
queda reflgjado en la Figura 25 observandose diferencias en la incidencia de lesiones y

ateraciones estructurales segun se analice un cultivo de 48h o de 72h.

Tabla 28. Frecuenciay tipo de lesiones cromosdmicas detectadas en ambos grupos

Cultivo 48h Cultivo 72h p
N° de individuos 9 8
M etafases analizados 939 826
Metafases con lesiones (%) 20(2,1) 20 (2,4) 0,80
L esiones cromosdmicas (%) 21 (2,2) 21 (2,5) 0,79
Gaps 13 11 0,92
de crométide 9
de cromosoma 4
Roturas 8 10 0,48
de crométide 4
de cromosoma 4
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Tabla 29. Frecuenciay tipo de ateraciones cromosdmicas estructurales en individuos con

cancer
Cultivo 48h Cultivo 72h p
N° deindividuos 8 8
M etafases cariotipadas 177 212
Mctafases :?(yaoj)tera‘“ ones 8 (4,5) 9(4,2) 0,88
Alteraciones estructurales (%) 9(5,1) 17 (8,0 0,34
Equilibradas 2 1 0,88
translocaciones reciprocas 2 1 0,88
Desequilibradas 7 16 0,20
deleciones 1 2 0,67
delecion + aceéntricos 0 1 0,36
fragmentos acéntricos 1 7 0,12
translocaciones no equilibradas 2 0 0,40
anillo 1 0 0,93
marcadores 2 6 0,41

4.5.3. Cromosomasy bandas cromosdmicas

Mediante bandeo cromosdmico se han identificado un total de 30 puntos de rotura en
cultivo de 48h y 26 en cultivo de 72h excluyendo el individuo 4 por presentar un
elevadisimo nimero de rotura (68 en 29 células). Todos los puntos de rotura detectados
con tincién uniforme fueron localizados con bandas G. La distribucién de los puntos de
rotura en e ideograma humano se muestra en la Figura 26. Los cromosomas o brazos
cromosomicos més afectados han sido: brazo 1q en cultivos de 48h y cromosoma 6 y
brazo 16q en 72h.

Al analizar en cada individuo las bandas méas afectadas, aunque € nimero de roturas es
muy bajo, hemos detectado 3 bandas, 1g21,6qg21,14¢22, con dos roturas (Tabla 30).
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N°de lesion o ateracion estructural

N°de lesion o alteracion estructural

N°delesién o ateracion estructural

O Lesiones

@ Alteraciones estructurales
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Individuos cultivo 48h

O Lesiones

B Alteraciones esturcturales
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Individuos cultivo 48h

O Lesiones
B Alteraciones estructurales

Figura 25. Lesiones y alteraciones cromosdmicas estructurales por individuo.

Individuos cultivo72 h

Arriba

Cultivo de 48h, sin incluir € individuo 4. Medio: Cultivo de 48h con todos los individuos.
Abgjo: Cultivo de 72h, sinincluir € individuo 4.
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Figura 26. Ideograma con los puntos de rotura observados en los individuos con cancer. A la
derecha estdn marcados los puntos observado en los cultivos de 72h y alaizquierda los puntos
de rotura observados en los cultivos de 42h. Los puntos de color rojo pertenecen al individuo
4.

Tabla 30. Bandas cromosdmicas més afectadas en individuos

con cancer

Individuo
Banda 1 6 8
1921 2(48h) - -
6021 - 1(72h) 1(72h)
14922 1(48h) 1(48h) -
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Discusion

5.1. Relevancia del estudio genotoxico de seguimiento Prestige |

El andlisis realizado en este trabajo constituye un “estudio genotdxico de seguimiento” de
pescadores que participaban en la limpieza del fuel vertido por € petrolero Prestige. Un
estudio de seguimiento, de proyeccién o de incidencia, tiene como objetivo medir causalidad
entre factores de riesgo y la enfermedad a estudiar. Pero ¢cudl fue larazdn de llevar a cabo
este estudio genotdxico de seguimiento? En e estudio genotdxico previo, Prestige I,
realizado dos afios después de la exposicion a fuel, los individuos expuestos a fuel
presentaban mas alteraciones cromosdmicas estructurales que los no expuestos (Rodriguez-
Trigo et al., 2010; Monyarch, tesis doctoral, 2010). Estos resultados, ademas de inesperados
por el tiempo transcurrido desde la exposicién, fueron preocupantes debido a la asociacion
entre € incremento de alteraciones cromosdmicas y un mayor riesgo a desarrollar cancer
(Bonassi et al., 2000; Hagmar et al., 2004; Bonassi et al., 2008). La presencia de
ateraciones cromosdmicas 2 afos después de la exposiciéon a fuel sugeria que algunos
compuestos quimicos, presentes en el fuel, podian permanecer en € cuerpo durante afios.
Otra posibilidad era que las células de la médula 6sea hubieran sido afectadas, 10 que
implicaba unamayor predisposicion a desarrollar algin tipo de neoplasia hematol 6gica.

El interés cientifico y social derivado del estudio hizo que las autoridades sanitarias del FIS
solicitaran al Grupo SEPAR-Prestige llevar a cabo un estudio de seguimiento para conocer Si
las ateraciones cromosdmicas persistian 0 habian desaparecido, ya que las consecuencias
clinicas derivadas podian ser graves. Pero, ¢cud era el tiempo que debia transcurrir para
realizar este estudio de seguimiento? La vida media de los linfocitos en sangre periférica se
estima que es de cinco a siete afios (Sprent y Tough, 1994), asi pues, si € estudio de
seguimiento se redlizara cuando la mayoria de los linfocitos se hubieran renovado,
podriamos saber s las células de la médula Gsea habian sido afectadas o no. Este estudio,
Prestige 11, se realizo 6 afios después de la exposicion y constituye, hasta é momento, €
unico estudio de seguimiento de una exposicion aguda a fuel.

Otro aspecto relevante de ambos estudios, Prestige | y 11, ha sido la aplicacion de criterios
estrictos de seleccion de individuos, gracias ala altatasa de participacion de pescadores en €
estudio, una de las méas dtas descritas en estudios epidemiolégicos. En € Prestige | se
consiguid contactar con aproximadamente 10.000 pescadores pertenecientes a diferentes
cofradias, de los que un 76% (6.780 individuos) (Zock et al., 2007) contestaron
satisfactoriamente los cuestionarios, elaborados especificamente para el estudio SEPAR-
Prestige (Monyarch, tesis doctoral 2010). Esta ata tasa de colaboracion hizo posible
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establecer criterios de seleccién muy restrictivos, seleccionando solo los individuos mas
expuestos (E) y los menos expuestos (NE). En e estudio genotoxico del Prestige | se
seleccionaron un total de 137 individuos, es decir, un 1,37% de los individuos encuestados.
En el estudio de seguimiento de genotoxicidad, Prestige I1, |a tasa de participacion ha sido
del 93% en e grupo E y 88% en e grupo NE (Zock et al., 2012), siendo finamente incluidos
en € estudio genotoxico € 57% de los E y 50% de los NE. Aunque no existen estudios
similares para comparar |la tasa de participacion, consideramos que ésta es muy ata, teniendo
en cuenta que los individuos no recibian ninglin tipo de compensacion econdmica. Ademas,
los pescadores, después de faenar en el mar, se dirigian a la Unidad Movil donde se
realizaban las pruebas funcionales y la obtencion de muestras (horario de 17-24h). Hay que
destacar € atruismo de estos pescadores que esperaban la llegada de la Unidad Mavil con
[luvia, viento, nieve y mucho frio (noviembre a abril). El estudio genotoxico del Prestige Il
constituye el primer estudio de seguimiento de la exposicion aguda a fuel puesto que €
unico estudio realizado un afno después de la exposicién aguda no analizaba los mismos
individuos que en €l primer estudio (Coleet al., 1997).

Los estudios de genotoxicidad del Prestige | y 1l son, hasta el momento, los Unicos que han
analizado la exposicion aguda a fud en un elevado nimero de individuos muy

seleccionados, amedio y largo plazo (2 y 6 afios después de la exposicion).

5.2. Caracteristicasde la poblacion estudiada en € Prestigel|

En e estudio del Prestige | el nimero de individuos estudiados E y NE no fue equivalente
(91E y 46NE) lo que obligé a gjustar los andlisis estadisticos. En el estudio de seguimiento
del Prestige Il ademas de los 75 individuos anteriormente estudiados (52E y 23NE) se
incluyeron 21 nuevos individuos NE que cumplian todos los criterios de seleccidon, con €l fin
de obtener una distribucién mas equilibrada entre los dos grupos (52E vs 44NE). La Figura
27 muestra ladistribucion de los individuos E y NE estudiados en ambos estudios, Prestige |
y I, y los individuos comunes a ambos estudios.

En el estudio del Prestige | los individuos E eran més jévenes que los NE (p=0,012), (media
de 49 anos en E y de 53 afios en NE). Al incluir nuevos individuos NE (Prestige 1) las
diferencias de edad se igualaron no observandose diferencias entre ambos grupos (53,6 afios

en d grupo Ey 56,3 afios en e grupo NE).
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Figura 27. Distribucion de individuos E y NE en los estudios Prestige | y 11

La distribucion de sexo también se igualé, con nuevos varones NE. En ambos estudios,
Prestige | y 1, participaron més mujeres que hombres (65,7% mujeres en Prestige | y 74 %
Prestige I1). En el presente proyecto, Prestige 11, aunque no se observan diferencias ni en la
edad ni en € sexo entre los grupos E y NE, un estudio més detallado ha revelado que los
hombres eran més jovenes que las mujeres en ambos grupos. Por este motivo en los andlisis

estadisticos | os resultados citogenéticos se han ajustado los por edad y sexo.

Aungue la poblacion general estd expuesta a determinados agentes como € benceno
(gasolina del coche, humo de los escapes de los automoviles, humo del tabaco, etc.) solo se
considera exposicion cronica a fuel la que padecen los trabgjadores de petroquimicas,
refinerias, aviacion y de determinados tipos de fabricas (zapatos, pinturas, de pavimentacion,
de maquetas etc.), entornos industriadles y, por Ultimo, trabajadores de gasolineras y agentes
de tréfico. Desde 1989, se han publicado 37 estudios genotoxicos de dicha exposicion
(revisado por Monyarch, 2010; Sellappa et al., 2011; Diler y Celik, 2011; Erdem et al.,
2012). En la mayoria de estos estudios € ndimero de individuos expuestos analizados es
variable y solo en nueve publicaciones se superalos 50 individuos (Tabla 31).
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Tabla 31. Estudios genotdxicos de exposicion cronica con més de 50 trabajadores

expuestos

: . N° . Fumado
Autores Tipo detrabajo trabajador s Biomar cador
Pitarque et al., 1996 Gasolineras 50E/43NE MN/- ?
Tuncay Egeli, 1996 Fabricade zapatos  58E/20NE CA/+ Si/-
Surraleset al., 1997 Petroquimicas 56E/28NE MN/- Si/-
Pitarque et al., 2002 Féabricade zapatos  52E/36NE MN/+ SCE/- Si/+
Carere et al., 2002 Policias de trafico 133E/57NE SCE- Si/+

Cometa/-

Kimetal, 2004~ [21020eCOR  y7gmmeNE A Sil+
Garte et al., 2005 Petroquimicas 158E/50NE SSB/+ Si/-
Pandey et al., 2008  Gasolineras 100E/100NE Cometal+ MN/+ Sil+
Diler et al., 2011 Féabrica de maquetas 50E/50NE MN/+ Si/+

S0lo en tres de estas 37 publicaciones se realizaron estudios de seguimiento a pesar de que,
a tratarse de una exposicion en € lugar de trabgjo, es méas facil la colaboracion de los
afectados (Tompaet al., 1994; Karacic et al., 1995; Pitarque et al., 2002).

Los individuos que participaron en las labores de limpieza del fuel vertido por € Prestige
estuvieron sometidos a una exposicion aguda a fuel. Este tipo de exposicion sdlo se
produce en momentos puntuales y acostumbra a ser intensa, dando lugar a exposiciones
durante dias, semanas y, en algunos casos, incluso meses. A diferencia de la exposicion
cronica, no existen muchos estudios que analicen el dafio genotoxico de individuos
expuestos de forma aguda. En total, se han publicado 9 trabajos de los que 7 se han llevado
acabo en individuos expuestos a fuel vertido por el Prestige (Tabla 32).

El nimero de individuos expuestos estudiados es variable, oscilando de 10 a 180 con
proporcion similar de hombres y mujeres, excepto dos estudios (Clare et al., 1984; Cole et
al., 1997) que incluyen sblo hombres. A excepcion del estudio realizado por Clare et al.
(1984), la edad de | os participantes ha sido tenida en cuenta en € resto de estos trabajos. Los
biomarcadores utilizados se resumen en la Tabla 32 observandose que solo un grupo (Clare

et al., 1984) utiliza, como nosotros, |as ateraciones cromosdmicas.
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Tabla 32. Estudios genotoxicos realizados en individuos expuestos al fuel vertido por

petroleros.
Petrolero Autor, afio N° Biomarcadores/ Fumadore
individuos  resultados s
Barcoa Clareetal., 1984 10E/ SCE/ + ?
puerto de 11 NE
Stanlow CA /-
Braer Coleet al., 1997 20 E/7 NE Aductos de DNA/ - No
20 E/4ANE
Laffonetal.,, 2006 34E/ 35 Ensayo Cometa/ + Si
NE MN /-
Pérez-Cadahia et 68 E/ SCE/ + Si
al., 2006 42 NE prolactinay cortisol
Polimorfismos
Pérez-Cadahia et 68 E/ Ensayo cometa/ + Si
al., 2006 42 NE SCE/ +
MN / +
o Pérez-Cadahia et 179E SCE/ + Si
ﬁ al., 2008 Ensayo cometa/ +
o MN/ +
prolactinay cortisol
Pérez-Cadahia et 159 E/ MN / + Si
al., 2008 60 NE Polimorfismos
Pérez-Cadahia et 180 E/ Ensayo cometal + Si
al., 2008 60 NE Prolactinay cortisol
Polimorfismos
Rodriguez-Trigoet 91 E/ Lesiones crom./ - No
al., 2010 46 NE Alteraciones crom. / +
Presentetrabajo = 52E/44 NE  Lesionescrom./ - No

Alteraciones crom. /-

5.3. Efecto genotdxico causado por exposicion aguda al fuel

Todos los estudios genotdxicos de la exposicion a fuel, incluido € presente estudio, se han
llevado a cabo a partir de linfocitos procedentes de sangre periférica, debido a que los
linfocitos son células que circulan por todo € cuerpo vy, por tanto, estan expuestos a los
agentes téxicos pudiendo mostrar € dafio reciente de la exposicion a dichos agentes. Sin
embargo, a veces, |os agentes quimicos no siempre entran directamente a la sangre (pasan

por el filtro “metabolico” del higado), por lo que la piel constituye otro tipo de muestra
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idonea para andizar € efecto de la exposicion siempre que € agente tdxico sea absorbido
por esta via (Garcia-Sagredo, 2008). A partir del dafio genotoxico observado en linfocitos es
dificil estimar el dafio en otros tejidos/6rganos. Asi por jemplo, si la exposicion aun agente
toxico conduce a su inhaacion, las células de los pulmones pueden estar més dafiadas que
los linfocitos y por o tanto posiblemente se estaria infravalorando el dafio en estas células S
la analizamos en linfocitos. A pesar de las limitaciones de los estudios genotoxicos, se
estima que el dafio observado en linfocitos reflga relativamente bien los dafios generados en
otro tipo de célula (Hagmar et al., 1994; Norpaet al., 2006).

5.3.1. Prestige| y I versus otros estudios genotoxicos de exposicion aguda al fuel

Diferentes estudios han mostrado la existencia de una asociacion entre dafio genotoxico y
grado de exposicion aguda a fuel utilizando para su andlisis diferentes biomarcadores y
digintos criterios de seleccion de participantes del estudio (Tabla 32). Entre los
biomarcadores mas utilizados estén los SCE, los aductos de DNA, el ensayo cometa 'y los
micronucleos. Solo un estudio (Clare et al., 1984), aparte los del Prestige | y 11, ha utilizado
|as alteraci ones cromosdmicas como biomarcador. A diferencia de nuestros resultados, estos
autores no encuentran ninguna asociacion entre grado de exposicion y dafio cromosomico,
aunqgue si detectan un incremento de SCE con € grado de exposicion. Los SCE son muy
sensibles a bagjas dosis de exposicion, pudiendo detectar dafio genotoxico a dosis mucho més
bajas que las que se requieren para producir alteraciones cromosomicas. Sin embargo, en los
ultimos afos, el uso de los SCE como biomarcador haido disminuyendo ya que un aumento
de SCE no se asocia a un mayor riesgo a padecer cancer (Bonassi et al., 2004; Suspiro y
Prisa, 2011). El ensayo cometa es el que muestra mas sensibilidad en la deteccion del dafio
del DNA recién producido, siendo un excelente biomarcador de exposicion. Asi, Laffon et
al. (2006) y Perez-Cadahia et al. (2006 y 2008) encontraron un incremento de este
biomarcador en los individuos mientras realizaban tareas de limpieza del fuel vertido por €l
petrolero. Sin embargo, € ensayo cometa no se considera un buen biomarcador de efecto
para estimar el riesgo de padecer cancer puesto que € dafio detectado se repara fécilmente
(Suspiro y Prista, 2011). Otro excelente biomarcador son los MN ya que se ha observado
que altas tasas del mismo estan asociadas a un mayor riesgo de padecer cancer (Bonassi et
al., 2007). Se han descrito frecuencias elevadas de MN en sindromes de inestabilidad
cromosomica que presentan un alto riesgo de padecer cancer y en linfocitos de pacientes con
varios tipos de tumor comparado a individuos sanos (Rosin y German, 1985; Duffaud et al.,

1997). Edtareacion entre incremento de MN vy riesgo de desarrollar cancer llevé a Perez-
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Cadahia et al. (2008) a andizar los MN en individuos expuestos al fuel, detectando niveles
més altos de MN en los individuos muy expuestos. En el Prestige | realizamos €l primer y
anico estudio, hasta e momento sobre la incidencia de MN dos afios después de la
exposicion y no detectamos variaciones entre E y NE (Biern, 2010). Estos resultados
sugieren que los MN no constituyen un excelente biomarcador para detectar efectos
genotdxicos cuando €l agente tdxico estd ausente.

Otra diferencia entre los estudios de genotoxicidad del efecto agudo a fuel es el momento en
gue se obtuvo lamuestra. En la mayoria de ellos, la muestra se obtuvo durante la exposicion
0 poco después (4 a 6 meses mas tarde). En cambio, en los proyecto Prestige | y Prestige 11
habian transcurrido 2 y 6 afios desde la exposicion, siendo los dos Unicos estudios de
genotoxicidad a medio y largo plazo de exposicion aguda al fuel. El dafio cromosdmico
detectado, en € Prestige | y € Prestige |1, contrasta con los resultados obtenidos por Cole et
al. (1997) los cudes, utilizando aductos de DNA como biomarcador, no detectaban ninglin
efecto genotdxico un afio después de la exposicion al fuel. Estos resultados sugieren que la
deteccion de ateraciones cromosomicas congtituyen un biomarcador mas idoneo para
estudios genotoxicos amedio y largo plazo que los aductos de DNA.

En cuanto alos criterios de seleccion de los participantes, en nuestro estudio se han excluido
totalmente los individuos fumadores, criterio no utilizado en ninguno de los otros trabajos,
dada la clara evidencia existente entre consumo de tabaco e incremento de alteraciones
cromosomicas (Littlefield y Joiner, 1986; Tawn y Whitehouse, 2001; Zhang et al., 2002; de
la Chica et al., 2005; McHale et al., 2008; Mateuca et al., 2012). El dafio genotoxico
detectado en individuos expuestos s son fumadores podria estar mal valorado ya que el
tabaco podria producir un enmascaramiento, efecto aditivo o potenciar €l efecto genotoxico
del fue

Después de |a catéstrofe del Prestige, no se han publicado estudios genotoxicidad en ninguno
de los 3 grandes vertidos de fuel, el petrolero Tasman Spirit de Pakistan (2003), € petrolero
Hebel Spirit de Corea (2007), y € accidente de la plataforma petrolera del golfo de Méjico,
Deepwater Horizon (2010) a pesar de su cercania a las costas. En € disefio de los dos
ultimos accidentes para evaluar e efecto del fuel sobre la salud humana han participado
miembros del grupo SEPAR-Prestige.
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5.4. Comparacion deresultados citogenéticos del Prestigel y 11

Lo que diferencia los estudios realizados en el Prestige | y Prestige Il con el resto son, sobre
todo, tres aspectos: utilizacion de ateraciones cromosdmicas como biomarcador, obtencion
de muestras sin estar presente el fuel (2 y 6 afios después) y los criterios extremadamente
rigurosos de seleccion de los individuos E y NE, descartandose todos los individuos que
fumaban. El estudio de seguimiento del Prestige |1 tiene un disefio idéntico a del Prestige |
(Rodriguez- Trigo et al., 2010, Monyarch, 2010) efectuandose 4 afios después.

54.1. Frecuenciay tipo de dafio cromosdmico: Estudio de seguimiento

La variabilidad individual es un factor importante a tener en cuenta en estudios genotoxicos
ya que unos individuos pueden presentar un grado elevado de lesiones y alteraciones
cromosomicas estructurales mientras otros no, independiente de s son individuos E o NE.
Para minimizar la variabilidad individual en estos estudios es importante elegir un grupo
relativamente homogéneo, por egemplo redizar trabgos similares, lugar de residencia
comun, edad, sexo y hébitos de consumo (alcohol, tabaco, medicamentos etc.) smilares. En
nuestro estudio se ha tenido en cuenta estos factores de confusion gjustando los valores
correspondientes al dafio citogenético, por edad y sexo. Ademés, dada la clara evidencia
existente entre consumo de tabaco e incremento de alteraciones cromosomicas (de la Chica
et al., 2005; Mateuca et al., 2012) se han excluido los individuos fumadores, tanto en E
como NE. La variabilidad genética también aporta una gran parte de la susceptibilidad
individual complicando la interpretacién de los valores observados. La susceptibilidad
individual incluye polimorfismos en genes responsables de metabolismo o de reparacion del
DNA, pueden ser variabilidades en los genes de microRNAS, variaciones estructurales, tales
como CNV o DS, diferentes patrones en la metilacion dd DNA o de histonas. Pérez-
Cadahia et al. (2008) han estudiado los polimorfismos, tanto de genes responsables del
metabolismo de enzimas xenebidticos como de genes responsables de la reparacion del
DNA, observaron que ciertos aelos de estos genes estdn asociados a un aumento de
micronucleos. En el presente estudio, dado que se ha observado |a existencia de variabilidad
interindividual en ambos grupos, E y NE, se han utilizado los valores citogenéticos como
unamedia del grupo y no como valoresindividuales.

Otra valoracion preliminar es que € dafio cromosdmico descrito en este estudio esté
infravalorado ya que para conseguir un buen crecimiento celular se realizaron cultivo de 72h
frente a los cultivos tradicionales de 48h utilizados en los estudios de genotoxicidad. Las

alteraciones cromosomicas estructurales, sobre todo las desequilibradas, detectables en la
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primera division (48h) podrian perderse en la siguiente division celular originando apoptosis
y por tanto no se contabilizarian alas 72h (Sasiadek et al., 1989).

L esiones cromosdmicas

En e estudio de seguimiento, al comparar las lesiones cromosdémicas detectadas en los
grupos E y NE (incluidos los 21 individuos nuevos) observamos que hay muchas mas
lesiones cromosdmicas en ambos grupos que en € estudio del Prestige | pero no se
observaban diferencias significativas entre E'y NE.

Muchos autores analizan por separado las lesiones tipo cromosoma y tipo crométide,
excluyendo los gaps (Hagmar et al., 2004; Rossner et al., 2005; Bofetta et al., 2006; Bonass
et al., 2008). Segun estos autores, los diferentes tipos de lesiones se inducen segiin los
digtintos mutégenos, asi la radiacién ionizante y los quimicos radiomiméticos producen
lesiones tipo cromosoma, mientras la mayoria de agentes quimicos dan origen alesiones tipo
cromatide. Laataincidencia de roturas de cromosoma en E y NE, tanto en Prestige | como
en Prestige |l, sugiere que €l dafio producido por e fuel origina mas lesiones tipo
cromosoma. Esinteresante destacar que en los articul os publicados por Rossner et al. (2005)
y Bofetta et al. (2006), sugieren que € riesgo de padecer cancer se relaciona

fundamental mente con lesiones tipo cromosoma.

Alteraciones cromosdmicas estructurales

En los estudios genotoxicos es sumamente importante conocer la incidencia de ateraciones
cromosomicas en la poblacion ya que conocer los valores “normales” permite indicar si 1os
valores en poblaciones expuestas a un agente toxico son altos 0 no. No obstante, todavia no
se ha establecido cual es la incidencia “normal” en individuos sanos, pero se acepta que el
porcentgje de células con dteraciones cromosdmicas oscilaba en € rango de 0,35% a 3,1%
(revisado por Monyarch, 2010). En un trabajo mas reciente realizado por Suspiro y Prista
(2011) este rango es algo mayor de 0,68% a 4,6 %, con un promedio de alteraciones del
2,1%.

Otro aspecto importante cuando se desea comparar |os resultados con los obtenidos en otros
estudios genotdxicos es €l hecho que en la mayor parte de ellos en caso de utilizar como
biomarcador las alteraciones cromosdmicas se excluyen los gaps ya que andizan los
cromosomas directamente con bandas G; es decir las ateraciones cromosdmicas que se
describen son una suma de alteraciones estructurales y de lesiones cromosomicas debidas a
rotura (Hagmar et al., 1994; Smerhovsky et al., 2001; Rossner et al., 2005; Bonassi et al.,
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2008). En nuestro andlisis citogenético se han incluido los gaps ya que hemos utilizado la
tincion uniforme para la deteccion de ambos tipos de las lesiones (gaps y roturas) con € fin
de no infravalorar € dafio genotoxico producido por € fuel. En el Prestige I, a agrupar las
alteraciones cromosomicas estructuras y las roturas no se observan diferencias entre E'y NE,
pero s se consideran solo los individuos NE previamente estudiados estas diferencias entre E
y NE son significativas (p=0,005).

En € Prestige I la incidencia de alteraciones estructurales en los individuos E sigue siendo
ata, aunque algo menor a la detectada previamente en el Prestige |, siendo en ambos casos
superiores a la frecuencia que presenta la poblacion. Estos resultados indican que € dafio
genotoxico debido ala exposicion al fud persiste 6 afios después, 1o que indica que € dafio
puede haber afectado alamédula dsea.

Un hallazgo inesperado ha sido la deteccion del aumento significativo de alteraciones
estructurales en los NE del estudio del Prestige 11 siendo superior no solo a del grupo NE del
Prestige I, sino también alos E del Prestige |1. Las alteraciones cromosdmicas estructural es
observadas en individuos NE del Prestige | estan dentro de la “normalidad” (2,08 %), pero
en € estudio dd Prestige Il son frecuencias muy altas (7,39% en el estudio de seguimiento
global y 5,47% al tener en cuenta solo los individuos estudiados previamente). El andlisis de
los sintomas respiratorios y de los marcadores de estrés oxidativo de estos mismos
individuos también han detectado un mayor dafio en el grupo NE que en € E (Zock et al.,
2012).

Los individuos NE del Prestige 1 y los “nuevos NE” del Prestige 11 fueron seleccionados de
cofradias con menor grado de exposicién al fuel y que realizaban un trabgjo similar, para
minimizar los efectos de variabilidad entre diferentes poblaciones. Pero ¢Por qué en €
estudio global del Prestige Il los NE presentan més alteraciones estructurales que los E? ¢Se
ha producido algin un sesgo a pesar que los criterios para incluir los “nuevos” NE siguen
siendo los mismos? No podemos excluir un sesgo, sin embargo un examen detallado de las
respuestas al cuestionario no nos han permitido descubrir ninguna posible causa ¢Puede
haber otra explicacion? El hecho de que las ateraciones cromosdmicas estructurales en los
individuos NE hayan aumentado durante los Ultimos cuadro afios, hace pensar que estos
individuos también han estado expuestos a fuel durante este tiempo, aunque haya sido una
exposicion més indirecta. Al ser pescadores es plausible asumir que su dieta sea rica en
mariscos y pescados. Algunos de los compuestos quimicos del fuel, como los HAPS, son
resistentes a degradacion en los océanos y se acumulan en organismos que habitan el fondo
mar, como los mejillones (Haldorsson et al., 2004; Perez-Cadahia et al., 2004; Laffon et al.,
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2006). Laffon y colaboradores (2006) examinaron la concentracion de HAPs en mejillones
en dos regiones diferentes de la costa de Galicia para examinar € grado de contaminacién
del mar. Los meillones fueron recogidos entre medio afio a un afio y medio después del
vertido del fuel del Prestige, detectando diferencias significativas en e dafio del DNA
(método de cometa) en los mejillones de zonas contaminadas comparado con |os residentes
en zonas no afectadas. Al ingerir estos organismos las sustancias toxicas, aunque se
encuentren en concentraciones bajas, se acumulan en los tejidos humanos pudiendo originar
dafos a largo plazo. Esta hipétesis estaria avalada por estudios en ratas alimentadas con
mejillones contaminados de HAPS, las cuales presentaban un incremento de dafio genotdxico
(método de cometa) en células del higado y, en menor grado, en células de la médula Gsea,
no observandose en linfocitos procedentes de sangre periférica (Lemiere et al., 2005).
Resultados similares se obtuvieron al analizar 1a expresion del gen CYP1A1 en € higado de
ratas después del consumo de mejillones contaminados por €l fuel vertido por € buque Erica
(Chaty et al., 2008).

Nuestros resultados evidencian que aungue los criterios para seleccionar los “nuevos”
participantes NE fueron idénticos a los empleados en € Prestige | se ha introducido un
sesgo, poniendo de manifiesto la necesidad de establecer un buen disefio experimenta en los
estudios de seguimiento que solo deben incluir los individuos previamente analizados. Si no
hubiéramos comparado |os datos de los "mismos” individuos (Prestige 1), lainterpretacion de
los resultados del Prestige |l seria diferente, ya que se hubiera concluido que € dafio
genotdxico detectado previamente habia desaparecido, al no observar diferencias entre E y
NE.

En resumen, la presencia de alteraciones cromosomicas estructurales seis afios después de la
exposicion sugiere que algunos compuestos quimicos presentes en € fuel pueden
permanecer en el cuerpo durante un periodo considerablemente largo, originando un efecto
genotoxico continuo. El dafio genotdxico observado puede pertenecer en una pegueia
proporcién alos linfocitos que se encontraban circulantes en el momento de la exposicion a
fuel y que alin no han muerto ya que la vida media de los linfocitos es de 5 a 6 afos (Sprent
y Tought, 1984). Es decir, la gran mayoria del dafio genotoxico observado procederia de
“nuevos” linfocitos y reflejaria que las células de la medula 6sea habrian sido afectadas. Las
consecuencias clinicas que se derivan de nuestros resultados son relevantes puesto que a
estar afectadas las células de la medula Gsea se incrementa el riesgo de padecer leucemias y

linfomas, por lo que estos resultados deberian ser refrendados en un futuro.
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Alteraciones cromosdmicas numéricas

Se ha tenido en cuenta todas |as ateraciones numeéricas observadas en los cariotipos, con €
fin de comprobar s la exposicion a fuel podria haber inducido un incremento de pérdidas
anafasicas o procesos de no-disyuncion mitética. En los dos grupos E y NE las trisomias y
las monosomias han sido las alteraciones més frecuentes, siendo € nlmero de trisomias
similar entre ellos y el de monosomias mas frecuente en e grupo NE. Comparado los
resultados del Prestige |1 con los del Prestige | se observa un mayor nimero de alteraciones
cromosomicas numéricas en d estudio anterior (p=0,001), principalmente por la mayor
frecuencia de monosomias. Sin embargo, es conocido que parte de las monosomias pueden

ser artefactuales, produciéndose durante la obtencién de las extensiones cromosomicas.

5.4.2. Asociacion entre grado de exposicion al fuel y dafio cromosémico

En los apartados anteriores hemos considerado |os resultados citogenéticos como promedio
de los valores observados en cada grupo de individuos. En € andlisis entre grado de
exposicion al fuel y dafio cromosdmico se tiene en cuenta en cada participante, entre otros, €
tipo de trabajo de limpieza redlizado, las horas de exposicion al fuel y las medidas de
proteccion tomadas durante la recogida del fuel. En nuestro estudio hemos detectado un
efecto dosisrespuesta para las rotura de cromosoma, las alteraciones estructurales
equilibradas y los cromosomas en anillo, a igual que se observo en el Prestige | (Rodriguez-
Trigo et al., 2010; Monyarch, 2010). La asociacion entre dafio gendmico y exposicion aguda
al fuel también ha sido descrita con otros biomarcadores, tales como el ensayo cometay los
micronucleos (Laffon et al., 2006; Perez-Cadahia et al., 2006; 2008b).

Estas observaciones muestran la necesidad de que las autoridades dispongan de un protocolo
de actuacion y de aplicacion inmediata en trabajos de limpieza de vertidos accidentales de
fuel. En este sentido, la publicacién del grupo SEPAR- Prestige (Zock et al., 2007) permitio
que las autoridades de Corea del Sur y de Estados Unidos se pusieran en contacto con €
grupo para minimizar los riesgos en las labores de limpieza de los vertidos ocurridos en sus
paises (Pozo-Rodriguez et al., 2008; Rodriguez-Trigo et al., 2008).

5.4.3. Cromosomasy bandas mas afectadas por la exposicion aguda al fuel

Para determinar si hay cromosomas o regiones cromosdmicas especia mente afectados por la
exposicion a fud se han locadlizado, mediante las bandas G, 277 puntos de rotura
implicados, tanto en las lesiones cromosdmicas como las alteraciones estructurales.

Nuestros resultados muestran que la distribucion de los puntos de rotura no es uniforme alo
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largo del ideograma humano, evidenciandose que existen cromosomas Yy bandas
especiamente afectadas. No obstante, teniendo en cuenta la enorme cantidad de DNA en los
cromosomas y su compleja asociacion con histonas es muy probable que muchos puntos de
roturas no sean detectables al microscopio (Obe et al., 2002). Por esa razén, no podemos
asegurar gque las bandas que nosotros hemos detectado como mas afectadas, sean las Unicas

sensibles al fuel.

Cromosomasy brazos cromosomicos mas afectados

En e Prestige I, los cromosomas y 10s brazos cromosdmicos con mayor nimero de roturas
varian segun € grupo de individuos; en € grupo E destacan el cromosoma 17 y €l 2q, 9q,
17q, 18p y 19p, mientras en e grupo NE los cromosomas 2, 16 y € 2q, 5p, 16qy 18p. En
ambos estudios, Prestige | y Prestige |1, se ha detectado que el cromosoma 17 y el brazo 179
son los més afectado en € grupo E mientras el 2q se ha observado en los dos grupos E y NE.
En generad los estudios genotoxicos que utilizan ateraciones cromosdmicas, como
biomarcador de exposicion o biomarcador de riesgo a padecer cancer, solo cuantifican €l
dafio, no especificando € dafio por cromosomas, brazos cromosdmicos o0 bandas
cromosomica méas afectados |o que imposibilita la comparacion con nuestros |os resultados.
Entre estos pocos estudios se encuentran los efectuados en individuos expuestos
cronicamente al benceno, observéndose que los cromosomas 2, 4 y 7 y los brazos
cromosomicos 5q y 7q son los mas afectados (Sasiadek et al., 1992; Zhang et al., 1998a).
Los resultados del Prestige 1l coinciden con los datos obtenidos por estos autores en cuanto
a cromosoma 2 aungue en €l estudio del Prestige | se ha detectado que 59 y 7q estan
también més implicados. Kim et al. (2004) estudiaron la presencia de alteraciones
cromosomicas en trabgjadores expuestos a bgjas dosis de benceno, detectando que la
tranglocacion entre el cromosoma 8 y 21 era ocho veces més frecuente que en controles. En

nuestro andlisis no hemos detectado esta trans ocaci on.

Bandas cromosomicas mas afectadas

Para identificar de forma precisa las bandas cromosdmicas mas afectadas por la exposicion
al fuel se ha empleado dos métodos estadisticos diferentes, método FSM y longitud relativa
de bandas. El método FSM asume que las 400 bandas del cariotipo tienen la misma
posibilidad de roturay e segundo método considera la longitud relativa de las bandas. La
informacion derivada de ambos andlisis es pues complementariay por tanto tiene una mayor

relevancia. Es interesante destacar que, dada la laboriosidad del andlisis que requiere un
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estudio secuencial uniforme-bandas G, no existen estudios genotoxicos en los que se
describan lalocalizacion cromosdmica de [os puntos de rotura detectadas. Asi pues, ninguno
de los estudios realizados en individuos expuestos a dosis cronicas al benceno identifican la
localizacion de los puntos de rotura implicados en las alteraciones cromosomicas (Zhang et
al., 1998, Stillman et al., 2000; Holeckova et al., 2004).

¢Existe alguna caracteristica gendmica en las bandas expresadas en €l grupo E que las
diferenciade las del grupo NE? Para poder responder a esta pregunta hemos analizado si las
roturas cromosdmicas observadas en E y NE coincidian con: € patron de banda G
claras/oscuras, lugares frégiles, regiones con duplicaciones segmentarias, secuencias CNV y
genes microRNA utilizando diferentes bases de datos (http://projects.tcag.calvariation/
y.http://genome.ucsc.edu/) (Tabla 33). Los datos detallados de cada banda estan incluidos en

el anexo 3.

Tabla 33. Bandas cromosdémicas afectadas por roturas en €l
estudio de Prestige |1

Coincidencia con E NE ComunesaEyNE
Patrén de bandas G claras 56,1 56,4 76,1
Lugares fragiles (Mrasek et al., 2010) 81,8 71,8 87,0
Lugares fragiles (HGM 11, 1991) 30,3 25,6 52,2
Duplicaciones Segmentarias (DS) 75,8 84,6 80,4
Variacion en nimero de copia (CNV) 98,5 97,4 100,0
microRNA 66,4 58,9 54,3
Bandas cromosomicas Prestige | 45,5 56,4 67,4

L as roturas cromosomicas tanto en E como NE afectan ligeramente més alas bandas G clara
(més rica en genes transcripcionalmente activos). Laacumulacion de los puntos de roturaen
bandas claras ha sido ampliamente descritaen laliteratura (Barrios et al., 1989; Fuster et al .,
1989; Martinez-Lopez y Tomaso, 2006 ) lo que indicaria que estas bandas son més sensible a
sufrir roturas debido a su propia estructura molecular. El grado de coincidencia con la
localizacion de lugares fragiles ha sido muy diferente seglin se utilizara la clasificacion
oficial delalISCN o los descritos LF por Mraseck et al. (2010). El grado de coincidencia
con LF segiin ISCN es mucho menor que los descritos por Mraseck et al. (2010) debido a
que estos autores describen un mayor nimero de LF (ver Tabla 33). Una caracteristica
importante de los LF es que tienen un mayor nimero de clister de secuencias de ata
flexibilidad (Zlotorinski et al., 2003) que puede afectar e control de lareplicacion del DNA
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y la condensacién de la cromatina haciendo estas regiones sean mas sensibles a las roturas
(Schwartz et al., 2006). Un 75,8% de las bandas afectadas en E coinciden con regiones con
duplicaciones segmentarias vs 84,6% de NE. Estos resultados confirmarian que las DS se
asocian a la inestabilidad cromosdmica descrita por otros autores (Shaw et al., 2002; Sharp
et al., 2005). Lagran mayoria de las bandas con roturas en nuestro estudio son ademés ricas
en secuencias CNV (98,5 % E 'y 97,4% NE). Por ultimo las bandas en e grupo E se observa
que coinciden en un 66,4% con genes microRNAS vs 58,9% en NE. Estos resultados
confirmarian los datos descritos por otros autores en los que los genes que codifican para
microRNAs estan preferentemente localizados en bandas con LF (Cdin et al., 2004; Lagana
et al., 2010).

Nuestros resultados muestran que, en genera, € efecto del fuel produce mas del 50% de las
roturas en regiones con un el patrén de banda G claras, lugares fragiles, regiones con
duplicaciones segmentarias, secuencias CNV y genes microRNA. Sin embargo, el grado de
coincidencia similar que se observa en & grupo NE sugiere que la exposicion a fuel no
produce roturas en regiones gendmicas especificas. Por otra parte, 1os puntos de rotura
detectados en Prestige | y Prestige |1 tienen un grado de coincidencia menor del 50% lo que
indica que no hay un efecto apreciable atribuible a fuel. Se reguieren més estudios similares
al nuestro para confirmar esta observacion.

Las bandas 17021 y 18p11.2 estén preferentemente afectadas por las roturas en el grupo E d
utilizar ambos métodos estadisticos (FSM y longitud relativa de las bandas) sugiriendo que
puede tratarse de regiones “muy” sensibles al fuel (ver Tabla 34). Por dltimo, las otras 6
bandas que se encuentran entre las més afectadas solo en grupo E (10922, 6p11.2, 12p13.1,
17p11.2, 19p13.2) pueden considerarse como “poco” sensibles al fuel.

¢Por qué las bandas 17921 y 18p11.2 son “muy” sensibles al fuel? ;Se localiza en ellas algin
lugar fréagil? ¢Se localiza en ellas algin gen que a quedar afectado por una rotura no
reparada pudiera originar alguna disfuncion celular encaminada a un descontrol en los
mecanismos de proliferacién o apoptosis y por dlo incrementar la aparicién de células
cancerigenas?

La banda cromosdmica 17921, que es la méas afectada por las roturas, corresponde a un
patrén de banda G clara, que por sus caracteristicas son ricas en secuencias AT y rica en
genes y transcripcionalmente activa (Tabla 34). Por tanto a romperse tiene una mayor
probabilidad de producir disrupcion génica, provocar una pérdida de su funcion y como
consecuencia se aumentaria la probabilidad de desarrollar cancer. En esta misma banda se
ha descrito recientemente un nuevo lugar fragil (FRA17D) (Mrasek et al., 2010) y esta
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implicada en la inversion cromosdmica polimorfica, presente en un 20% de la poblacién
europea (Stefansson et al., 2005), es rica en duplicaciones segmentarias, en secuencias con
CNV y contiene muchos genes que codifican microRNAsS. En esta banda se localizan varios
genes de los que e més conocido es el gen BRCA1, gen supresor de tumor, asociado a
cancer de mamay de ovario y que desempefia un papel critico en la reparacion de DNA,
control del ciclo celular y el mantenimiento de integridad gendémica (Wang et al., 2009).
Otros genes a destacar de esta region son: € gen HTLVR que codifica para un receptor
susceptible ainfeccidn por e virus oncogénico HTLV-1y HTLV-2 (Human T-cell leucemia
viruse type 1 and 2) (Sommerfelt, 1988), el gen CDC27 que codifica para una de las
subunidades del complejo promotor de la anafase y, por tanto, implicado en € control de
proliferacion celular (Jorgensen et al., 2001), el gen RAD51C de reparacion del DNA (Vaz
et al., 2010), € gen RAB5C gue forman parte de |a superfamilia de oncogenes Ras (Han et
al., 1996), € gen PHB que regulala proliferacion celular d inhibir la sintesis de DNA (Sato
et al., 1993) y por ultimo el gen CASC3 (cancer susceptibility canditate 3) (Tomasetto et
al., 1995)

Tabla 34. Caracteristicas de las bandas méas afectadas

Bandas mas Genes LF DS CNv Mmicro Patrén
afectadas RNA  bandaclara
9q13 0 - FRA9) s s no bandaclara
17921 BRCA1,

RAB5C,HTLVR,

CASC3, PHB CDCS,

CDC27 FRA17D s s s banda clara
18p11.2 RAB12 ,RAB31 no s s s banda clara

Datos recogidos de : http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim;
http://projects.tcag.calvariation/.

La banda 18p11.2 es una de las 4 més afectadas por roturas en € grupo E, también
corresponden a bandas G claras y es rica en genes (transcripcionalmente activos), rica en
duplicaciones segmentarias, en secuencias CNV y que contiene genes microRNAs. Por €
momento, no se ha descrito ningun lugar fragil en esta banda (ver Tabla 34). En esta banda

se locdizan los genes RAB12 y RAB31, de la familia de oncogenes RAS, cuyo papel
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esencid es la transduccion de sefides y e control de la proliferacion celular
(http://projects.tcag.calvariation/).

A la vista de estos datos podemos decir que el fuel a originar roturas preferentemente en
estas dos bandas podria conducir a unainestabilidad cromosomica general 0 a unadisfuncion
génica que originarian un aumento del riesgo de desarrollar céncer por exceso de
proliferacion o por fallo apoptético.

Por dltimo, la banda 9913 una de las bandas especialmente sensible a fuel en e Prestige |
(Monyarch 2010) ha sido detectada también en ambos grupos E y NE en nuestro estudio de
seguimiento (ver Tabla 34). La presencia de esta banda en individuos NE no permite
descartar que se trate de una banda sensible a fuel ya que los individuos NE pueden haber
estado expuestos indirectamente a fuel aunque en mucho menor grado que los del grupo E.
Se trata de una banda clara, ricas en DSy CNV y donde se localizael LF (FRA9J) segln
Mraseck et a. (2010). No hemos detectado ningiin gen implicado en control de proliferacion

reparacién o apoptosis en la base de datos.

5.5. Consecuencias dela exposicion al fuel: pacientes con cancer

Nuestro estudio ha revelado que el dafio cromosdmico detectado previamente por NOsotros,
dos anos después de la exposicion al fuel vertido por el Prestige (Prestige |) permanece seis
afnos después (Prestige I1). Las implicaciones clinicas que e dafio cromosomico puede tener
a largo plazo son desconocidas. Sin embargo € trabajo de Bonass et al. (2008) revel6 la
existencia de una clara asociacion entre aumento de alteraciones cromosomicas en linfocitos
y aumento del riesgo de padecer cancer por 1o que desde entonces se consideran que las
ateraciones cromosdmicas son un excelente biomarcador para estimar el riesgo a padecer
cancer. Ademés se conoce que cuando € dafio cromosdmico origina desequilibrios (como
deleciones, acéntricos, cromosomas marcadores, cromosomas en anillo) puede conducir a
desarrollo de cancer (Frohling y Dohner, 2008). Todo ello hace pensar que los individuos
gue estuvieron muy expuestos a fuel durante las labores de limpieza y que 6 afios después
continllan presentando ateraciones cromosomicas tienen un elevado riesgo de padecer
cancer. Teniendo en cuenta que la vida media de los linfocitos es de 4-6 afios, nuestros
resultados sugieren que alguno de los componentes del fuel han afectado las células de la
medula 6sea pudiendo aumentar € riesgo de estos individuos a padecer neoplasias

hematol6gicas. El hecho de que los individuos expuestos cronicamente al benceno tengan
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un riesgo 20 veces mayor a desarrollar leucemias y linfomas que la poblacion general (Zang
et al., 2002; Barregard et al., 2009; Au et al., 2010; Smith, 2010) apoyaria nuestra hipotesis.
A pesar del enorme interés cientifico de conocer cuantos individuos de los casi 10.000
inicialmente encuestados en € estudio del Prestige | habian desarrollado cancer, en el
proyecto Prestige |1 se decidié estudiar solo aquellos individuos de |os que teniamos datos de
funcion respiratoria, biomarcadores de estrés oxidativo o de dafio genotdxico. La razon
basica para no estudiar la incidencia de cancer en esta poblacién fue econémica ya que
encarecia mucho el proyecto decidiéndose que se haria en una etapa posterior segin los
resultados que obtuviéramos en el estudio de seguimiento. Sin embargo, a repetir las
encuestas a los mismos participantes del estudio anterior que acudian a la Unidad Mévil, 7
pescadores declararon padecer cancer y 2 tener tumores benignos mientras que en e estudio
anterior habian contestado negativamente a la pregunta ¢padece o ha padecido cancer?. A
excepcion de uno, € resto pertenecian a grupo E y ninguno de ellos habia sido estudiado a
nivel genotéxico en € Prestige |. Después de una rapida deliberacion se decidié estudiarlos
en un grupo aparte dd Pregtige Il siendo andizados a ciegas (sin saber si tenian cancer, eran
E o NE). De los 7 individuos diagnosticados con cancer, 2 tenian cancer de pidl, 2 de
préstata, 1 de colon, uno de vejiga 'y uno presentaba cancer de Utero y de mama. El hecho
gue el dafio cromosdmico detectado en linfocitos de sangre periférica es similar a dafio en
otros tgjidos diferentes Norppa et al. (2006), explica que los individuos sometidos a la
exposicion aguda al fuel puedan desarrollar otros tipos de cancer no hematol égicos. Cuando
una persona esta expuesta a niveles altos de benceno se considera que arededor de la mitad
del benceno inhalado entra en e torrente sanguineo y, una vez en la sangre, € benceno
circula por e cuerpo y puede acumularse en la medula sea (predisponiendo a leucemias) y
en tegjidosricos en grasa.

La incidencia global de cancer en Espafa (Ferelay et al., 2006) se indica en la Tabla 35
comparada con la observada en nuestro estudio. Laincidencia de cancer en nuestra muestra
del Prestige Il (457 hombres y 221 mujeres) es més elevada a la descrita en la poblacion
general. Teniendo en cuenta todos los tipos de cancer, laincidencia en nuestro estudio es del
orden de 2 veces mayor en hombres y de casi 6 veces mayor en mujeres. Aungue para cada
tipo de cancer diagnosticado en nuestro estudio la incidencia también era mayor a la
esperada (Datos recogidos de: Ministerio de sanidad y consumo, 2005; Fareley et al., 2006;
Garbe y Leiter, 2008), el nimero de individuos estudiados es muy bajo para llegar a algin

tipo de conclusion.
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Tabla 35. Incidencia de cancer en Espafia (por 100.000 individuos) vsla
observada en nuestro estudio

Prestigell

General Hombre Mujer Hombre Mujer
Todos los canceres 417 236 875 1357
Piel 10-15 218 452
Prostata 77,2 438
Colon 54,4 25,4 219
Utero 24,5 452
Mama 93,6 452
Veiga 44,6 452

(Datos recogidos de: Ministerio de sanidad y consumo, 2005; Fareley et al.,
2006; Garbey Leiter, 2008)

AUn asi, este hallazgo debe dertar a las autoridades sanitarias de la necesidad de hacer un
seguimiento de los pescadores expuestos intensamente al fuel sin medidas de proteccion, con
el fin de detectar etapas tempranas de cancer.

¢Presentan estos individuos con cancer mayor frecuencia de lesiones o ateraciones
cromosomicas? La frecuencia de ateraciones cromosdémicas estructurales (5,1 y 8,0 en
cultivo de 46h y 72h) es mayor a la de la poblacion (Suspiro y Prista, 2011), parecida a los
valores de ambos grupos del Prestige 11, y menor aladel grupo E del Prestige|. Las bandas
cromosomicas con mas roturas cromosomicas han sido: 1921, 6921, y 14922 que coinciden
con la locdizacion de LF (FRALF, FRAG6F, FRA14F, respectivamente). Son bandas G
claras, ricas en DSy secuencias CNV, y que codifican para microRNAs. En estas bandas se
localizan genes que desempefia un papel importante en e control del ciclo celular, de la
apoptosis y de la oncogénesis. En la banda 1921 se encuentran genes que controlan la
apoptosis, como e gen MCL1 (Mott et al., 2007), el gen DAP3 (Kissil et al., 1995) y e gen
MLLT11, implicado en laleucemia mieloide aguda (Tse et al., 1995). En la banda 6021 se
encuentra el oncogen SYN (Sembla et al., 1986) y el gen CCNC implicado en la leucemia
linfobl&stica aguda (Li et al., 1996). En la banda 14¢22, se encuentra € gen CDKN3
regulador del ciclo celular (Hannon et al., 1994) y contiene diferentes loci de susceptibilidad
en individuos con cancer de colén (Houlston et al., 2008). Es importante destacar que €
paciente con cancer de colon no se observaron roturas en 14g22.

En resumen, nuestro estudio muestra que la gran mayoria de los individuos que desarrollaron
cancer en los 4 afios que separan €l estudio Prestige | y Prestige || pertenecian a personas que
colaboraron en las labores de limpieza del fuel vertido por € petrolero. El hecho de que

ningun individuo de este grupo presentase cancer hematol 6gico, como cabria esperar si la
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médula 6sea estuviera afectada, podria explicarse porgue requiera mas tiempo para su
aparicion.

Este estudio evidencia la necesidad de llevar a cabo exémenes clinicos detallados en los
individuos que estuvieron intensamente expuestos a fuel con e fin de detectar etapas
tempranas de cancer. Por ultimo, si bien estos resultados son “alarmantes” no se puede
extrapolar alos casi 300.000 voluntarios que colaboraron de forma puntual en las labores de
limpieza del fuel ya que nuestro estudio se ha realizado en un grupo de individuos muy
seleccionados (muy expuestos) habiéndose seleccionado Unicamente 1 de cada 1000

encuestados.
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6. Conclusiones

1. Paraestablecer un buen disefio experimental en |os estudios de seguimiento sdlo se deben

incluir los individuos previamente analizados en estudios anteriores.

2. El estudio genotdxico de seguimiento, analizando los mismos individuos que los del
Prestige |, harevelado que:

- Lafrecuencia de lesiones cromosdmicas es similar en individuos expuestos y ho expuestos
en ambos estudios del Prestige | y Prestige |1, indicando que no es buen biomarcador para
analizar € efecto del fuel si este no esté presente.

- La frecuencia y de alteraciones cromosomicas estructurales detectadas en individuos
expuestos a fuel es superior a la detectada en la poblacion y algo menor a la previamente
observada en € estudio del Prestige I. Dada la corta vida media de los linfocitos, estos
resultados indicarian que € dafio genotoxico se observa en las nuevas generaciones de
linfocitos y que las células de la médula 6sea podria haber sido afectadas por |a exposicién al
fuel.

- Laalta frecuencia de alteraciones cromosdmicas estructurales en individuos no expuestos,
comparada con la del Prestige |, hace pensar que estos individuos han estado sometidos

durante estos afios a una exposicion indirecta a fuel aungue de menor intensidad.

3. La distribucién de los puntos de rotura implicados en lesiones y ateraciones
cromosomicas en ambos estudios, Prestige | y Prestige 11, no es homogénea a lo largo del
genoma, presentando una tendencia a concentrarse en: bandas G claras (ricas en genes
transcripcional mente activos), lugares fragiles, regiones ricas en duplicaciones segmentarias
y zonas con polimorfismos en el nimero de copias (CNV). Sin embargo, dado que €l grado
de coincidencia es similar en individuos expuestos y no expuestos no se puede atribuir al fuel

las roturas en estas regiones gendémicas.

97



Conclusiones

4. En nuestro estudio, los individuos expuestos a fuel presentan un mayor nimero de
roturas en las bandas 17¢g21 y 18p11.2 indicando gque son regiones sensibles a fuel. Aungue

no fueron observadas en el estudio anterior.

5. De los 7 individuos diagnosticados de cancer, 6 habian estado expuestos al fud,
mostrando una incidencia de cancer mas elevada que la descrita en la poblacién. La
frecuencia de las alteraciones cromosomicas estructuraes observadas en este grupo es
similar a la observada en individuos expuestos en nuestro estudio. Estos datos muestran la
necesidad de hacer un seguimiento de los individuos con un ato grado de exposicion a fuel,

con € fin de detectar el cancer en etapas méas tempranas.

6. Los estudios de genotoxicidad del Prestige | y Il son, hasta e momento, los Unicos que
han analizado la exposicion aguda a fuel a medio y largo plazo (2 y 6 afios después de la

exposicion) en individuos sel eccionados con criterios muy estrictos.
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8. Anexos



Anexo 1. Resultados cytogeneticos en los 52 individuos E

N° de
metafa
ses N° de Tipodelesién N° de N° de metafases con
analiza | metafases| N°total de | cromosdémica metafases alteracion N° de alteraciones Tipo dealteracion Alteraciones
Expuestos | Cariotipo| dos |conlesion lesién (gapsy breaks) cariotipadas estructural estructurales estructural ndimericas
del18p11.2, mar - -12;-7;-22;-
El 46,XX 102 1 1 chtg(2933) 25 2 3 del (xql3) 16;-X;-X;-22
der(16)t(16;?) - -5;-16;-X,-
E2 46,XX 100 1 1 chsb(Xg22) 26 3 3 del(16p13.1) - mar 14,-22;-14
chtg(12p13.1);cht
E3 46,XX 101 2 2 g(11p15) 27 0 0 -19
chsh(Xp22.3),chtg
(14922);chtg(2932
).chtg(9g32);chsy(
17g21);chsb(xq22
E4 46,XX 101 4 6 ) 25 1 2 del(7p15)+mar
chsg(6g21);chtg( -X;-21,-11,-
E5 46,XX 101 5q31);chtg(7022) 25 0 0 12,-19
E6 46,XX 102 chtg(2921) 30 anillo de 17 -3;-X,-18;-21
chtg(3p21);chtg(2
q31);chtg(10q24); r(16) - der(177?) -
chsb(9g13);chsg(1 del(18p1.12) -
0g22);chsg(6p21.2 marl,mar2,mar3,mar4,m
E7 46,XX 105 ) 28 a5 -19;-8,-10
E8 46,XX 103 27 0 0 -X;-15
chtg(3924);chsb(4
024);chsg(1p32);c
hsg(4934);chtb(2p del(1932),mar -
E9 46,XX 105 6 6 11.2);chsh(Xg24) 30 2 3 del(9921) -X




E10 46,XY 105 32 del(15g15)+ace -22;-21
-19;-8;-X;-
E11 46,XX 108 chtg(17g21) 27 del(Xp)+ace X;-X;-9
E12 46,XY 105 26 del(19p13.2) -2,-3;-17
chtg(15022);chtg(
11¢23);chtg(3926. del(19p13),del 18g21+ac
E13 46,XY 105 3);chsg(44g31) 27 e- del2g34 -3;-11;-19
chtg(5913);chsh(3
E14 46,XY 105 28),chsg(2g24) 26 -9;-19
E15 46,XY 104 chsb(8g24.2) 31 t(1,15)(1p36;15p1.1) -22;-10,-20
E16 46,XY 105 31 tdic -18;-18
-6;-15,-16;-
E17 46,XY 105 chsg(2921) 29 19
chsg(1g21),chtg(1
7021);chsg(1p36.2
E18 46,XY 105 );chsb(15g14) 28
del8g21 -
E19 46,XX 104 chsg(1932) 25 der(9)t(9;17),mar -9;-21
chtg(5921);chtg(1
7921);chsgy(1p34),
E20 46,XY 103 chtg(17g21) 27 del14g24+ace -18;-5;-y
E21 46,XX 105 28 mar -15,-18;-22
der(2)(q23)t(X;2)(q27;02
3)der(x)(927;023) -
del18p112 - del4gl2 -
E22 46,XX 101 chsb(Cq), 41 del(7p12)+ace -X;-X
chtg(4q15);chsb(1
7022),chsg(6p21.2
E23 46,XX 105 ) 34 -22:-19:-4,-X
E24 46,XX 104 chsg(6p21.3),chtg( 29 del(17p112) -22;-18




7022)

chsb(15¢25);chsh(
1p13),chtg(2g31);

chsb(Dg);chsb(Xq -21,-17;-9;-
E25 46,XX 104 25);chsh(1g24) 26 16
-16;-11;-22;-
E26 46,XX 100 25 del(4926) +ace 12;-19
mar -
chtg(2p14);chsh(C der(7)t(7;14)(p15;q13)de
E27 46,XX 103 pter) 27 r(14)t(7;14)(p15913) -18
chtg(6p11.2),chtg(
6021);chsh(12p13
E28 46,XX 101 ) 25 -14;-X;-9
chtg(16922);chsg(
17g21);chsh(7g32 der(3)(?) - del(19p131) -
E29 46,XX 104 );chtb(16g23) 25 ace,mar -18;-19;-X
chtg(3921);chsg(1
4q24);chsg(14924 -22;-7;-18;-
E30 46,XY 103 ) 26 del(16g23) 15;-14,-18
del(8p12) - -10,-X;-X;-
chtg(10g22);chtg( del(Xq24),mar - 21;-12;-22,-
E31 46,XX 100 8922) 32 tdic(X;?) X
chsg(Cq
12?);chtg(12924.1
);chtg(8922);chtg( -X;-22;-20;-
E32 46,XX 100 Cq);chsg(Bq) 25 tdic,tdic 19;-6;-20




del(2g35) - mar -

E33 46,XX 102 chsh(2g13) 27 del(1941),mar
chtg(1p22);chsh(1
8021.2);chtg(5931
E34 46,XX 104 ) 31 del(11g13)+ace -X
del17p11.2 -
der(7)(tdic(7;8)(p21;g21.
1),der(19)t(19;8)t(p13.2;
chtg(10g11.2);chs 021.1),del(9922),del (292
g(3p22);chtg(9922 1)+ace,mar - -X;-19;-X;-
E35 46,XX 100 ) 29 del11p13+ace 22;-13
chtg(17921),chtg(
E36 46,XY 102 9922) 28 mar -6;-19
del(16p13.1) - mar - mar
- -del6g24 -
chtb(1p31);chsh(2 der(6),mar,mar -
E37 46,XX 105 g34);chtg(8924.1) 34 der(2)(t(2;2) -15,-15
E38 46,XX 103 chtb(8g21.2) 25 -X
E39 46,XX 103 34 del1gl2 - ace -19
chsb(20p11.2);cht ace - mar - del2g35 - del
E40 46,XX 103 g(13g32) 33 6p21.1 -21
E41 46,XX 100 chsb(3g26.3) 30 -15;-20;-X
-21;-19;-22;-
E42 46,XY 102 chtg(4p15.2) 34 del5g12 18
chsb(6g22);chtg(1
E43 46,XX 100 4q24) 27 2xmarl -22;-21




E44 46,XX 102 27 del5p15.1 - del4pl4 +ace | -7;-9,-18;-21
del(17p11.2) - -X;-15;-19;-
E45 46,XX 100 chtg(6g21) 25 del10p11.2,mar,mar 9;-X;-19
mar - mar- -X;-11;-X,-
chtg(5931);chtg(2 t(1,2,20)der(1)(1;20)der( | 17;-9;-16;-
E46 46,XX 110 p23) 28 2)(1,2)dic X;-1,-10,-11
-X;-22;-X -
chtg(9922);chtg(4 14;-22;-14;-
E47 46,XX 102 g21) 25 mar - del10p13 18
chsb(13g21),chsg(
3pl4);chtg(3g27);
chsg(13g14);chsy(
13g22);chsh(3g27 -22;-21;-22;-
E48 46,XX 100 );chtg(2g23) 32 9;-X
-21;-21;-16,-
22;-18;-20;-
tdic(12;?), alteracion 18;-10;-21;-
E49 46,XY 102 33 multiple X
-20;-20;-17;-
21;-6;-18;-
chtg(9922);chtg(1 18;-19;-19,-
E50 46,XX 100 g22);chtg(3925) 25 21;-9




del (12p12) - del2q(g32) -

chtg(1932),chtg(1 del9g13 - del18p11.2-
E51 46, XY 101 6921) 30 r(3) -2,-6;-14
-16;-21;-X -
E52 46,XY 101 29 21;-19




Annexo 2. Resultados cytogeneticos en los 44 individuos no expuestos.

N® de N® de Numero N° de metafases Numero de
No- I metafases | metafase ad Tipo delesién cromosdmica | N° de metafases al s al . Tipo dealteracion | . -
Expuestos Cariotipo tincién scon tota de (gapsy br eaks) cariotipadas con alteracion teraciones estructural Alteraciones numéricas
. - lesion estructural estructurales
uniforme lesién
NE1 46,XX 101 1 1 chtg(6g21) 27 0 0 -11;-9;-22
der(18)t(17;18)(q21;921) | -22;-3,-17;-X;-X,-19;-11;-
NE2 46,XX 104 0 0 49 1 1 del(17)(g21) 16,-19;-18;-19;-X
chtg(1921);chtb(4933);chsg(1p
NE3 46,XX 104 4 4 35);chtg(5q22) 27 2 1 del(9913) - inv(14q) -6,-13;-10;-3;-19;+X
chtg(4p15.2);
NE4 46,XX 104 3 3 chsh(1p31);chsh(2g12) 26 2 2 ace - mar -9;-8;-X;+X
NE5 46,XX 103 1 1 chtg(2g23) 26 0 0 -X,-X;-X;-X;-X-1
(multiple trisomia,58,X X
NE6 46,XX 101 0 0 26 0 0 en unamf) -19;-20,-22
NE7 46,XX 104 1 1 chsg(2g34) 29 2 2 del(17p112) - del4g12 -3;-18;-15;-22;-18;-18
NE8 46,XX 103 1 1 chtg(10g22) 26 2 3 del(17p112) - mar,mar -19;-X
mar -
tdic(X;7)(q22;7p15) - -21;-12;-16,-
NE9 46,XX 103 0 0 28 4 4 mar - del(11g13) 18;+2;+13;+15
NE10 46,XX 100 0 0 27 1 1 r(17) -X;-3;-14
chtg,
chsb;chsg,chsb;chsb;chtg; chtg; -12,-17;-16;-20;-20;-20;-
NE11 46,XX 100 7 9 chtg;chtg 26 1 1 del(12p13) 21
NE12 46, XY 104 2 2 chsg;chtg 28 0 0




chsh(9p13);chsb(1023);chtb(11
g12);chtg(X q24),chtg(1g24);ch

NE13 46,XX 109 7 sb(8g24,2);chsg(14924) 27 del(29) -21;,-X;+X
chtg(2923);chsg(5931),chsg(3q mar - del(9q13) - ace,ace
NE14 46,XX 105 3 21) 31 -del18g21.3 -X;-7,-13;-21,-9;+7
chtg,chsg,chtg;chtg;chtg,chtg;c
hsg,chsb;chtg,chsg,chsg;chsg;c
NE15 46,XX 105 16 htb;chsg,chsg,chsg 26 del(7932) - mar -22;-10;-20;-22
NE16 46,XX 105 1 chsg, 25 mar,mar-der(X)t(X;10) -11;-16;-20
chtg(2921),chtg(3g23);chsg(6p
21.2);chsb(6p12),
chtb(8924.1);chsg(6p21.2);chtg
NE17 46,XY 105 9 (2931);chtg(9932);chtg(1932) 25 -18;-17;-19;-16
NE18 46,XX 105 2 chtg(3g24);chsh(2p11.2) 26 del(11g22) -21;-9
chtg(3921);chsg(7936);chtg(16
NE19 46,XX 105 4 g21);chtg(1924) 27 del(18p112) - del (4p16) +21
NE20 46,XX 100 0 27 -X;-22;-11
der(13)t(10;13)(10g112;
13p112)+del (10q112) -
NE21 46,XX 105 0 27 del 16022- mar- del 16923 -21
chtg(4q931.3);chtg(2933);chtg(1
NE22 46,XX 105 3 p22) 27 del(11)(g24ter i p15pter) -X;-9;+X
ace-marl,2xmar2 -
mar,mar -
chtg(16022);chsb(5g31);chsh(2 der(22)t(22;?)(q13;?) -
NE23 46,XX 105 3 p16) 41 del(5911.2)+mar (ring) -2;-9;-10;-20;+X
chtg(1g32);chtg(2g23);chtg(3q
NE24 46,XX 105 4 26),chtg(3p14) 31 mar - marl;mar2;3xmar3 +11
del(160)+ace,del(6p11.1) | -18;-5,-12;-4;-21;-9;-20;-
NE25 46,XX 105 0 28 - del(6g23) 8
del(18p11.2) - mar-
chtg(14924);chsg(10g24);chsh( del(16023) - del(16023) -
NE26 46,XX 105 3 5¢31) 25 mar -2;-20;-19;-5,-10;-8;-X




del16q21 - del 16¢g21+ace

- ace,del 16021 -
chtg(6p21.2),chtg(16qg22);chtg del16021- del16921, ace,
NE27 46,XX 103 (Cqg) 27 ace -21;49
NE28 46,XX 105 chsg(4928);chtg(7932) 27 mar; mar -9;-21;-20;-X
-18;-18;-22;-20;-22;-6,-
del(18q12)+ace - 19;-17,-17,-21;-8;-19;-9,-

NE29 46,XX 101 chtg(3p21) 27 der(7,?),dic 20,-21

NE30 46,XX 100 chtg(3poq) 29 ace -19;-22;-X;-18;-X

NE31 46,XX 104 27 -9;-8;-X;-X

NE32 46,XX 105 chtg(2p);chsg(2q);chtb(3pq) 25 -21;-21;-7

del(8p22) -
chsg(160);chtg(3pa),chtg(Eq);c tdic(14;15)(g24;923),del (| -6;-13;-15;-19;-11;-22;-
NE33 46,XX 103 htg(1pq);chsg(2q) 29 14g23)+ace,mar 19,-22;+X
NE34 46, XY 101 chsg(14924);chsy(1g21) 26 -5;-20;-15;-21,-5
-9;-14;-X,-

NE35 46,XY 100 chtg(1p32) 34 mar - del(18p112) 8;+1,+22;+X;+2
chtg(20g13.1);chsg(17g21);cht mar- del(12g24.2) -
g(Xp22.1);chtg(15q15);chtg(7q del(2p15)+ace, mar -

NE36 46,XY 102 32) 35 marl,mar2 -19;-18;-13;-20;+21

-7,-9;-X;-18;-19;-X;-21;-

NE37 46,XX 104 chtg(5g33) 31 X;-5;-X

der(9)t(9;9)(9924;9p22) -

NE38 46, XY 102 chsb(15qg24),chsh(5913) 32 mar - mar - del7¢g21 -10;-21

NE39 46, XY 100 chtg(6g23) 29 mar -19;-5;-21;-19

t(2;17)(2p14;17923),der(
chtg(2g31);chsg(6p21),chsy(17 2)(2p14)der(17)(17923)- -13;-4;-21;-7;-

NE40 46, XY 100 ql2) 32 ace,ace,ace 13;+y;+X;+3




NE41 46, XY 101 chsg(10g22);chtg(3p14) 30 del12p13 -13;-8;-9;-8;-17;+22
NE42 46,XY 102 chtb(3p21) 31 -22;-18;-12
-X;-3;-X;-16;-X;-17;-20; -
NE43 46,XX 103 chtg(1p34) 26 mar,mar X;-17,-X;-22;-20;+12
-17;-X;-11;-20;-X;-
NE44 46,XX 104 chtg(13g22) 25 mar- t(10;7?) 19;+20;+16




Annexo 3. Caracteristicas genémicas de las bandas afectadas.

Banda Patrén de Lugar fragil Lugar fragil

afectada bandas G Classic Mrasec DS CNVs micro RNA
1p13 C no Si Si Si Si
1p22 C Si Si Si Si no
1p31 0 Si Si Si Si Si
1p32 C Si Si Si Si no
1p34 C Si Si Si Si Si
1p35 C no no Si Si Si
1p36 C no Si Si Si Si
1p36.2 C no Si Si Si Si
1912 H Si Si Si Si no
1921 C Si Si Si Si no
1922 ®) no no Si Si Si
1923 C no Si Si Si no
1924 0 no no Si Si Si
1932 C no Si Si Si Si
1g41 @) no Si Si Si Si
2pll.2 C no Si Si Si Si
2pl4 C no Si Si Si no
2p15 C no Si no Si Si
2pl6 ®) Si Si Si Si Si
2p23 C no Si no Si no
2912 ®) no no Si Si no
2913 C no Si Si Si Si
2921 C Si Si Si Si Si
2023 C no Si Si Si no
2924 ®) no Si Si Si Si
2931 C Si Si Si Si Si
2932 0 Si Si Si Si no
2033 C Si Si Si Si no
2934 ®) no no no Si Si
2935 C no Si no Si Si
3pl4 ®) Si Si Si Si no
3p21 C no Si Si Si Si
3p22 ®) no Si Si Si Si
3921 C no Si Si Si Si
3923 C no Si no Si Si
3924 ®) no no no Si Si
3925 C Si Si Si Si Si
3026 ®) no Si Si Si Si
3026.3 ®) no Si Si Si Si
3927 C Si Si no Si no
3928 0 no Si Si Si Si
4pl4 C no Si no Si Si
4p15.2 C Si Si no Si no
4p16 C Si Si Si Si Si
4q12 C Si Si Si Si no
4921 C no Si Si Si no
4924 0 no no Si Si Si
4925 C no no Si Si Si




4926 6] no no Si Si Si
4928 ®) no no Si Si Si
4931 C Si Si Si Si Si
4931.3 C no no no Si Si
4933 C no Si no Si no
4934 6] no Si no Si Si
5p15.1 C no Si Si Si Si
5q11.2 C no Si Si Si Si
5912 ®) no Si Si Si Si
5913 C no Si Si Si no
5021 0 Si Si Si Si no
5022 C no Si Si Si Si
5031 C Si Si Si Si no
5033 C no Si Si Si Si
6pll.l 0 no Si Si Si no
6pll.2 C no Si Si Si Si
6pl2 ®) no no Si Si Si
6p21 C no Si Si Si Si
6p21.1 C no Si Si Si Si
6p21.2 0 no Si no Si no
6p21.3 C no Si Si Si Si
6021 C Si Si no Si Si
6022 ®) no Si Si Si no
6023 C no Si Si Si no
6924 0 no no Si Si Si
7pl2 ®) no no Si Si no
7p15 C no no Si Si Si
7p21 ®) Si Si Si Si Si
7921 ®) Si Si Si Si Si
7922 C Si Si Si Si Si
7932 C Si Si no Si Si
7036 C Si Si Si Si no
8pl2 ®) no no no Si Si
8p22 0 no no Si Si Si
80921 0 no Si Si Si Si
8¢g21.1 ®) no no no Si Si
8g21.2 C no no no Si Si
8022 C Si Si no Si Si
8g24.1 C Si Si Si Si no
8g24.2 0 no no no Si Si
9pl3 C no Si Si Si no
9p22 C no Si Si Si Si
9p23 ®) no no Si Si Si
9p24 C no Si Si Si Si
9913 C no Si Si Si no
9921 @) no Si Si Si Si
9922 C Si Si Si Si Si
9932 C Si Si Si Si no
10p11.2 C no Si Si Si no
10p13 C no Si Si Si Si
10g11.2 C Si Si Si Si no
10922 C Si Si Si Si no




10924 C no si no Si si
11p12 ®) no Si Si Si Si
11p15 C Si Si Si Si Si
11913 C Si Si Si Si Si
11922 ®) no Si Si Si no
11923 C Si Si Si Si Si
12p12 ®) no Si no Si Si
12p13 C no Si Si Si Si
12g24.1 C Si Si Si Si Si
12q24.2 0 Si Si no Si no
13pll.2 @) no no no no no
13q14 C no Si Si Si Si
13921 ®) Si Si Si Si Si
13922 C no Si Si Si no
13932 C Si Si no Si no
14913 C no Si Si Si no
14922 C no Si Si Si no
14923 ®) Si Si Si Si no
14924 C Si Si Si Si no
15pl1 0] no no no no no
15q14 ®) no no Si Si Si
1515 C no Si Si Si Si
15922 C Si Si no Si Si
15923 ®) no no Si Si no
15924 C no Si Si Si no
15925 ®) no Si Si Si Si
16p13.1 C Si Si Si Si Si
16921 ®) no Si no Si Si
1622 C Si Si Si Si Si
16923 0 Si Si Si Si no
17p11.2 C no Si Si Si Si
17q12 ®) no no Si Si no
17921 C no Si Si Si Si
17922 0 no no Si Si no
17923 C Si Si Si Si Si
18p11.2 C no Si Si Si no
18q12 @) Si Si Si Si Si
18921 C Si Si no Si Si
18g21.2 0 Si Si no Si no
18921.3 C Si Si Si Si Si
19p13.1 C no Si Si Si Si
19p13.2 ®) no Si Si Si Si
20p11.2 C Si Si no Si Si
20913.1 C no Si Si Si no
22913 C Si Si Si Si Si
Xp22.1 C no no Si Si no
Xp22.3 C Si Si Si Si no
Xql3 C no Si Si Si Si
Xg22 C Si Si Si Si Si
Xg24 C no no Si Si no
Xg25 @) no Si Si Si Si
Xg27 ®) Si Si Si Si Si




ANNEXO 4. Resultados cytogenéticos de los 9 individuos en € gruppo de cancer

N° de N° de . . N° de N° de . .
. Alteraciones | Alteraciones . Alteraciones | Alteraciones
. - metafases metafases Lesiones . metafases metafases L esiones -
Individuo | Cariotipo . o estructurales numéricas . e estructurales numéricas
uniforme cariotipados (48h) (48h) (48h) uniforme | cariotipados (72h) (72h) (72h)
(48h) (48h) (72h) (72h)
1 46,XX 100 11 ctg9g32- | mar -X 105 25 csg(Xg22) -
ctgldq2 ctg(16922) -
ctg(4g25) -
ctg(6q15) -
ctb(6g21) -
ctb(16912) -
ctg(5913)
2 46,XX 106 15 csb10g22 | r(12)(p13- -22;-1,-18,- 105 29 ctg4q31- del2pld+ace- | -X-17;-15;-9;-
- ctg 024),t(20;22)(q | 20;-17 ctglp34.2- | mar 4;,-19;22;45,-
2p23- 112;p112)+der csh2qg32,csh 8;-18;-X
csglg23 | (20)+der(22) 6p212
3 46,XY 105 29 €sglg24 - | t(2;?)(p25;?) -X;-7 105 26 csbDq - ace -19;-4;-5,-12;-
csb11pl5 ctb19913.3 - 21,-22;-19

ctb11g23




46, XY

109

29

ctg5ql2 -
ctb14q12

ctb15q15
- ctglg32

tdic(1;14)(g42;p
112),delXq22 -
der(1)t(1,4)(923;
pl6)der(4)t(1;4)(
023;p16),del (3)(
p21),tdic(7;18)(q
32,q23),
1(8;2)(8924.3;2q
21),del15(p14)+a
ce, mar,ace,ace -
tdic(2;15)(p24;q
22),del(3)(p21).t
dic(9;16)(g22;,92
4),der(19)t(19;?)
(013.3;?),ace,ace
,ace,ace -
tdic(1;2)(p22;93
4),del(X)(g26),m
ar,ace,ace -
mar,mar -
mar,ace -
t(1,13)(g21;p11)
+del(1)(g21),der(
13)t(1;13)(q2L;p
11),der(2)t(2;?)(
012;?),t(3;22)(ql
2;011.2)tdic(7;2
0)(36;p13), mar,
mar,ace,ace,ace -
mar,mar,mar,mar
- mar -
ace,ace,mar,mar(
dic 2&10) -
der(2)t(2;22)(p11
1;p111)der(22)t(
2;22)(p111;p111
),ace(2p),ace(492
1-4qgter),mar -
del18p113 -
del1q12,mar

-5;-17;-17,-19




46,XY 104 26 ace -16 105 28 45XY -
20;45,XY -
17;45,XY ,-
8;45,Y
46, XY 100 26 ctgbpl3 - -17;-16,-19;-3,- | 101 25 €sg6g21 - 4mar,3ace 45 XY ,-
csh8p21 - 4;-Y csh12p12 12,47 XYY;
cth21g21 45,X;45,XY ,-
9; 45XY ,-
18;45,XY ,-19;
46,XX 107 15 der(X)t(X;?)(q |-9,-19;-20; 101 25 csgbpll.2 - | der(1)t(1;20)(p | 45,XX,-
26;?) csg3q24 21;p13),der(20 | 18;45,X;45XX
)t(1;20)(p21;p1 | ,-10; 45,XX -
3) - mar 10
46,XY 105 29 ctb2g21 - | mar (?) -Y 103 29 csh7qg22 - 3ace - 45XY -
csglg2l - csh4q26 - del5p15.2 - 5;47;XY ,+22
ctg5g31 - ctgl3g21 del16g21
csglg2l,c
1910924 -
ctgl7913
cshl14g22
46,XY 103 26 der(18)t(X;18)( | -X,-22,-Y;-4,- | 101 25 csh16pl12 46,XY ,-9,+16;
024;923),der(X | 9;-5,-19; - 45X -
)1(X;18)(q24:;q | 22;+5 Y;45,XY .-
23) - del13g22 9;44,XY,-5,-18
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