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Resum

El petrolier Prestige (2002) es va enfonsar abocant al mar unes 65.000 tones de fuel que,
dies després, van contaminar les costes gallegues. Durant les tasques de neteja, més de
300.000 persones van estar exposades als components genotoxics del fuel, com el benzé i
el benzopire. El nostre grup va realitzar un estudi genotoxic dos anys després de
I’exposicié al fuel (Prestige 1), observant un augment de les alteracions cromosomiques
estructurals en els individus exposats. L’associacié existent entre 1’augment de les
alteracions cromosomiques i el risc de desenvolupar cancer va fer que es plantegés la

necessitat de realitzar un estudi de seguiment (Prestige II).

Aquesta tesi doctoral té com objectiu principal determinar si I’efecte genotoxic, préviament
detectat, persisteix sis anys després de I’exposicio. S’han estudiat 104 pescadors gallecs,
58 exposats i 46 no exposats al fuel, amb cultius estandards de limfocits de 48 h. A més,
s’han realitzat cultius de limfocits amb afidicolina en 44 d’aquests mateixos individus, per
comprovar I’existéncia d’errors en la reparacié de I’ADN. Basant-nos en els resultats
d’aquest treball, en els obtinguts préviament (Prestige | i Prestige 11 cultius de 72 h) i en les
comparacions realitzades entre ells, podem concloure que: a) en els estudis de seguiment
només s’han d’incloure els individus préviament analitzat, b) les lesions cromosomiques
no son un bon biomarcador de genotoxicitat quan el temps transcorregut des de 1’exposicio
al fuel és superior a dos anys, c) el temps de cultiu no afecta a la detecci6 de dany
cromosomic després de dos anys de I’exposicio, d) la freqliencia d'alteracions
cromosomiques estructurals en individus exposats al fuel és entre dos i tres vegades
superior a la descrita en la poblacié normal, confirmant que I'efecte genotoxic persisteix sis
anys després de l'exposicid, e) I’augment d’alteracions cromosomiques en els individus no
exposats suggereix que han estat sotmesos a una exposicio secundaria al fuel (aliments
contaminats o residus emmagatzemats) o a algun altre agent genotoxic, que els ha fet
empitjorar des del Prestige I, f) I’augment del dany detectat en individus exposats al fuel,
tan en Prestige | com en Prestige Il, esta associat a errors en la reparacié de 1’ADN.
Finalment, I’interés socio-sanitari dels nostres resultats, posa de manifest la necessitat de
portar a terme estudis semblants que permetin confirmar si I’exposicio accidental al fuel

incrementa el risc de desenvolupar cancer.



Abstract

The tanker Prestige (2002) wrecked and spill about 65.000 tons of oil and pollutants into
the sea at the Galician coasts. During the cleaning tasks, more than 300.000 people were
exposed to genotoxic oil components, like benzene and benzopyrenne. Our group carried
out a genotoxic study two years after the exposure to oil (Prestige I) and showed an
increase in structural chromosome alterations in exposed individuals. The associations
between the increase of chromosomal alterations and the risk of developing cancer

revealed the importance of conducting a follow-up study (Prestige I1).

The main objective of this doctoral thesis is to determine if the previously detected
genotoxic effect persists six years after the exposure. We have analyzed 104 fishermen, 58
exposed and 46 not exposed to the oil, with conventional culturing of 48 h lymphocytes.
And 44 of the same individuals were studied with culturing with aphidicolin, to test
possible errors in DNA repair. Based on our results, the results of the previous studies
(Prestige |1 72 h and Prestige 11 72h) and the comparison between them, we must conclude
that: a) follow-up studies only have to include previously studied individuals, b)
chromosomal lesions are not a good genotoxicity biomarker when the fuel is not present, c)
the time of culturing does not affect the detection of chromosomal damage two years after
the exposure, d) the frequency of structural chromosome alterations is about two times
higher than described in normal population, which confirms that genotoxic effect
previously detected still persists six years after the exposure, e) the increase of damage in
non-exposed individuals makes us believe that these individuals have undergone a less
intense exposure to the oil (contaminated food or stored residues) or to another genotoxic
agent, which affected them, f) the high damage in exposed individuals, in Prestige | and
Prestige 11, is associated with errors in DNA repair. Finally, the socio-sanitary interest of
our results shows the need for similar studies to confirm if accidental exposure to oil

increases the risk of developing cancer.
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Introduccié

1. Agents genotoxics

Un agent genotoxic és qualsevol agent fisic, quimic o biologic capag de produir danys en el
material genetic, de manera directa o indirecta. Aquests agents provoquen alteracions que
poden ser temporals, permanents o, fins i tot, letals, originant, entre d’altres, mutacions
géniques o cromosomiques, errors en la reparacié/replicacio de I'ADN o en la segregacio
cromosomica. L’activitat genotoxica no té un llindar d'accié conegut per sota del qual es

pugui assegurar que no existeix cap risc (Surrallés et al., 1997).

El principal mutagen fisic son les radiacions, el seu efecte biologic es deriva de I'energia
que li cedeixen als teixits vius en travessar-los. Les més estudiades han estat les radiacions
ionitzants d'alta energia que sén capaces de fer saltar els electrons de la materia organica,
ionitzant-la. El seu mode d’acci6 pot ser directe, si actua sobre ’ADN, o indirecte si actua
sobre les molecules d’aigua provocant la seva hidrolisi i la formacié de radicals Iliures que
poden afectar finalment el material genetic (Mateuca et al., 2006; revisat per Dauer et al.,
2010; Selzer et al., 2011) .

Dins els mutagens biologics destaquen els agents infecciosos com virus, bactéries i
protozous. Un dels més estudiats son els virus d’ARN o retrovirus que repliquen el seu
material genétic, el transformen en ADN 1 I’integren en el genoma de la cél-lula hoste. La
integraci6 del genoma viric pot provocar trencaments cromosomics, alteracions

cromosomiques i mutacions geniques (Uren et al., 2005; Braoudaki et al., 2011).

En el genoma huma trobem elements genetics mobils, transponibles, que poden actuar com
a agents genotoxics i que es caracteritzen per la seva capacitat de canviar de posicio i de
nombre de copies, ja que poden replicar-se de manera independent. Els seus principals
efectes genotoxics son: mutacions geéniques, lesions i alteracions cromosomiques
estructurals, especialment delecions i insercions (Kazazian, 2004; Abrusan et al., 2006;
Ivics et al., 2010).

1.1. Exposicio cronica i aguda a mutagens

Durant el transcurs de la vida, estem continuament exposats a l'accié d'agents genotoxics
del medi que ens envolta, de forma ambiental, cronica/ocupacional o aguda en el cas dels

accidents.
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Introduccio

L’exposicié ambiental es produeix quan I'agent genotoxic es troba, de manera més o menys
natural al medi ambient. Normalment, implica I'exposicié a una amplia barreja d’agents
quimics amb desenes de milers de substancies (no a compostos individuals), pocs dels
quals han estat identificats i quantificats (revisat per Angerer et al., 2007). L'origen de
I’exposicio ambiental pot ser fruit de diferents fenomens: processament dels aliments,
residus produits per la crema de combustibles fossils, restes de productes i emissions de la

industria, fuites de magatzems i diposits, fum del tabac, etc.

L’exposicié de forma continua a aquests mutagens es coneix com exposicio cronica i pot
originar una gran varietat de respostes en funcid de l'estil de vida individual, la
predisposicio genética i els habits de treball (revisat per Angerer et al., 2007). No obstant,
son moltes les publicacions que descriuen que les persones sotmeses a una exposicio
cronica a un mutagen quimic tenen un major risc de patir cancer (Schnatter et al., 1996;
Carere et al., 2002; Pitarque et al., 2002; Testa et al., 2005., Garte et al., 2005; Tovalin et
al., 2006; Cardenas- Bustamante et al., 2007; Barregard et al., 2009).

L’exposicid aguda a un agent genotoxic es produeix de forma accidental. Determinades
situacions poden provocar que amplis grups de persones es vegin exposades de manera
puntual a altes dosis d’algun agent genotoxic, com ocorre en el cas dels vessaments de
petroliers, els accidents a centrals nuclears, les fuites massives de la industria, etc. Els
efectes poden ser molt variables en funcié del tipus d'agent, la intensitat/temps d'exposicid
i els sistemes de proteccidé emprats (revisat per Aguilera et al. 2010, revisat per Barret et
al., 2012).

1.2. Mutagens quimics

Sén compostos quimics capacos d'actuar de manera directa o indirecta sobre I'ADN i induir
mutacions géniques o cromosomiques. Els agents que actuen indirectament, per poder
interactuar amb el material genétic, han de ser metabolitzats pels sistemes enzimatics
cel-lulars. Els seus efectes son molt variats: a) interfereixen en la sintesi de I'ADN,
mitjancant la inhibicié dels enzims implicats en la replicacio, b) modifiquen les propietats
quimiques de I'ADN, formant enllagcos covalents entre les cadenes d'’ADN, c) indueixen
trencaments de cromatide o de cromosoma (revisat per Greim i Reuter, 2001; revisat per
Ellinger-Ziegelbauer et al., 2009). En general, les bandes G clares presenten una major

tendéncia a veure’s afectades per I’accido de mutagens quimics que les bandes G fosques.
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Les bandes G clares son regions transcripcionalment actives que durant la interfase
adopten una conformaci6 més oberta, més accessible, més vulnerable que les
d’heterocromatina. La distribucidé dels punts de trencaments en el genoma reflecteix la
interacci6 complexa entre 1’estructura i I’ordenament dels cromosomes en el moment de
I’exposici6 a I’agent genotoxic i els diferents mecanismes de reparacié de I’ADN (Obe et

al., 2002).

Determinats agents quimics constituents del fuel, han estat classificats per la IARC (2012)
(International Agency for Research on Cancer) com: possibles carcinogens (naftalée,
benzofluoranté i benzoantrace), probables carcinogens (dibenzoantrace) i carcindgens
(benze i benzopire). No obstant, la seva toxicitat en humans ¢és dificil d’establir, degut a
que I’exposicio a aquests productes es produeix sempre en barreges complexes amb altres
compostos, en treballadors de refineries, industries de carbd, alumini, carbonat calcic,
pavimentacio, etc (IARC, 2002, 2010, 2012).

Benzeé

El benzé és un hidrocarbur aromatic que es pot trobar, en quantitats residuals, a 1’aire, com
a consequencia de processos antropogenics com les emissions de la industria, 1’evaporacio
del fuel a les benzineres i el fum dels cotxes i el tabac. També es pot trobar a I’aigua i a
aliments contaminats (IARC, 2012). El benzé és un agent generador de radicals Iliures que
per aconseguir 1’activitat genotoxica ha de patir canvis metabolics complexes (Fig. 1).
Aquests canvis metabolics donen lloc a la formacié de benzoquinones, muconaldehids i
especies reactives d’oxigen (ROS) que son responsables del dany oxidatiu a 'ADN. Aquest
procés, on participen diferents sistemes enzimatics, té lloc al fetge, al pulmé i a la medul-la
ossia (Smith et al., 1998 i revisat per McHale et al., 2012). Les benzoquinones i els
muconaldehids també poden generar trencaments de doble cadena per la inhibici6 de la

topoisomerasa Il (Chen i Eastmond, 1995; Frantz et al., 1996).

L’efecte genotoxic del benze ha estat molt estudiat, especialment en treballadors sotmesos
a dosis baixes, durant llargs periodes de temps (Tunka et al., 1996; Forni, 1996; Zhang et
al., 1996, 1998a; Smith et al., 1998a; O'connor et al., 1999; Tompa et al., 2004; Roma-
Torres et al., 2006; Keretetse et al., 2008; Paz-y-Mifio et al., 2008; Pandey et al., 2008).
En aquests estudis s’ha descrit un augment de les hiperploidies del cromosoma 9 (Zhang et

al., 1996), de les monosomies dels cromosomes 8 i 21 (Smith et al., 1998a) i de la delecio
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dels bracos llargs dels cromosomes 5 i 7 (Zhang et al., 1998a). En aquests treballs pero,
nomes analitzen un nimero reduit de cromosomes, mitjancant FISH dels cromosomes 1, 5,
7, 8,91 21. Per tant, aquests estudis no poden afirmar que els cromosomes que han trobat

afectats siguin ni els unics, ni els més afectats, per 1’exposicio cronica al benze.

Benze Oxid de benzé Acid S-fenilmercapturic

t,t-muconaldehid

Glucuronid i
. Fenol Benze de dihidrodiol
conjugats de
sulfat
Hidroquinona Catecolamines Conjugats
1,2,4-Benzenetriol
Radicals de

ROS semiquinona

Benzoquinones

Toxicitat

Figura 1. Esquema de les principals vies metaboliques del benzé que condueixen a la formacié d’espécies
reactives d’oxigen que poden tenir efectes genotoxics (modificada de McHale et al., 2012).

En treballadors de refineries de petroli, exposats cronicament al benze, els estudis
genotoxics han constatat I'alteracio dels mecanismes de reparacio de I'ADN mitjancant el
tractament dels cultius amb radiacio ultraviolada, determinant I’expressi6 del gen HPRT i
mesurant I’estat de ’estrés oxidatiu (Tompa et al., 2005; Keretetse et al., 2008). També
s’ha descrit un increment del dany cromosomic (gaps i trencaments) mitjangant 1’assaig
cometa (Roma-Torres et al., 2006; Paz-y-Mifio et al., 2008; Pandey et al., 2008) i un
augment de les alteracions cromosomiques, especialment dels fragments acentrics (Forni,
1996; Tunka et al., 1996). Aquests treballs presenten algunes limitacions: Roma-Torres et
al. (2006) i Pandey et al. (2008) analitzen lesions perd no alteracions cromosomiques

estructurals; Paz-y-Mifio et al. (2008) analitzen només alguns tipus d’alteracions
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estructurals (fragments acéntrics i cromosomes dicentrics). Per ultim, Forni et al. (1996) i
Tunka et al. (1996) analitzen tan lesions com alteracions cromosomiques perd no
especifiquen els tipus d’alteracions observades. Cap dels estudis recull els punts de

trencament.
No hi ha estudis semblants en individus exposats de forma aguda a al benzé.

A més, és interessant fer referéncia a que en els individus exposats cronicament al benze
s’ha trobat una major incidéncia de diferents tipus de cancer: leucémia mieloid aguda,
sindrome mielodisplasica, limfoma No-Hodgkin, leucémia limfocitica, leucemia no
limfocitica aguda, cancer de pulmo, cancer nasofaringi, anémia aplasica i hematotoxicitat
(Infante et al., 1983; Schnatter et al., 1996; Hayet et al., 1997; 2001 i Smith et al., 1998b).

El benzé ha estat classificat per la IARC (1982) com a agent carcinogen en humans,

basant-se en els estudis realitzats en persones exposades ocupacionalment al benze.

Benzopire

El benzopire és un hidrocarbur aromatic d’alt pes molecular que es pot trobar en I’aire,
’aigua i el terra en quantitats residuals, excepte prop de les seves fonts on la concentracid
augmenta. També esta present en alguns aliments, productes farmacéutics i en el fum del
tabac (IARC, 2012).

S’origina durant la combustié incompleta de material organic. Al igual que el benze, el
benzopire, ha de ser processat per sistemes metabolics complexos que el transformen en
espécies reactives que soén les responsables dels danys en I’ADN, mitjangant un procés
d’oxidoreduccid (Xue 1 Warshawsky, 2005). L’exposicid ocupacional a aquest agent
quimic té lloc per inhalacio i per contacte directe a la pell en les industries que treballen
amb petroli, alumini, carbo i a plantes d’energia, on els nivells de benzopire oscil-len entre

baixos, mitjos i alts depenent del tipus d’indtstria (IARC, 2012).

L’exposici6 al benzopire esta directament relacionada amb 1’aparicio de tumors en totes les
especies animals testades, amb un efecte carcinogenic tan local com sistemic. Pot generar
tumors de pell, gola, estdbmac, fetge, limfomes i cancers hematopoictics entre d’altres

(Shimizu et al., 2000; Wijnhoven et al., 2000; Estensen et al., 2004; Balansky et al., 2007).

El benzopiré ha estat classificat per la IARC (2012) com a agent carcinogen en humans,

basant-se en els experiments realitzats en animals.
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2. Biomarcadors genotoxics

Els biomarcadors soén parametres que permeten avaluar 1’exposicio d’un organisme a un
agent genotoxic. Es poden classificar en biomarcadors d’exposicio i biomarcadors d’efecte
(Taula 1). Els primers indiquen si un individu determinat ha estat en preséncia d’un agent
genotoxic; mentre que els biomarcadors d’efecte detecten si 1’exposicio esta a una major
probabilitat de presentar efectes adversos com ara cancer (IPCS, 1993; revisat per Bonassi
et al., 2005). Des de 1930, amb la determinacio de biomarcadors en fluids corporals, la
medicina ocupacional ha intentat protegir els individus de I’exposicid6 a productes
potencialment toxics. Aquest métode d’estudi es coneix com biomonitoritzacié humana
(revisat per Albertini et al 2000 i per Bonassi et al., 2005; Au et al., 2007). Els
biomarcadors poden veure’s afectats per polimorfismes genetics de la poblacid, que

condicionen la resposta individual front a I’exposicié a agents genotoxics (Norppa, 2004).

Taula 1. Classificacié dels biomarcadors genotoxics

Biomarcadors

d'exposicio  d'efecte

Adductes de proteines Si No
Adductes d'ADN Si Si
Intercanvis de cromatides germanes Si No
Assaig cometa Si No
Assaig de micronuclis Si No
Alteracions cromosomiques Si Si

En general, en les situacions d’exposicions agudes, és necessari obtenir les mostres a
analitzar rapidament. No obstant, el temps optim de recollida de les mostres dependra del
biomarcador de genotoxicitat que s hagi triat per realitzar 1’estudi (revisat per Albertini et
al., 2000).
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Adductes de proteines

Sén substancies quimiques unides covalentment a les proteines que es formen per 1’accid
d’agents electrofilics (o dels seus metabolits) quan reaccionen amb aminoacids de
I’hemoglobina, especialment amb cistines, histidines i valines (Térngvist i Ehrenberg,
1994). El nivell d’adductes detectat s’associa a 1’efecte produit per 1’agent genotoxic. Els
adductes de proteines han estat utilitzats com a biomarcadors de 1’exposicio a mutagens i
també per identificar i quantificar el tipus d’exposicié (Farner P, 1995). Donat que la vida
atil dels eritrocits és aproximadament d’uns 120 dies, la mesura dels adductes en
I’hemoglobina proporciona informacié sobre exposicions que han tingut lloc, com a

maxim, 4 mesos abans de 1’obtencié de la mostra (Tannenbaum et al., 1993).

Adductes d’ADN

S’uneixen covalentment a I’ADN, s’utilitzen, principalment, com biomarcadors
d’exposicié perd també com biomarcadors d’efecte, ja que poden predir el risc de patir
cancer. El nivell d’adductes d’ADN a un teixit determinat es correlaciona amb 1’exposicio.
La seva quantitat en un teixit 0 organ determinat no s’associa necessariament amb el
desenvolupament de cancer en el mateix teixit. El moment optim d’obtencié de la mostra
¢és entre unes hores i uns pocs dies després de 1’exposicio (Hemminki et al., 1994; Qian et
al., 1994; Culp et al., 1996; revisat per Albertini et al., 2000).

Intercanvis de cromatides germanes (SCE)

L’intercanvi reciproc entre dues cromatides germanes (SCE) d’un cromosoma augmenta la
seva freqiiéncia amb 1’exposicio a agents genotoxics (Painter, 1980; revisat per Albertini et
al., 2000). La seva detecci6 requereix que la replicacié de I’ADN es produeixi en preséncia
de bromodeoxiuridina (BrdU) en dos cicles cel-lulars consecutius. Les mostres han de ser
obtingudes, com a maxim, unes poques hores després de la finalitzacio de 1’exposicid
(Tucker et al., 1993; revisat per Albertini et al., 2000).

Aquest biomarcador s’utilitza habitualment com a biomarcador de I’exposicié en limfocits
de sang periférica i no com a biomarcador d’efecte ja que no s’ha pogut constatar una
associacio clara entre una elevada freqiiencia d’SCEs i un augment del risc de patir cancer

(YYager et al., 1993; Hagmar et al., 1994, 1998).
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Assaig cometa

Les cel-lules amb majors nivells de danys a I’ADN presenten una migracié alterada al
realitzar 1’electroforesi. Sota condicions neutres, la migracié6 de I’ADN augmenta pels
trencaments de doble cadena, mentre que sota condicions alcalines, la migracié augmenta
pels trencaments de cadena, tan simples com dobles. Aquest assaig €s una técnica sensible
que no requereix cultius cel-lulars (revisat per Collints et al., 1997; Miyamae et al., 1997;
revisat per Speit i Hartmann et al., 1999). L anic inconvenient important és el dany no
especific de I’ADN produit durant el processament de les cél-lules. [’assaig cometa és un
biomarcador d’exposicié a agents genotoxics, perd no d’efecte. El temps d’obtencio6 de les

mostres ha de ser com a maxim unes poques hores després de 1’exposicio (revisat per

Albertini et al., 2000).

Assaig de micronuclis

Els micronuclis (MN) son petites porcions de cromatina extranuclears que es formen
durant la mitosi a partir de fragments acéntrics o de cromosomes sencers. EIs MN no son
inclosos junt al nucli principal degut a defectes en el centromer o a problemes en la unio
amb el fus mitotic (Fenech i Morley, 1985; Fenech, 1993; revisat per Albertini et al.,
2000).

L’assaig de MN es realitza en cultius de limfocits de sang perifeérica tractats amb
citocalasina-B (un inhibidor de la citocinesi), per tal d’aturar la divisio cel-lular quan la
majoria de cel-lules es trobin en I’estat binucleat. La freqliéncia de MN en c¢l-lules de
cultiu binucleades inclou MN preexistents, procedents de divisions in vivo, que s’originen
durant el procés de maduraci6 dels limfocits en la medul-la dssia, la melsa, el timus i els
nodes limfatics (Fenech et al., 1997; Martino-Roth et al., 2003). L’assaig de MN s’utilitza
com biomarcador d’exposicié a agents genotoxics perd no com biomarcador d’efecte. El
moment optim de recol-leccié de les mostres és durant I’exposicid o poc després (revisat
per Albertini et al., 2000).
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Lesions i alteracions cromosomiques

El 90% del dany en I’ADN induit per diferents agents genotoxics és reparat correctament,
mentre que el 10% restant o no és reparat 0 és reparat de manera incorrecta, originant
lesions i alteracions cromosomiques (Natarajan i Obe, 1978; Obe et al. 2002; revisat per
Studer et al., 2013). Aquests biomarcadors s’han utilitzat tradicionalment per 1’estudi
genotoxic de 1’exposicid a la radiaci6 ionitzant i a un ampli rang d’agents quimics (revisat

per Zhang et al., 2002 i per Holeckova et al., 2004).

Les alteracions cromosomiques estructurals son utilitzades com a biomarcadors
d’exposicid i com a biomarcadors d’efecte, ja que un augment en la seva freqiiéncia esta
directament associat a un augment del risc a patir cancer (Carrano i Natarajan, 1988;
Mitelman, 1994; Anderson i Zeiger, 1997; Tawn, 1997).

2.1. Lesions i alteracions cromosomiques

Lesions cromosomigues

Les lesions cromosomiques s’observen com discontinuitats del material cromosomic al
microscopi optic, en metafases tenyides uniformement (Kasuba et al., 2000). Es
classifiquen com a gaps quan no hi ha desplacament de les cromatides o com a trencaments
quan les cromatides s’han desplagat (Fig. 2). En ambdds casos poden afectar a una

cromatida o al cromosoma sencer.

Lesions cromosomiques

Gaps Trencaments

De cromatide }{ ,{
g g
De cromosoma H s H
) )

Figura 2. Tipus de lesions cromosomiques.
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Alteracions cromosomiques estructurals

Les alteracions cromosomiques, encara que algunes es poden detectar amb tincié uniforme,

la majoria requereixen 1’aplicacid de técniques d’identificacid, com el bandeig cromosomic

o la hibridacid in situ fluorescent (FISH) (Edwards, 2000).

A la Figura 3 es mostren els diferents tipus d’alteracions cromosomiques estructurals.
Poden ser classificades en estables o inestables, en funcié de si la seva estructura permet
que es conservin al llarg de les diferents divisions cel-lulars. Les alteracions
cromosomiques estructurals inestables poden perdre’s al llarg de les divisions cel-lulars,
mentre que les estables, com les translocacions, es mantenen durant els successius cicles
cel-lulars i acumulant-se al llarg del temps (Tawn i Whitehouse, 2001). Els estudis de
genotoxicitat normalment es centren en I’analisi de les inestables, com cromosomes
dicéntrics, anells, etc, que presenten una freqiiencia en la poblacié molt baixa (Edwards,
1997).

En funcid de si hi ha pérdua o guany de material genétic o no, les alteracions estructurals
poden ser classificades en equilibrades o desequilibrades. Per ultim es poden classificar en
intercromosomiques, quan impliquen dos cromosomes diferents no homolegs o
intracromosomiqgues quan afecten un Unic cromosoma (Savage, 1975; revisat per Shaffer i
Lupski, 2000).
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Alteracions cromosdmigues estructurals

Equilibrades i estables

Translocacions robertsonianes Translocacions reciprogues
Inversions pericéntriques Inversions paracéntrigues
Insercions

- R

Desequilibrades i estables

Delecions Duplicacions
—p H —>
Isocromosomes Cromosomes marcadors

[

Desequilibrades i inestables

Fragments acéntrics Translocacions dicéntrigques
se BN
Anells

t -

Figura 3. Tipus d’alteracions cromosomiques estructurals.
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Alteracions estructurals equilibrades i estables

Les translocacions Robertsonianes son intercanvis de bracos sencers entre dos
cromosomes acrocentrics. Els trencaments es produeixen en els bracos curts, propers als
centromers, donant lloc a un cromosoma dicéntric que normalment no presenta problemes
d’inestabilitat, gracies a la inactivaci6 d’un dels centromers per mecanismes encara
desconeguts. Aquesta alteracio implica la pérdua dels bracos curts romanents sense afectar
el fenotip (Kim i Shaffer, 2002).

Les translocacions reciproques impliquen I’intercanvi reciproc de fragments terminals de

dos cromosomes, sense que es produeixi una pérdua de material genétic.

Les inversions pericéntriques son reordenaments intracromosomics que s’originen per dos
trencaments, un a cada bra¢c cromosomic, i la posterior inversio i reunio del segment

alliberat que conté el centromer (Kaiser, 1988).

Les inversions paracentriques s’originen quan tenen lloc dos trencaments en un mateix
bra¢ cromosomic seguits de la inversio i reunio del segment cromosomic. En aquest cas la

posicié del centromer no es veu afectada (Madan, 1988).

Les insercions son reordenaments intercromosomics en els quals un fragment d’un
cromosoma s’intercala en un cromosoma no homoleg. La seva formaci6 necessita, com a

minim, tres trencaments (revisat per Van Hemel i Eussen, 2000).

Alteracions estructurals desequilibrades i estables

Les delecions es caracteritzen per la pérdua d’un fragment cromosomic. Les delecions
terminals requereixen un trencament mentre que les intersticials requereixen dos (revisat
per Shaffer i Lupski, 2000).

Els isocromosomes s’originen per un mecanisme de misdivisio del centromer durant la
divisio cel-lular o per un intercanvi tipus U entre cromatides germanes, només aquest ultim
formaran isocromosomes dicéntrics (revisat per Shaffer i Lupski, 2000). Cada

isocromosoma esta format per dos bracos, curts o llargs, genéticament identics.

Les duplicacions consisteixen en la duplicacido d’un segment cromosomic, generalment,
dintre del mateix cromosoma. Normalment la regié duplicada es situa al costat de la
original. S’originen per un intercanvi desigual entre cromosomes homolegs (revisat per
Shaffer i Lupski, 2000).
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Els cromosomes marcadors son el resultat de reordenaments intracromosomics i/o
intercromosomics complexes que dificulten la seva identificacio amb bandes G (revisat per
Shaffer i Lupski, 2000).

Alteracions estructurals desequilibrades i inestables

Els fragments acentrics son fragments cromosomics sense centromer que normalment

tendeixen a perdre’s amb els successius cicles cel-lulars. Poden formar micronuclis
(Mateuca et al., 2006).

Les translocacions dicentriques es produeixen a partir de dos cromosomes metacentrics o
submetacentrics trencats que es fusionen, donant lloc a la formacié d’un nou cromosoma

amb dos centromers (revisat per Stimpson et al., 2012).

Els cromosomes en anell es formen com a resultat de dos trencaments en els extrems
terminals dels bracos p i q d’'un mateix cromosoma i la seva posterior fusio (revisat per

Daver et al., 2012).

Alteracions cromosomigues numeriques

Les aneuploidies son alteracions cromosomiques numeériques que s’originen per la no
disjuncié o pérdua anafasica durant la divisio cel-lular (revisat per Thoma et al., 2011 i per
Gordon et al., 2012; Fox i Duronio, 2013). Darrerament, s’ha descrit que les aneuploidies
poden ser originades mitjancant diferents processos com defectes en el control de la unio al
fus mitotic o defectes en la cohesio cromosomica (Compton, 2011). En els estudis de
genotoxicitat només les hiperploidies poden ser considerades com a mesura de
I’aneuploidia, degut a que la majoria de les pérdues cromosomiques es produeixen durant
I’obtencié de les extensions cromosomiques i es consideren artefactes (Albertini et al.,
2000).
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3. Mecanismes de reparacio del dany genotoxic

La gran importancia que té per les cél-lules mantenir la integritat del seu material genetic,
front els nombrosos agents genotoxics, explica I’existéncia de diferents mecanismes de
reparacio de ’ADN que, independentment de 1’etiologia de la mutacid, garanteixen que
una gran varietat de danys siguin corregits de manera efectiva (Decodier et al., 2010). Hi
ha quatre mecanismes principals de reparaci6 de 1’ADN: reparacié d’aparellaments
incorrectes (MMR), reparacio per escissi0 de base (BER), reparacidé per escissio de
nucleotid (NER) i reparacié de trencaments de doble cadena (DSBR) (Jackson et al.,
2009). Cada un d’aquests sistemes té un seguit de danys que és capa¢ de reconéixer i

reparar, tal i com es recull a la Taula 2 (Hoeijmakers, 2001).

Taula 2. Mecanismes de reparacié de I’ADN

Errors en la reparacié

Tipus d'alteracions de

I'ADN sobre els que actua Lesions
cromosomiques

Alteracions
cromosomiques
estructurals

Mecanismes de reparacié

Aparellaments incorrectes

Mis-match repair (MMR) de nucledtids + -
Danys oxidatius
Reparacié per escissié de base Desaminacions . )
(BER) Despirimiditzacions
Despurinitzacions
Adductes
Reparacid per escissié de Enllagos creuats . )
nucleotid (NER) Dimers de pirimidina
Ciclopurines
Sistema de reparacio de Trencaments
trencaments de doble cadena + +

(DSBR) Danys oxidatius

Els desaparellaments entre nucleotids s’originen per desaminacid de bases, oxidacio,
metilacid, disfuncions de I'ADN polimerasa durant la replicacié o per errors durant els
processos de recombinaci6. Aquests desaparellaments son reparats pel sistema de
reparacio d’aparellaments incorrectes. No obstant, si no funciona de manera correcta pot
generar lesions cromosomiques i inestabilitat de microsatel-lits entre d’altres (Caldecot,
2001; Kumari et al., 2009).
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La reparacid per escissio de bases forma part de la resposta primaria per corregir lesions
de les bases nitrogenades, produides per danys oxidatius, alquilacié, desaminacio,
despurinitzacio, despirimiditzacié i trencaments de cadena simple (Robertson et al., 2009).
El seu funcionament incorrecte genera un major nombre de lesions cromosomiques
(Collins et al., 2001).

El mecanisme de reparacio per escissio de nucleotid corregeix una amplia varietat de
lesions: adductes d’ADN, enllagos creuats, dimers de pirimidina i danys oxidatius
especifics com les ciclopurines (Hoeijmakers, 2009). Aquest sistema s’encarrega
principalment de la reparacio de danys en I’ADN induits per mutagens exogens, de manera
que la seva capacitat d’actuacio pot ser un biomarcador 1til en estudis de biomonitoritzacid
humana i en la prediccié del cancer (Vande Lock et al., 2010; Slyskova et al., 2011). Un
funcionament incorrecte d’aquest mecanisme de reparacio pot induir la formacio de lesions

cromosomiques (Vande Lock et al., 2010; Slyskova et al., 2011)

Hi ha dos sistemes de reparacid de trencaments de doble cadena: la recombinacio
homologa (HR) i la fusi6 no homologa d’extrems (NHEJ) (Pardo et al., 2009). EI primer
actua a les fases S 1 G2 del cicle cel-lular, és un mecanisme de reparaci6 d’alta fidelitat, ja
que restaura I’ADN danyat utilitzant seqiiéncies homologues identiques a les originals
(Zhu et al., 2009). El segon mecanisme, NHEJ, semblant a I'anterior, consisteix en re-lligar
directament els dos extrems del trencament pero sense que hi hagi recombinacid. Actua
durant les fases G1 i S del cicle cel-lular, quan encara no hi ha una doble cadena homologa
que pugui ser utilitzada com a motllo (Pardo et al., 2009). L’incorrecte funcionament dels
sistemes de HR i NHEJ, genera un augment del nombre de lesions i alteracions

cromosomiques (Natarajan et al., 2008).

Alguns agents genotoxics només son capagos de produir trencaments d’una cadena mentre
que altres poden induir trencaments de doble cadena (Evans i Scott, 1969; Bender et al.,
1974; Natarajan et al., 2008).

Independentment del mecanisme de reparacio, si els trencaments d’una cadena no es
reparen abans de la replicacio o si son reparats de manera incorrecta, es transformen en
trencaments de doble cadena. Si aquests no son reparats o0 son reparats incorrectament
poden originar lesions cromosomiques (gaps i trencaments) i alteracions cromosomiques
estructurals: inversions, anells, insercions, translocacions, delecions, alteracions
cromosomiques complexes, inestabilitat cromosomica, etc (Mateuca et al., 2006; revisat
per Dauer et al., 2010 i Selzer et al., 2011).
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Estudis recents han determinat la implicacié dels sistemes de reparacié de I’ADN (BER,
NER i DSBR) en la reparacidé dels danys induits pel benze (Fig. 4). L’impacte de la
carcinogenesi indurda pel benze dependra del tipus i frequéncia de les lesions provocades,
del sistema de reparacid implicat i de la capacitat de reparacié de 1’organ o teixit diana
(Hartwig, 2010).

NER Adductes Llocs apurinics i BER
d’ADN apirimidinics
Metabolits
BER del benze
HR Danys Inhibicio
I . NHEJ
NHEJ oxidatius Topoisomerases

Figura 4. Sistemes de reparacié implicats en I'eliminacio dels danys induits pel benzé.
BER: reparacio per escissio de base; NER: reparacio per escissié de nucleotid; HR:
recombinacié homologa; NHEJ: unié no homologa d’extrems (modificada de Hartwig,
2010).

4. Alteracio de la reparacio de ’ADN: cultius amb afidicolina

L’afidicolina és una micotoxina diterpenoid tetraciclica que actua inhibint les ADN
polimerases a, 6 i € (Glover et al., 2005; Palakodeti et al., 2010). Aquestes polimerases
formen part de la maquinaria de replicacid i de reparacio de I’ADN com la reparacid per
escissio de nucleotids i per escissio de base (Fortini et al., 2003; revisat Lukusa i Fryns,
2008; Slyskova et al., 2011; Speit et al., 2013).

Quan actua sobre la maquinaria de la replicacio, disminueix la velocitat de la replicacié
general del genoma, fent que la forqueta de replicacié progressi més lentament, o que, fins
I tot, s’aturi (Fig. 5). La parada de la replicaci6 dona lloc a trencaments de doble cadena de

I’ADN (Speit i Schitz, 2008; Palakodeti et al., 2010).
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AFIDICOLINA
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Figura 5. Representacio de la inhibicié de I’ADN polimerasa per |’afidicolina.

L’augment dels trencaments induits per I’afidicolina pot ser mesurat mitjangant 1’assaig
cometa, lesions i alteracions cromosomiques i formacié de micronuclis (Speit i Schitz,
2008; Palakodeti et al., 2010). De tots aquests biomarcadors, les lesions cromosomiques
son les que tenen una major sensibilitat en la deteccio dels danys generats per 1’afidicolina
(Speit et al., 2004; Speit i Schiitz, 2008). Aquesta major susceptibilitat pot ser deguda a
I’existencia d’una exposicid previa a altres agents genotoxics o a factors genetics
individuals. Es calcula que aproximadament un 7% dels individus sén hipersensibles a
I’efecte de I’afidicolina (Tedeschi et al., 2004; Speit et al., 2004; Hubeek et al., 2005;
Tiwari et al., 2008). En general, un augment del nombre de lesions cromosomiques en

preséncia d’afidicolina, implica un major efecte de I’agent mutagen (Tedeschi et al., 2004).

Es considera que aquest inhibidor de les polimerases ajuda a detectar lesions no reparades,
i per tant, permet comprovar el correcte funcionament dels sistemes de reparacié del
genoma (Vande Lock et al., 2010). Darrerament, I’estudi de Fujita et al. (2013) ha
evidenciat que 1’afidicolina, en funci6 de la seva concentracio, induiria trencaments
cromosomics no associats a trencaments de doble cadena de I’ADN que no estarien

subjectes a les principals vies de reparacio de trencaments de doble cadena (HR i NHEJ).

Per altim, la major part dels llocs fragils comuns son especialment induits per 1’afidicolina
encara que s’observen, a baixa freqiiencia, amb 1’addicio de bromodeoxiuridina (BrdU) i

azacitidina (revisat per Durkin i Glover, 2007).
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5. Exposicio al fuel abocat pel petrolier Prestige

El 13 de novembre de 2002 el Prestige, un petrolier de 30 anys d'antiguitat, que operava
per a una companyia grega, navegava amb 77.000 tones de fuel a 50 km de Fisterra, quan
un gran temporal va fer que s'obris una important via d'aigua, provocant danys estructurals
greus. Front el risc de contaminar una de les primeres regions productores de musclo, a
nivell mundial, les autoritats portuaries decideixen remolcar la nau lluny de la costa, fins
que el dia 19 de novembre, a 250 km mar endins, el petrolier es va enfonsar (Fig. 6)

(http://marenostrum.org/ecologia/medio ambiente/prestige/).

Figura 6. Petrolier Prestige en el moment de partir-se per la meitat.

Degut a I'accident, 63.000 tones de fuel van ser vessades al mar, afectant mes de 1.000 km
de les costes gallegues, asturianes, cantabriques, basques i franceses (Fig. 7) (Bosch,
2003). La contaminaci6 va ser molt amplia i heterogénia. Les caracteristiques de la costa,
les condicions climatiques i les corrents marines van fer que la contaminaci6 afectés de

manera desigual les diferents zones (Albaiges et al., 2006).
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Figura 7. Imatge de la contaminacio de les costes gallegues pel
vessament del Prestige.

Davant I'abséncia d'un pla de contingencia per aquest tipus de catastrofes, les tasques de
neteja del fuel es basaren en la massiva resposta de milers de voluntaris. Els primers en
respondre van ser els pescadors i mariscadors de la zona, junt amb les seves families que
no disposaren de cap mena d'equip de proteccio. Poc després es van incorporar voluntaris
vinguts de Galicia, la resta d’Espanya i d’Europa. Per ultim, es van incorporar empreses de
gestio de residus i 1’exeércit. En total, unes 300.000 persones van participar en la neteja de

les costes gallegues (Fig. 8).

Figura 8. Voluntaris participant en les tasques de neteja del fuel.
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5.1. Caracteristiques del fuel vessat

El Prestige transportava fuel n°2 que es caracteritza per una elevada densitat, alta
viscositat, alt contingut en sofre (4%), poca tendencia a dispersar-se formant emulsions
estables amb l'aigua i una capacitat de biodegradacié inferior al 10% durant els primers
mesos (Informe técnico CSIC Prestige n°1, CSIC 2003).

La seva composici6 era d’un 50% d'hidrocarburs aromatics entre quals hi havia
hidrocarburs volatils, hidrocarburs aromatics policiclics i hidrocarburs d'elevat pes
molecular. A la Taula 3 s’especifica quins d’aquests components es consideren
carcinogens. La resta de compostos quimics consistien en un 22% d'hidrocarburs saturats,
un 28% de resines i asfaltens, heteromolécules amb sofre, oxigen i nitrogen i elevats
continguts de metalls pesats com cadmi, plom i niquel que també presenten propietats

carcinogeniques i poden afectar el sistema endocri.

Taula 3. Composicié quimica del fuel vessat pel petrolier Prestige i la seva classificacié com
carcinogen huma

Composicio fuel petrolier Prestige Classificacio IARC
Tolue No carcindgen
Hidrocarburs . .
s Xile No carcinogen
volatils
Benze Carcinogen
Naftale
50% Hidrocarburs
Hidrocarburs aromatics Benzofluorante Possibles carcinogens
aromatics policiclics

Alquil-derivats

_ Benzoantrace Possible carcindgen
Hidrocarburs
d'elevat pes Benzopire Carcinogen
molecular
Dibenzoantrace Probable carcinogen

22% Hidrocarburs saturats

28% Resines i asfaltens

IARC (International Agency for Research on Cancer)
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5.2. Efectes de I’exposicio als vessaments de fuel

Els efectes adversos dels accidents de petroliers sobre la flora i la fauna han estat molt
estudiats. En canvi, els estudis sobre els possibles efectes en la salut de les persones
exposades al fuel sdn escassos i, normalment, es centren en els efectes aguts (problemes
respiratoris, irritacié de la pell, mal de cap, etc) i els simptomes psicologics.

Des de 1967, s'ha anat construint una base de dades sobre els vessaments de petroliers més
importants (www.itopf.com), on es recull la quantitat i tipus de fuel, la causa de lI'accident i
la seva ubicaci6. Des de 1989 s'han produit 9 grans vessaments: Exxon Valdez, Braer, Sea
Empress, Nakhodka, Erika, Prestige, Tasman Spirit, Hebei Spirit i Deepwater Horizon.

La catastrofe del Prestige ha estat una de les més estudiades, degut al gran impacte que va
suposar, tan a nivell mediambiental (impacte en l'ecosistema i les diferents especies
marines afectades) com socioeconomic (Bosch, 2003; Pérez-Cadahia et al., 2004; Albaigés
et al., 2006; Laffon et al., 2006a; Morales-Caselles et al., 2008; Velando et al., 2010;
Garmendia et al., 2011; Moreno et al., 2011). Els estudis sobre els efectes en la salut de les
persones que van realitzar tasques de neteja del fuel, es van dur a terme principalment a
Galicia, per ser la zona més afectada (Laffon et al., 2006b; Carrasco et al., 2007; Zock et
al., 2007; Pérez-Cadahia et al.,2007, 2008a, 2008b, 2008c; Rodriguez-Trigo et al., 2010;
Sabucedo et al., 2010; Zock et al., 2011; Monyarch et al., 2013). No obstant, també trobem
alguns estudis equivalents en Asturies i Cantabria (Suarez et al., 2005; Carrasco et al.,
2006; Castanedo et al., 2009).

Respecte als efectes psicologics, diversos estudis demostren un augment del nombre de
desordres d’ansietat, desordres d’estrés post-traumatic i empitjorament de la salut
psicologica (Palinkas et al., 1992, 1993 i 2004; Lyons et al., 1999; Galacher et al., 2007).
En el cas del Prestige, els individus propers a la zona del vessament, presentaven un
augment dels simptomes psicopatologics, com angoixa, que no es traduia en una
simptomatologia clinica rellevant (Taula 4). El suport social, la participacio en la solucio
del problema i els ajuts economics rebuts van mitigar en part els danys psicologics causats
per I'accident (Carrasco et al., 2007; Sabucedo et al. 2010).

Els principals efectes sobre la salut de I’exposiciéo aguda al fuel han estat: mal de cap,
irritacio de gola i ulls, cansament, febre, dermatitis, dolor a la regié lumbar i les cames,

deteriorament de la funci6 pulmonar i desordres respiratoris (Crum et al., 1993; Campbell
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et al., 1993 i 1994; Lyons et al., 1999; Morita et al., 1999; Baars et al., 2002; Dor et al.,
2003; Janjua et al., 2006; Meo et al., 2008; Kurshid et al., 2008; Sim et al., 2010). En la
catastrofe del Prestige es van observar els mateixos simptomes que en els estudis anteriors.
Els pescadors que van treballar en zones molt contaminades, van rebre menys informacio
sobre les mesures de proteccié i presentaven més problemes de salut que aquells que
havien estat correctament informats (Suarez et al., 2005; Carrasco et al., 2006, 2007,
Sabucedo et al., 2010).

Taula 4. Efecte en la salut de les persones que van participar en tasques de neteja del fuel del
Prestige

Publicacié Efectes en la salut en individus exposats

Augment del risc de ferides
Dolor a l'esquena

Suarez et al, 2005
Mal de cap

Irritacid de la pell

Carrasco et al, 2006 Mals de cap

Problemes respiratoris

Carrasco et al, 2007 Augment simptomes psicopatologics

Augment simptomes psicopatologics

Sabucedo et al, 2010 Pitjor percepcié de la salut i de la capacitat funcional sense
una simptomatologia clinica rellevant

VOC, compostos organics volatils; PHA, hidrocarburs aromatics policiclic

Hem de destacar la importancia de la ultima catastrofe d’aquestes caracteristiques,
I’explosid de la plataforma petrolifera Deepwater Horizon al 2010. EI National Institut of
Environmental Health Sciences (NIEHS) ha iniciat la major investigacio mai feta sobre les
conseqiiencies en la salut de la neteja d'un vessament de fuel (55.000 persones exposades i
5.000 controls). El disseny inclou una primera fase entre 18 i 24 mesos després del
vessament, una segona fase als 5 anys i es contempla una tercera als 20 anys de la
catastrofe (Reardon, 2011). Com en les altres accidents, els estudis inicials han confirmat
el seu impacte psicologic en les poblacions afectades (Na et al., 2010; Grattan et al., 2011;
Osofsky et al., 2011; Buttke et al., 2012).
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Degut a la importancia de les catastrofes anteriorment citades, s'han publicat diverses
revisions sobre els efectes en la salut de la exposicié aguda al fuel (Ha et al., 2008;
Aguilera et al., 2010; Monyarch, 2010; Goldstein et al., 2011).

5.2.1. Efectes genotoxics de I’exposicio aguda al fuel

Els estudis existents sobre els efectes genotoxics de 1’exposicid aguda al fuel son molt
escassos. Abans de 1’accident del Prestige, només es van publicar cinc articles que
analitzaven I’efecte del fuel vessat per un vaixell en un port d’Anglaterra (Clare et al.,
1984), el Braer a Escocia (Cole et al., 1997) i I’Erika a Franga (Lemiere et al., 2005; Amat-
Bronnert et al., 2007; Chaty et al., 2008).

En I’estudi dut a terme per Clare et al. (1984) es va analitzar el nombre d’alteracions
cromosomiques i d’SCE, en mostres de sang periférica de 10 treballadors del vaixell, que
van estar altament exposats al fuel. Les mostres van ser recollides tres mesos després de
I’accident i no es va trobar cap associacié entre 1’exposicio al fuel i els danys

cromosomics.

En I’estudi de I’accident del petrolier Braer (Cole et al., 1997) es va determinar la
presencia d’adductes a I’ADN 1 de mutacions en el gen HPRT en 20 persones exposades al
fuel i 7 controls, en el moment de 1’exposicid, a les 10 setmanes i als 10 mesos. No es van

trobar diferencies estadisticament significatives en cap dels parametres estudiats.

L’efecte de 1’exposicio al fuel vessat pel petrolier Erika, es realitzar en estudis in vitro de
cel-lules de I’epiteli bronquial i cél-lules hepatiques humanes. L’activacié metabolica per
part dels complexos enzimatics CYP, COX 1 LOX, produien adductes a I’ADN en el teixit
hepatic, es a dir, ’exposici6 al fuel era genotoxica (Amat-Bronnert et al., 2007). Lemiere
et al. (2005) i Chaty et al. (2008) van analitzar la genotoxicitat en rates alimentades amb
musclos contaminats pel fuel. Lemiere et al. (2005) van trobant un augment del dany en
I’ADN, mitjangant ’assaig cometa, en cél-lules hepatiques i de la medul-la 0ssia pero no
en cel-lules sanguinies. Chaty et al. (2008) van constatar la induccio transitoria de
I’expressio del gen CYP1ALl i de I’activitat de la proteina EROD (ethoxyresorufin-O-
deethylase) en el fetge, que sén responsables de la transformacié dels hidrocarburs

aromatics policiclics en metabolits genotoxics.

35



Introduccio

Estudis genotoxics sobre la catastrofe del Prestige

La major part dels estudis genotoxics s’han realitzat a partir de la catastrofe del Prestige.
En un estudi preliminar dut a terme durant les primeres setmanes de 1’accident del Prestige
es va avaluar el dany genotoxic mitjangant lI'assaig cometa, test de MN i SCE (Gestal et al.,
2004). En aquesta analisi es va trobar un augment en la quantitat de danys a I’ADN en els

individus exposats al fuel amb I'assaig cometa i amb SCE.

La major part d'estudis genotoxics han estat realitzats a la Universitat de A Corufia per
I'equip de Blanca Laffon. Un dels primers en publicar-se va analitzar mitjancant l'assaig
cometa i el test de MN els voluntaris que van estar netejant aus (Laffon et al., 2006a). En
aquest estudi es va observar un petit increment de la llargada de la cua del cometa en els
individus exposats associat al temps d'exposicio, l'edat i el sexe. No es va trobar un
augment significatiu en la freqliencia de MN, exceptuant aquells individus exposats que no
van fer servir mascaretes durant la realitzacié de les tasques de neteja. En aquest mateix
treball es va estudiar el possible efecte dels polimorfismes dels gens implicats en la
reparacio de ’ADN (XRCC1 i APE1), observant-se que les variants XRCC1 399GIn i
APEL 148Glu afecten la possibilitat de presentar danys en individus tan exposats com no

exposats (Laffon et al., 2006a).

A continuaci6, aquest mateix grup, va estudiar els efectes del fuel en les persones que
desenvoluparen tasques de neteja de platges i roques, (Pérez-Cadahia et al., 2006 i 2007),
previament les van classificar en funcid del tipus de feina realitzada en: voluntaris (V),
treballadors manuals (MW) i treballadors amb maquines de vapor a pressio (HPW). Van
observar un augment d'SCE als HPW, no es va trobar cap efecte amb el test de MN i amb
I'assaig cometa es va observar un augment dels nivells de trencaments en V i HPW i en
exposats en general. Els nivells de prolactina disminuien en el grup d'HPW i els de cortisol
a tots 3 grups. Per dltim, els individus portadors de la delecié dels dos al-lels GSTM1

mostraven un nombre major d'SCE, nivells superiors de cortisol i inferiors de prolactina.

A Testudi de Pérez-Cadahia et al. (2008a) es va determinar la relacié entre les
concentracions de metalls pesats i parametres citogenetics (test de MN, assaig del cometa i
SCE) i endocrins. Van analitzar el paper d'alguns dels gens polimorfics implicats en la
metabolitzaci6 del benze i en els mecanismes de reparaci6 de I’ADN (Pérez-Cadahia et al.,
2008b). Posteriorment, van estudiar la relacié entre els efectes en I'ADN i diferents
parametres endocrins (concentracié en sang de prolactina i cortisol). Van constatar un

augment en el dany, detectat amb l'assaig cometa, en tots els grups exposats al fuel en
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relaci6 amb els controls. En els individus exposats les variants al-léliques CYP1A1 i
EPHX1-139 augmenten els nivells de dany a I’ADN, la variant EPHX1 113 no afecta la
sensibilitat al dany i la variant GSTP1 afavoreix la disminucié del dany genétic (Pérez-
Cadahia et al., 2008c). Per ultim, Valdiglesias et al. (2012) va estudiar 1’efecte genotoxic
en rates exposades a la inhalacié de fuel, observant un augment dels danys en I’ADN
(detectats mitjangant 1’assaig comenta) i I’alteracio dels sistemes de reparacid (assaig de

sensibilitat a mutagens).

A'la Taula 5 s’indiquen les principals publicacions sobre I’efecte genotoxic en els individus

que van participar en la neteja del fuel del Prestige.

Taula 5. Principals estudis de I’efecte genotoxic de I'exposicié al fuel abocat pel Prestige

Publicacions Efectes genotoxics en exposats al fuel

Gestal et al, 2004 Augment danys (assaig cometa i SCE)

Augment danys (assaig cometa)
Laffon et al, 2006 Al-lel XRCC1-399GIn més susceptibles al dany

Al-lel APE1-148Glu menys susceptibles al dany

Pérez-Cadahia et al, 2006 Augment danys (assaig cometa)

HPW augment danys (SCE)
Pérez-Cadahia et al, 2007
Delecié GSTM1: augment danys (SCE)

Metalls pesats augment danys (assaig cometa)
Pérez-Cadahia et al, 2008a
Cd augment danys (test MN)

MW augment danys (test MN)

Pérez-Cadahia et al, 2008b  Al-lels CYP1A1, EPHX1, GSTM1, GSTT1, GSTP1, XRCC3 i XPD
afecten nivell de danys

Augment nivells Al i Ni i de danys (assaig cometa)
Pérez-Cadahia et al, 2008c  Al-lels CYP1A1 i EPHX1: augment danys
Al-lels GSTP1, GSTM1 i GSTT1: disminucié danys

Rates exposades a fuel inhalat: augment danys (assaig cometa i

Valdiglesias et al, 2012 ' i
aldiglesias et al, test MN) i alteracié reparacié ADN

SCE: intercanvi de cromatides germanes; MN: micronuclis; E: exposats; MW: treballadors manuals; HPW: treballadors
amb maquines d’alta pressié; Cd: cadmi; Zn: zinc
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5.3. Projecte SEPAR-Prestige

El projecte en el qual esta inserida la present investigacid comenca a gener de 2003,
impulsat per la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR). Es va
constituir un equip investigador, multicentric i multidisciplinar amb: pneumolegs,

epidemiolegs, toxicolegs, especialistes en medicina laboral i genetistes.

L'estudi es va dissenyar de forma transversal, en diverses fases consecutives, amb
I'objectiu de determinar els possibles efectes de I'exposicio al fuel en una amplia poblacio,

centrant-se especialment en tres qliestions:

e Efectes respiratoris a nivell clinic-funcional
e Preséncia de marcadors biologics d'inflamacié i d'estrés oxidatiu en les vies
respiratories

e Genotoxicitat en sang periférica

Des d'un primer moment aquest projecte compta amb l'ajuda economica de SEPAR i
posteriorment es van anar afegint el Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS, P103/1685 i
P107-0086), el Centro Respira de Investigacion (CRI), la Red Respira (RTIC, 03/11),
Centro de Investigacion Red de Enfermedades Respirtorias y de Neoplasia Toracica
(CIBERES), CIBER Epidemiologia y Salut Publica (CIBERESP), Generalitat de
Catalunya (CIRIT, 2009SGR-1107). Finalment també es va afegir el propi Servicio de
Salud Gallego (SERGAS).

5.3.1. Estudi inicial: Prestige I

Fase I de ’estudi

En la primera fase es va procedir a determinar el grup d'individus exposats (E) i no
exposats (NE), en funcio de la zona de residéncia, per fer-ho es va demanar informacio a la
Delegacion de Pesca Gallega que ens va facilitar el Ilistat de les 63 confraries existents a
Galicia. D'aquestes, es van excloure des d'un primer moment les de A Corufia, Ferrol, Vigo
i Pontevedra per evitar el possible efecte de la contaminacio atmosférica d'aquests nuclis
urbans, d'altres confraries es van descartar per no poder disposar del cens complert dels

seus mariners, també es van descartar els pescadors d‘altura i els mariners mercants.

Per tal d'identificar si existeix una associacio entre les tasques de neteja del fuel i el lloc de

residencia amb un major risc de presentar simptomes respiratoris es va realitzar un primer
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questionari on es demanava informacié quantitativa i qualitativa sobre tasques de neteja,
simptomes respiratoris, problemes de salut i ansietat, medicacid actual i subjectivitat dels
efectes que el vessament havia causat, junt amb les dades personals per poder contactar

amb els participants en fases posteriors de I'estudi.

Aquest qlestionari es va enviar a 10.000 pescadors, obtenint-se un total de 6780 respostes
procedents de 38 confraries diferents. Aquesta informacié va permetre comprovar que
quasi dos anys després persistien els simptomes respiratoris en les persones que havien
participat en les tasques de neteja (Zock et al., 2007). Aquests simptomes presentaven una
clara associacio amb els diferents tipus d'activitats desenvolupades, el risc augmentava
amb la duracio del treball i el nombre de tasques realitzades, i disminuia amb I'augment del
temps transcorregut des de la realitzacié de la dltima tasca. Aquest estudi, el primer
d'aquestes caracteristiques, suggeria l'existencia d'efectes respiratoris prolongats i

possiblement persistents en el temps.

A partir del glestionari i I'estudi epidemiologic es va definir la poblacié d'estudi, fixant els
criteris d'inclusio i exclusio, de 38 confraries, distribuides al llarg de la costa Gallega, des

de la Costa da Morte, més afectada, fins a la provincia de Lugo, menys afectada (Fig. 9).

Celeiro

Espasante

Mugardos of

Figura 9. Distribucié de les confraries a la costa gallega, molt
exposades en vermell i poc exposades en negre.
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Fase II de I’estudi

Un cop seleccionada la poblacio d'estudi es va marcar com a objectiu comparar els grups E
i NE per estudiar I'associacio entre I'exposicio al fuel i els efectes a nivell respiratori,
immunologic i genotoxic. Aquesta fase es va desenvolupar entre juliol de 2004 i febrer de
2005 i van participar 678 pescadors i mariscadors (501E i 177NE). Per portar-la a terme es
va fer servir una Unitat Mobil que es desplacava diariament a les diferents confraries i que

realitzava diferents proves:

e Questionari complet: salut, simptomes, habits (tabac), feina actual, historia laboral,
condicions de I'habitatge i feines desenvolupades durant la neteja del fuel
e Questionari sobre la funcio pulmonar
e Questionari sobre la qualitat de vida
e Proves de funcié pulmonar
o Espirometria basal forgada
o Broncoprivacié amb metacolina
o Prova broncodilatadora
e Prova cutania d’al-lergia: Prick test
e Extraccio daire exhalat per I'analisi de biomarcadors d'estres oxidatiu i de
biomarcadors d'inflamacid
e Extraccio de sang per l'analisi d'IgE

e Extraccio de sang per 1’analisi de genotoxicitat

Per a la inclusio en I'estudi de marcadors d'inflamacio i d'aire condensat exhalat, a més dels
criteris abans esmentats, els participants en I'estudi havien de no haver sigut mai fumadors.
En el cas dels individus per a l'estudi genotoxic, havien de complir quatre criteris
addicionals: no haver sigut mai fumadors, ser de fertilitat provada (tenir al menys un fill),
no tenir antecedents de cancer i no haver estat exposats a altres agents genotoxics de forma
habitual.

Els resultats obtinguts a nivell de la funcid pulmonar destaquen una prevalenga dels
simptomes respiratoris en els pescadors i mariscadors que van participar en les tasques de
neteja (Rodriguez-Trigo et al., 2010). S'observa que els components del fuel poden actuar
com a irritants respiratoris, augmentant la reactivitat bronquial, es va trobar una relacié
clara entre el grau d'exposicio i la preséncia de simptomes i una tendencia a la disminucio

dels simptomes a mesura que augmentava el temps transcorregut des de I’exposicio.
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Respecte als marcadors d'inflamacio respiratoria i d'estrés oxidatiu es va detectar un
augment dels nivells de 8-isoprostane i de la seva activitat en 'EBC, que reflecteixen
l'augment de I'estrés oxidatiu que, junt amb la inflamacid corresponent, generen radicals
Iliures que son els responsables de I'envelliment cel-lular. En aquest cas també es va trobar
una clara relacié entre el grau d'exposicio i el risc de presentar simptomes (Rodriguez-
Trigo et al., 2010).

En relacié als estudis sobre genotoxicitat, no es van trobar diferéncies estadisticament
significatives entre E i NE en el nombre de lesions cromosomiques, pero si es va detectar
en els individus E un augment del nombre d’alteracions cromosomiques estructurals,
especialment desequilibrades (cultius de 72 h) que a més esta directament associada al grau
d'exposicié (Rodriguez-Trigo et al., 2010; Monyarch, 2010). Es va analitzar la distribucio
dels punts de trencament implicats tan en les lesions com en les alteracions cromosomiques
estructurals, comprovant-se que aquesta no era homogenia, es van identificar aquelles
bandes que estaven especialment afectades per I'exposicio al fuel: 2921, 3927 i 5931, totes

tres implicades en cancers hematologics (Monyarch, 2010; Monyarch et al., 2013).

5.3.2. Estudi de seguiment: Prestige 11

Vist els resultats obtinguts en I'estudi inicial i donada la seva importancia a nivell sanitari,
es decideix fer un estudi de seguiment per poder determinar si els efectes detectats, o
alguns d'ells, persisteixen, augmenten o disminueixen amb el temps. L'estudi de seguiment
es va dur a terme entre 5 i 6 anys després de I'exposici6. Durant els mesos de juny i juliol
de 2008 es van repetir els guestionaris a 622 mariners, i entre novembre de 2008 i abril de
2009 la Unitat Mobil es va desplacar per les diferents confraries recollint les mostres pels
estudis d’inflamacio respiratoria, estrés oxidatiu i genotoxicitat i fent proves per I'estudi de
la funcid pulmonar (Zock et al., 2012). Fins ara és 1’unic estudi de seguiment d’una

poblacié exposada de forma aguda al fuel.

Amb l'estudi epidemiologic, s'ha pogut constatar que els simptomes de les vies
respiratories han disminuit lleugerament respecte al Prestige I, malgrat que encara hi ha
una associacio entre la intensitat de I'exposicié i la preséncia de simptomes, a més s'ha
pogut determinar que els individus NE amb problemes respiratoris estan sobre-
representats, la qual cosa pot afectar els resultats obtinguts, evidenciant la importancia de

la no inclusio d’individus nous en els estudis de seguiment (Zock et al., 2012).
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Respecte a l'estudi dels efectes a nivell genotoxic, en cultius estandards de 72 h, Hildur
(2012) va detectar una disminucié en la freqliencia d'alteracions cromosomiques
estructurals en els individus exposats al fuel, perd que tot i aixi es manté molt per sobre
dels valors esperats en la poblacié general. En la Figura 10 es mostren les proves de
seleccio d’individus en els estudis de genotoxicitat tant del Prestige I com del Prestige I1.

Altra part de I'estudi genotoxic, esta inclosa en aquesta tesis.

ler qiiestionari (6.780)

Exposats No Exposats

E=1119 NE =577
2on qlestionari + entrevista

E =501 NE =177

Mai fumadors

E =243 NE =92

Estudi genotoxic Prestige |
E=91 NE =46

Estudi genotoxic Prestige Il

E=65 NE =22 NE =28

Figura 10. Procés de seleccio d’individus per a I'estudi de
genotoxicitat del Prestige | i Prestige Il.
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Objectius

En I'estudi previ, realitzat pel nostre grup (Prestige 1), es va detectar un increment de les
alteracions cromosomiques estructurals en els individus exposats al fuel (Rodriguez-Trigo
et al., 2010; Monyarch, tesis doctoral, 2010). Donada I'associaci6 existent entre I'augment
de les alteracions cromosomiques i el risc a desenvolupar cancer, ens varem proposar

estudiar si I'efecte genotoxic persisteix transcorreguts sis anys des de I'exposicio (Prestige

).

Aquest objectiu general compren els segiients objectius concrets:

1. Analitzar les lesions i alteracions cromosomiques estructurals, mitjancant cultius de

limfocits de 48 h d'individus exposats i no exposats al fuel

2. Detectar si hi ha diferéncies en el dany cromosomic en ambdos grups d’individus,

exposats 1 no exposats, per congixer 1’efecte de 1I’exposicio al fuel.

3. Determinar si existeixen bandes cromosomiques especialment sensibles al fuel.

4. Comparar el nostres resultats amb els obtinguts en els estudis previs del Prestige per

determinar si:
— El temps de cultiu dels limfocits influeix en el grau de dany cromosomic detectat

— Persisteix I'efecte genotoxic sis anys després de I'exposicié al fuel

5. Valorar si ’increment del dany cromosomic és degut a errors de reparacio de I’ADN,
mitjangant cultius de limfocits tractats amb un inhibidor de I’ADN polimerasa

(afidicolina).

45






Materials i metodes






Materials i metodes

1. Participants en I’estudi de genotoxicitat

El present treball (Prestige 1) forma part d’un estudi general de seguiment dels pescadors i

mariscadors gallegs exposats al fuel que s’ha realitzat sis anys després de 1'exposicio.

Els criteris de seleccid dels individus exposats (E) i no exposats (NE) al fuel han estat els
mateixos que els emprats en 1’estudi anterior (Rodriguez-Trigo et al., 2010; Monyarch,
2010; Monyarch et al., 2013). Breument, aquest criteris d’inclusio (tan al Prestige I com al
Prestige 11) han estat:

Grup E:
— Ser pescadors i mariscadors d’una de les 15 confraries més afectades de la costa
atlantica
— Haver participat com a minim 15 dies en les activitats de neteja
— Durant 4 hores 0 més al dia

— Durant el periode de maxima contaminacio, entre novembre i desembre de 2002

Grup NE:
— Ser pescadors 1 mariscadors d’una de les 16 confraries menys afectades de la costa

cantabrica

— No haver participat en les tasques de neteja per raons alienes a la seva salut

Criteris addicionals de I’estudi de genotoxicitat:

— No ser fumadors
— Ser fertils (tenir com a minim un/a fill/a)
— No haver estat exposat a altres agents toxics de forma habitual

— No patir, ni haver patit cancer

Dels 137 individus (91E 1 46NE) que van participar en I’estudi de genotoxicitat del
Prestige 1, només 83 individus han participant en I’estudi de seguiment (Prestige II). A
més, per tal d’igualar el nombre de E i NE de I’estudi, es va decidir incloure 21 nous
individus NE que complien tots el criteris abans esmentats, aixi en total han estat analitzats
104 individus (58E i 46NE) (Fig. 11).
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Figura 11. Imatges dels pescadors que van participar en les tasques de neteja.

En un subgrup de participants, es va realitzar 1’estudi citogenétic en cultius tractats amb
afidicolina, 44 individus a Prestige | (22E i 22NE) i 18 d’aquests individus a Prestige Il
(8E i 10NE), de manera que tots els casos estudiats a Prestige Il havien estat analitzats

préviament.

Tots els individus van signar el full de consentiment per a la participacio en I'estudi de
genotoxicitat, que préviament havia estat aprovat pel Comité Etic d'Investigacions

Cliniques de Galicia.

El nombre d’individus que ha participat en els diferents estudis del Prestige I i del Prestige

Il es recullen de manera detallada en la Figura 12.
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PRESTIGE |
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Figura 12. Esquema dels individus que han participat en els diferents estudis del Prestige | i del
Prestige Il, mostrant els individus comuns als tres estudis.

2. Tipus de mostra, recol-leccid i transport

S’han estudiat mostres de sang periférica (3-5 ml) obtingudes en tubs estérils amb heparina
sodica al 0,1% (Rovi) com anticoagulant. En aquest estudi es va emprar la mateixa
estratégia i logistica en la recollida de mostres que la utilitzada en el Prestige | (Rodriguez-
Trigo et al., 2010; Monyarch, 2010; Monyarch et al., 2013).

L’obtencio de les mostres es va a relitzar a una Unitat Mobil que es desplagava des del
Complexo Hospitalario Universitario de A Corufia (antic Hospital Juan Canalejo) fins a les
diferents confraries. Les mostres eren transportades a 1’hospital on es guardaven fins el seu
posterior enviament (2 cops a la setmana) fins a la Universitat Autonoma de Barcelona, a

més de 1.000 km de distancia, on es realitzaven els cultius de limfocits.

Per tal de minimitzar el deteriorament de les mostres i garantir la viabilitat dels limfocits i
el seu creixement en cultiu, tan la conservacio com el transport de les mostres es realitzava

en neveres que mantenien una temperatura constant de 4° C. Per detectar possibles
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alteracions en la cadena de fred, les mostres s’enviaven en un recipient conegut com
Biotaines E Cortex, provist d’un termometre (dispositiu WarmMark) que ens permetia

saber si s”havien produit variacions en la temperatura durant el transport.

En alguns enviaments la temperatura va baixar de 0° C i en aquests casos no es va

aconseguir un bon creixement cel-lular en els cultius de limfocits.

Les mostres eren marcades a la Unitat Mobil mitjangant un niimero d’identificacié de 6
digits, 1 després al laboratori de la UAB se’ls hi assignava un nou nimero d’identificacié
de 3 digits per facilitar el seu etiquetatge. D’aquesta manera, el personal del laboratori
desconeixiem la procedéncia de la mostra (si era un individu E o NE), i es va realitzar

I’analisi citogenética de les mostres “a cegues”.

La recollida i trasllat de les mostres va ser portada a terme entre novembre de 2008 i abril

de 2009 (entre 6 anys i 6 anys i mig després del vessament del fuel).

3. Processament de les mostres: cultiu de limfocits

En I’estudi global del Prestige I, per cada individu es van realitzar cultius de limfocits amb
medi RPMI-1640. Per poder analitzar diferents biomarcadors de genotoxicitat, es van
emprar quatre tipus de condicions de cultiu que diferien en el temps de cultiu o en ’addicio6

d’agents quimics (Fig. 13):

— Cultius de 48 h, estudi citogenétic classic de genotoxicitat (present estudi).

— Cultius de 72 h (Hildur, 2012)

— Cultius de 72 h amb addicié de citocalasina B, per I’obtenci6 de cél-lules
binucleades i I’analisi de micronuclis (pendent d’estudi)

— Cultius de 96 h amb addici¢ d’afidicolina, per 1’estudi dels errors de reparacio de
I’ADN (present estudi)

Tots aquests cultius es van realitzar per duplicat, es a dir, en total per cada individu es

realitzaven 8 cultius cel-lulars.
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ANALISI CITOGENETICA GLOBAL DEL PRESTIGE I

Per a cada
individu

Cultiu 72 h Cultiu 48 h Cultiu 96 h Cultiu72 h

amb apc amb Cyt-B
Present estudi

Figura 13. Tipus de cultius de limfocits utilitzats en I’estudi global del Prestige Il
(apc: afidicolina, Cyt-B: citocalasina B).

La Taula 6 mostra la complexitat de la recollida de les mostres i del seu processament. La
Unitat Mobil a Galicia recollia mostres dilluns i dimarts (enviades dimecres) i dimecres i
dijous (enviades divendres). El nostre laboratori rebia i sembrava els cultius cada dijous i
cada dissabte, per posteriorment anar-los extraient en funcio del seu temps de cultiu, els
cultius que se sembraven dijous eren extrets, dissabte (48 h), diumenge (72 h i 72 h Cyt-B)
I dilluns segtient (96 h apc), mentre que els cultius que se sembraven dissabte eren extrets
dilluns (48 h), dimarts (72 h i 72 h Cyt-B) i dimecres (96 h apc).
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Taula 6. Organigrama de la recollida de les mostres i del seu processament

DILLUNS DIMARTS DIMECRES DIJOUS DIVENDRES DISSABTE DIUMENGE
UNITAT MOBIL Recollida Recollida Enviament
mostres mostres mostres
Extraccio cultius Seg]ﬁirj\sde Extraccio cultius | Extraccio cultius
CICLE 1
48 h 48 h
UAB 72 h 72 h
72 h Cyt-B 72 h Cyt-B
96 h apc 96 h apc Afegir apc
UNITAT MOBIL Recollida Recollida Enviament
mostres mostres mostres
Extraccio cultius | Extraccio cultius | Extraccio cultius Sechﬁirssde
CICLE 2
48 h 48 h
UAB 72 h 72 h
72 h Cyt-B 72 h Cyt-B
Afegir apc 96 h apc 96 h apc

apc: afidicolina, Cyt-B: citocalasina B
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3.1. Cultius de limfocits de 48 hores

A la Figura 14 es mostra 1’esquema del processament de les mostres.

5 ml
medi de cultiu
RPMI - 1640

~
120 pl fitohemaglutinina

50 pl glutamina
Aminoacids essencials

.

250 pl de sang

372 C
5% CO2
48 h

y N
N
Carnoy (x 3)
5ml
& J
e N
Solucié hipotonica J
5ml
J

Extensio en
portaobjectes

Figura 14: Esquema del processament de les mostres.
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Preparacio i conservacié del medi de cultiu

Al medi base de cultiu RPMI-1640 s’afegeixen: 20% de sérum bovi fetal (FCS) que conté
factors essencials per al creixement cel-lular, préviament inactivat mitjancant calor (57° C
durant 30 min); 1% de penicilina-estreptomicina (10 U/ml), antibiotics per evitar

contaminacions i 25 mM de Hepes.

A continuacio es distribueix el medi de cultiu en aliquotes de 5ml en tubs conics i es
guarden al congelador a -20° C fins el moment de la seva utilitzacié. Es descongela i
s’afegeixen 120 pl de fitohemaglutinina (10 pg/ml), un mitogen que estimula la
proliferacié cel-lular dels limfocits T, també s’afegeixen 50 pl de glutamina (Gibson) i

aminoacids essencials per a la viabilitat cel-lular.

Sembra i incubaci6 del cultiu

Per a fer el cultiu s’afegeixen 250 pl de sang en cada tub de 5ml de cultiu, es posen a
incubar a 37° C en una estufa al 5% de CO; durant 48 h, i es procedeix a 1’agitacio suau
dels tubs dos cops al dia durant tot el temps d’incubacié. A les 47 h 30 min de cultiu
s’afegeixen 50 pl de colcemid (0,1 ng/ml), per bloquejar les cél-lules a I’estadi de

metafase, ja que impedeix la despolimeritzaci6 dels microtibuls que formen el fus mitotic.

Extraccio del cultiu

En primer lloc, es centrifuga 8 min a 600 g, es retira el sobrenedant i s’afegeixen 5 ml de
solucio hipotonica de clorur potassic (0,075 M) a 37°C de forma lenta, perd continuada. Es
deixa que actui durant 15 min a 37° C, amb ’objectiu de sotmetre les cel-lules a un xoc

hipotonic 1 que s’unflin per osmosi.

Es torna a centrifugar, es retira el sobrenedant i s’afegeixen 5 ml del fixador Carnoy (3:1
metanol:acid acetic), també de forma lenta pero continuada. La funcié del metanol sera fer
precipitar la cromatina, mentre que 1’acid acetic trenca les membranes 1 les estructures
cel-lulars per tal d’obtenir unes extensions el més netes possibles. Aquest pas es repeteix
tants cops com faci falta fins que el sobrenedant sigui transparent, moment en que

I’hemoglobina haura estat totalment eliminada.
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Obtencio d’extensions cromosomiques

A continuacio es procedeix a fer les extensions sobre els portaobjectes, previament
desengreixats en metanol al 100% a -20° C. Després de tornar a centrifugar, es treu el
sobrenedant, es resuspen el botd cel-lular en una mica de Carnoy (3-8 gotes) amb una
proporci6 3:2, i amb 1’ajuda d’una pipeta Pasteur es deixen caure 2 o 3 gotes sobre el
portaobjectes en una atmosfera humida. A continuacio, s’afegeixen unes gotes del fixador
directament sobre el portaobjectes perqué la humitat faciliti ’extensido de la suspensiod

cel-lular i els cromosomes quedin separats i sense solapaments. Es deixa assecar a 1’aire.

3.2. Cultius de limfocits amb addici6 d’afidicolina

Preparacio6 de la solucio d‘afidicolina

Es resuspen 1’afidicolina en dimetil sulfoxid (DMSO) per obtenir una concentracié final de
2 mM (1 mg d’afidicolina liofilitzada en 1.450 pl de DMSO). A continuacio es resuspenen
10 ul d’aquesta soluci6 (2 mM) en 990 ul de medi de cultiu, i s’obté una concentracié final
de 0,2u M d’afidicolina.

S’aliquota la solucié d’afidicolina (0,2 uM) en tubs d’1,5 ml estérils que son

emmagatzemats a -20° C fins a la seva utilitzacio.

Addicié d’afidicolina

Es procedeix a fer cultius de limfocits afegint 250 ul de sang en un tub conic amb 5 ml de
medi RPMI-1640 complementat, al igual que en el cas anterior de cultius estandards.
Transcorregudes 72 h de cultiu s’afegeixen 0,5 ul d’afidicolina (0,2 puM), deixant-la actuar
24 h. S’afegeix Colcemid (0,1 ng/ml) 30 min abans de I’extraccio per aturar les cél-lules a
I’estadi de metafase. El temps total de la incubacié en estufa a 37° C i 5% de CO, és de 96
h. La resta del procediment d’extraccio del cultiu i d’obtencio de preparacions

cromosomiques és igual que per als cultius estandard de 48 h (Fig. 15).
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250 ul sang 5 ml serum
periferica bovi fetal

37eC  5%CO, e
< —
¢ 5
v 72h &
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T 48 h 0,5 pl afidicolina 93)
D
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= (@]
S
3 2

50 pl Colcemid =
30 min
Extraccio

Figura 15. Protocols de cultiu de 48 h i cultiu amb
afidicolina.

4. Tinci6 sequencial uniforme - bandes G

La tincié uniforme permet coneixer el nombre de cromosomes, grandaria, morfologia,
posicié del centromer i constriccions secundaries. Amb aquesta técnica es visualitzen
lesions cromosomiques (de cromosoma i de cromatide), aixi com algunes alteracions

cromosomiques com anells, fragments acéntrics, cromosomes dicentrics, etc.

Per identificar les alteracions estructurals i numeriques, i localitzar les bandes afectades
pels trencaments, es realitza el bandeig cromosomic mitjancant la tincio amb colorant
Wright.

Els protocols emprats son els habituals emprats en el nostre laboratori.

Tinci6 uniforme amb colorant Leishman

Per obtenir la tinci6 uniforme s’afegeixen sobre les extensions uns 5ml de solucid de
colorant Leishman (1:4 Leishman i tamp6 Leishman) i es deixa que actui durant 6 min.
Després es renta amb aigua per tal d’eliminar les restes de colorant i es deixa assecar a

Iaire.
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Tractament pre-bandeig: Envelliment

El segiient pas és envellir les extensions durant tota la nit a ’estufa a 65° C, seguidament es
destenyeixen per treure la tincié uniforme, submergint-los en solucid salina 2xSSC (citrat
trisodic dissolt en NaCl 0,3 M) i deixant-ho entre 1 i 3 min. A continuacid, es renta la

preparacié amb aigua i es deixa assecar.

Bandeig cromosomic mitjancant colorant Wright: Bandes G

Un cop envellides i seques les preparacions, es realitza el bandeig cromosomic amb
colorant Wright al 0,25% (2,5 g de colorant dissolt en 1000ml de metanol en agitador
magnétic durant 45 min, filtrat i envellit 3 dies a 37° C) i tamp6 Sorensen (barreja de
solucio A: KH,PO4, 9,08 g/l i solucié B: Na,HPO,, 12,88 g/l en una proporcid 1:1 ajustada
apH 6,8).

En primer lloc es prepara la soluci6 Wright (1:3 colorant Wright: tamp6 Soérensen),
s’afegeixen sobre les preparacions uns 5 ml de la solucid, i es deixa actuar entre 1 - 3
minuts. El temps de tinci6 s’estableix en funcid de les caracteristiques de les mostres,
fonamentalment en funcié de la quantitat de citoplasma. Finalment, les extensions es

renten amb aigua per eliminar I’excés de colorant 1 es deixen assecar a 1’aire.

A continuacid es comprova al microscopi optic la qualitat de les bandes, i si aquesta no és
bona, es repeteix tot el procediment de destenyir i tenyir, augmentant el temps d’actuacio

del colorant Wright. Les preparacions bandejades poden guardar-se indefinidament a 4° C.

5. Analisi citogenética

En aquest estudi, per la deteccio de lesions i alteracions cromosomiques, s’ha emprat un
microscopi optic Nikon Eclipse 90i dotat amb una camera charge-coupled device (CCD)
d’alta sensibilitat (Nikon) que esta acoblada a un ordinador equipat amb el programa de
captura 1 analisi d’imatges Metasystem amb un software especific per capturar i cariotipar

en camp clar (Ikaros).

L’analisi citogenetica s’ha realitzat sempre, com a minim, per dues observadores.
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Lesions cromosomigues

Per a I’estudi de gaps i trencaments s’han analitzat, amb tinci6 uniforme, un minim de 100
metafases per individu. Només s’han tingut en compte les metafases de bona qualitat, amb
els cromosomes ben estesos, el minim de superposicions, una bona morfologia i sense
restes de citoplasma. Les metafases que presentaven lesions cromosomiques eren
identificades mitjancant les coordenades del microscopi i les imatges corresponents eren
capturades (Fig. 16). Després de realitzar el bandeig cromosomic es localitzaven de nou
aquestes metafases i es tornaven a capturar les imatges per poder identificar la banda

exacta on es localitzaven les lesions.

chtg

o ik N

Figura 16. Metafases tractades amb tincid sequencial uniforme (esquerra) i bandes G (dreta). Les fletxes
assenyalen el tipus de lesio observada i la banda cromosomica afectada per la lesid.

Alteracions cromosomiques

Per a la identificacio de les alteracions cromosomiques es va realitzar el cariotip d’un
minim de 25 metafases amb bandes G per individu, procedint a la captura d’imatges i a la

localitzacioé de les coordenades de cada una d’elles.

Nomenclatura

Per a la descripcié de les lesions i alteracions cromosomiques s’han emprat els criteris

descrits per I’International System of Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN 2013).
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6. Analisi estadistica

En aquest treball s’han aplicat diferents metodes estadistics en funcid dels parametres a

avaluar.

Comparacid de resultats citogenétics

S’ha aplicat el test de Chi-quadrat (y° ), amb el programa informatic Instat 2, per avaluar
els resultats citogenetics obtinguts i comparar E vs NE, cultius de 48 h vs cultius de 72 h i
Prestige | vs Prestige II. Els resultats de valor p < 0,05 s’han considerat com

estadisticament significatius.

Comparaci6 del dany cromosomic induit per afidicolina

S’ha aplicat el test xz, amb el programa informatic Instat 2, per tal d’avaluar els resultats
citogenetics obtinguts en els grups E i NE dels corresponents estudis Prestige 1 i Il. Per

resultats de valor p < 0,05 s’ha considerat com estadisticament significatiu.

6.1. Analisi dels punts de trencament

Per determinar si hi ha regions del genoma que es veuen especialment afectades per
I’exposici6 al fuel s’han localitzat, en 1’idiograma huma, els punts de trencament implicats

en lesions o alteracions cromosomiques.

Cromosomes i bracos cromosomics

Per determinar els cromosomes i bragos cromosomics mes afectats s’ha tingut en compte la
seva longitud relativa segons les dades del NCBI (Nacional Center for Biotechnology

Information, versié 36.3 del Map Viewer http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/). S’han

calculat les freqguéncies esperades de trencament per a cada cromosoma, a partir del
numero total de trencaments trobats i de la longitud relativa de cada un dels cromosomes,

considerant que la distribuci6 dels punts de trencament fos a 1’atzar.

La llargada total del genoma i les llargades relatives de cada cromosoma i de cada brag

cromosomic es troben en la Taula 7.
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Els calculs de freqiiéncies esperades s’han realitzat per separat pels dos grups, E i NE, i
s’ha comparat amb les freqiiéncies observades realitzant un test de y* per provar la hipotesi
nul-la d’una distribucié uniforme dels punts de trencament entre tots els
cromosomes/bracos cromosomics. S’ha aplicat la correccié de Sidak per a multiples
comparacions i només s’han considerat com a estadisticament significatius els valors de p

inferiors a 0.05.

Taula 7. Llargada de cada cromosoma i dels bragos curt
(p)illarg (q)

Cromosoma  Brag¢p (Mbp) Bragq(Mbp) Total (Mbp)

1 124 123 247
2 93 150 243
3 92 108 200
4 51 140 191
5 48 133 181
6 61 110 171
7 59 100 159
8 45 101 146
9 52 88 140
10 40 95 135
11 53 81 134
12 35 97 132
13 16 98 114
14 16 90 106
15 16 84 100
16 38 51 89
17 22 57 79
18 16 60 76
19 29 35 64
20 27 35 62
21 12 35 47
22 12 38 50
X 60 95 155
Y 12 46 58
Total 3079
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Bandes cromosomiques

Per dur a terme 1’estudi de les bandes cromosomiques més afectades, s’han realitzat dues

aproximacions diferents:

- Longitud relativa de bandes cromosomiques segons les dades NCBI (National
Center for Biotechnology Information).

- Métode FSM o multinomial per a I’estudi de llocs fragils (Fragile Sites

Multinomial method) (Béhm et al.,1995; Greenbam et al., 1997; de la Chica et al.,

2005).

Longitud relativa de bandes

S’ha dut a terme el mateix procediment que en el cas anterior, perd aquest cop, calculant
els valors esperats de trencaments per a cada una de les bandes cromosomiques amb una

resolucio de 400 bandes.

Meétode FSM

El métode multinomial per a I’estudi de llocs fragils (FSM, versid 995) és un programa que
permet determinar si les diferents bandes cromosomiques es veuen afectades a 1’atzar, o
no, sense considerar I’efecte de les diferents mides de les bandes. Aquest métode esta
especialment dissenyat per a la identificacid6 de llocs fragils (Béhm et al.,1995;
Greenbaum et al., 1997; de la Chica et al., 2005).

El programa valora si una banda concreta s’ha trencat degut a 1’atzar o si presenta una
predisposicio a patir lesions. El model esta dissenyat per cel-lules tractades amb

afidicolina, i aixo0 fa que presenti diversos requeriments:

— Cada individu ha de tenir un minim de 200 lesions per a un nivell de resolucié de
400 bandes.
— Tots els individus han de tenir cariotip 46,XX

— Només pot analitzar un maxim de 30 individus.
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Com les nostres dades no compleixen aquests requisits, s’ha realitzat un ajustament que
consisteix en establir unicament dos individus, un per al grup E i altre per al grup NE.
Donat que en el cas de I’estudi de genotoxicitat amb cultius de 48 h, el nombre de
trencaments per individu no arriba als 200 necessaris, els resultats que s’obtenen son
nomes una aproximacié. Aquesta modificacié del métode ja havia estat préviament utilitzat
pel nostre grup (de la Chica et al., 2005, Monyarch., 2010; Hildur, 2012; Monyarch et al.,
2013).

El métode FSM utilitza el test de 42 i el test G* per determinar el grau de significanca

estadistica de les bandes alterades, per cada grup per separat i per la suma dels dos grups.

El programa ha estat cedit per la Dra. Greenbaum (ira@bio.tamu.edu) i les analisis han

estat portades a terme per nosaltres.
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Resultats

En aquest treball s’ha realitzat I’estudi genotoxic de 104 pescadors i mariscadors gallecs
amb cultius de limfocits de 48 h. A més, s’ha estudiat, mitjancant cultius tractats amb
afidicolina, si la reparacio de I’ADN estava afectada, en 44 individus del Prestige | (22E i
22NE) 1 18 d’aquests mateixos individus del Prestige II (8E 1 10NE).

En P’estudi genotoxic, s’han analitzat 10.785 metafases amb tincié uniforme-bandes G i

2.941 cariotips. En els cultius tractats amb afidicolina s’han estudiat 6.425 metafases.

1. Caracteristiques generals de la poblacio estudiada

Els individus estudiats pertanyen a confraries de diferents localitats gallegues: 9 molt
contaminades pel fuel i 10 poc afectades. Les diferents confraries que van participar en
aquest estudi es mostren a la Taula 8. En les zones més contaminades només es van
seleccionar individus que participaven en la neteja (E) i en les menys contaminades als
individus que no van col-laborar en la neteja (NE), per raons diferents a problemes de

salut.

Taula 8. Confraries que han participat en el present estudi

Confraries

Molt exposades Individus Poc exposades Individus
Cabo de Cruz 2 Mifio 11
Carnota 3 Pontedeume 6
Corcubidn 8 Lorbe 2
Fisterra 11 Barallobre 1
Muxia 4 Espasante 6
Camarifias 20 Mugardos 10
Laxe 1 Cedeira 1
Corme 8 Foz 3
Camelle 1 Celeiro 4

San Ciprian 2

Un cop finalitzat I’analisi citogencétic, es va saber quins dels 104 individus analitzats eren E

(58 individus) o NE (46 individus).

A I'estudi van participar més dones (69,2%) que homes (30,8%), no trobant-se cap relacio

estadisticament significativa entre I'exposicié al fuel i el sexe (p = 0,143) (Taula 9).
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Taula 9. Sexe dels participants en el present estudi

Homes Dones Total
SEXE p
n % n % n
Grup E 21 36,2 37 63,8 58
Grup NE 11 23,9 35 76,1 46 0,143
Total 32 30,8 72 69,2 104

Els individus NE son, de mitjana, 2,8 anys més grans que els E, no trobant-se una

diferencia estadisticament significativa entre edat i exposicio al fuel (Taula 10).

Taula 10. Edat dels participants en el present estudi

EDAT n Mitjana Min Max p
Grup E 58 53,4 33,6 68,5

Grup NE 46 56,2 35,3 69,2 0,114
Total 104 54,7 33,6 69,2

Dintre del grup E, quan analitzem conjuntament ’efecte de 1’edat, el sexe 1 I’exposici6 al
fuel, trobem diferéncies en relacio a 1’edat d’homes i dones del grup E(Taula 11). Les

dones tenen una mitjana d'edat 8,2 anys superior a la dels homes.

Taula 11. Diferencies en I'edat i el sexe entre els grups E i NE

Homes Dones p
Grup E 47,35+ 4,60 57,02 £ 2,49 <0,0001
Grup NE 52,45+7,16 57,43 £ 2,26 0,068
p 0,197 0,803

2. Analisi citogenetica de la poblacié estudiada

En tots els individus estudiats el cariotip ha estat normal (46,XX o 46,XY), excepte en
I'individu NE2 amb una del(X)(g22.2) en mosaic, donant com a resultat el seguient cariotip:
45,X[26]/46,X,del(X)(q22.2)[52]/46,XX[11]/47,XX,+del(X)(q22.2)[11]. També s'han
trobat 4 individus del grup E amb polimorfismes cromosomics, tal i com es detalla a la
Taula 12.
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Taula 12. Polimorfismes cromosomics

detectats en el present estudi

Individu Polimorfisme
E24 46,XX, 1gh+
E25 46,XX, 16hqg+
E26 46,XX, 22ps+
E42 46,XX, inv9

Els resultats citogenétics obtinguts per cada un dels individus estudiats dels grups E i NE

es detallen en els annexes 1 i 2, respectivament.

2.1. Lesions cromosomiques

En total han estat analitzades 10.785 metafases amb tincié uniforme. S’han trobat els

quatre tipus de lesions en ambdds grups, E i NE (Taula 13, Fig. 17). EI nombre total de

metafases amb lesions, total de lesions i total de trencaments, sén estadisticament majors

en el grup NE que en el grup E.

Taula 13. Lesions cromosomiques detectades en la poblacié estudiada

Grup E Grup NE p
n % n %
Total individus 58 46
Metafases analitzades 6033 4752
Zg:igﬁ;%ﬁsles'o"s 69 1,1 82 1,7 0014
Lesions cromosomiques 74 1,2 93 2,0 0,005
Gaps 53 0,9 58 1,2 0,145
De cromatide 46 0,8 45 0,9 0,672
De cromosoma 7 0,1 13 0,3 0,096
Trencaments 21 0,3 35 0,7 0,008
De cromatide 5 0,1 18 0,4 0,002
De cromosoma 16 0,3 17 0,4 0,491
Tetraradials 1 1
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Figura 17. Tipus de lesions cromosomiques detectades amb tincié uniforme: gaps de cromatide (chtg),

gaps de cromosoma (chsg), trencaments de cromatide (chtb) i trencaments de cromosoma (chsb).

La tinci6 sequencial uniforme-bandes G ha permes identificar el 96,4% (161/167) de totes

les bandes cromosomiques amb lesions (97,3% gaps i 94,6% trencaments).

També s’han observat metafases amb alteracions multiples (2 en el grup E i 1 en el grup

NE) (Fig. 18). Aquestes metafases no s’han tingut en compte per a I’analisi estadistica.
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Figura 18. Metafase amb alteracions cromosomiques miultiples amb tincié seqiencial uniforme (esquerra)
- bandes G (dreta).

2.2. Alteracions cromosomiques estructurals

En I’analisi d'alteracions cromosomiques estructurals s'han cariotipat un minim de 25

metafases per individu. En total han estat analitzades 2.915 metafases.

La majoria d'alteracions cromosomiques observades han estat desequilibrades, tan per al
grup E com per al NE (Taula 14). Les alteracions estructurals més freqiients han estat, en
ordre decreixent: delecions, fragments acéntrics, translocacions desequilibrades i
cromosomes marcadors (Fig. 19). No s'han trobat diferencies estadisticament significatives
entre ambdods grups en relacid als diferents tipus d’alteracions estructurals, exceptuant els
cromosomes marcadors que en el grup NE presenten un nombre superior respecte als E (p
<0.001).
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Taula 14. Alteracions cromosomiques estructurals detectades en la poblacié estudiada

Grup E Grup NE
n % n % g
Total individus 58 46
Metafases cariotipades 1616 1299
e e o o e m e ow
Alteracions cromosomiques estructurals 110 6,8 109 8,4 0,123
Equilibrades 8 0,5 8 0,6 0,852
Translocacions reciproques 5 0,3 7 0,5 0,502
Inversions 3 0,2 1 0,1 0,776
Desequilibrades 102 6,3 101 7,8 0,142
Delecions 41 2,5 27 2,1 0,489
Fragments acéntrics 16 1,0 9 0,7 0,507
Translocacions desequilibrades 16 1,0 18 1,4 0,415
Translocacions dicentriques 9 0,6 5 0,4 0,691
Translocacio tricéntrica 1 0,1 0 0,0 0,370
Cromosomes en anell 4 0,2 7 0,5 0,331
Cromosomes marcadors 14 0,9 35 2,7 0,0002
Isocromosomes 1 0,1 0 0,0 0,370
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Figura 19. Cariotips amb diferents alteracions cromosomiques estructurals. A dalt
cariotip 46,XX,del(4g25)+ace i a sota cariotip 45,XY, -12, t(8;11)(q24.1;q13).
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2.3. Alteracions cromosomiques numerigques

No s’han observat diferéncies estadisticament significatives entre els dos grups E i NE en

relacié a les anomalies numeriques (Taula 15).

Taula 15. Alteracions cromosomiques numeériques detectades en la poblacié estudiada

Grup E Grup NE
n % n % P
Individus 58 46
Metafases cariotipades 1616 1299
Alteracions cromosomiques numeriques 277 17,1 250 19,2 0,156
Trisomies 19 1,2 22 1,7 0,307
Monosomies 258 16,0 228 17,6 0,275

En tots dos grups la trisomia de I’X 1 la del 21 han estat les alteracions cromosomiques
numeriques més frequents (Taula 16). El gran nombre de monosomies pot haver estat
causat, en part, per una perdua artefactual de cromosomes durant 1’obtenciéo de les

extensions.
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Taula 16. Nombre i tipus d’aneuploidia en la poblacié estudiada

Grup E Grup NE
Trisomia Monosomia Trisomia Monosomia

Chr1 0 1 0 0
Chr 2 0 2 1 2
Chr3 1 6 1 3
Chr 4 0 8 1 3
Chr5 0 5 0 4
Chr6 0 2 0 4
Chr7 0 3 0 8
Chr 8 0 7 1 5
Chr9 2 8 4 3
Chr 10 0 7 0 6
Chr 11 0 4 0 10
Chr 12 1 12 0 10
Chr 13 0 9 0 9
Chr 14 0 7 0 11
Chr 15 0 6 0 5
Chr 16 0 9 0 7
Chr 17 0 8 0 8
Chr 18 0 8 1 9
Chr 19 0 25 0 19
Chr 20 0 13 0 11
Chr 21 6 21 3 20
Chr 22 2 41 2 26
Chr X 6 46 7 45
Chry 1 0 1 0

Total trisomies 19 22

Total monosomies 258 228

Total numeriques 277 250
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2.4. Cromosomes, brac¢os i bandes cromosomiques més afectades per I’exposicio al

fuel

Per determinar si existeixen cromosomes, bragos cromosomics 0 bandes cromosomiques
més afectades per I’exposici6 al fuel, s’han identificat els punts de trencament implicats en

lesions i alteracions estructurals.

Per identificar els cromosomes i bragcos cromosomics més afectats s'ha utilitzat una analisi
estadistica que té en compte la longitud relativa de cada cromosoma. Si considerem que la
distribucio dels punts de trencament és deguda a I'atzar, el nombre de trencaments esperats
d'un cromosoma concret sera proporcional a la seva mida. Els trencaments esperats els
comparem amb els trencaments observats, i aixi obtenim els cromosomes i bragos

cromosomics que s han vist més afectats.

En total, dels 184 punts de trencament observats en el grup E, s’han pogut localitzar en
I’idiograma 146 (79,3%) (69 lesions cromosomiques i 77 alteracions cromosomiques
estructurals). En el cas del grup NE, dels 202 punts de trencament, s’han pogut localitzar

157 (77,7%) (91 lesions i 66 alteracions cromosomiques estructurals).

Els punts de trencament no es distribueixen de manera uniforme, siné que es localitzen
amb major freqliencia en determinats cromosomes, independentment de la seva mida (Fig.
20). En el grup E, el cromosoma més afectat ha estat el 17 (11 trencaments observats
respecte a 4 esperats per la seva mida) (p=0,003), mentre que en el grup NE no s’ha trobat

cap cromosoma més afectat.
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Figura 20: Distribucid dels punts de trencament esperats i observats en els diferents cromosomes en la
poblacié estudiada. L’estel indica les diferéncies estadisticament significatives entre els valors esperats i
observats.

Els bracos cromosomics més afectats en el grup E han estat el 8p (p=0,01) i el 17q
(p=0,001). En el grup NE no s’ha trobat cap brag cromosomic afectat de manera
significativa (Fig. 21).
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Figura 21: Distribucid dels punts de trencament esperats i observats en els bragos p i g en la poblacié estudiada.

L'estel indica les diferénces estadisticament significatives entre els valors esperats i observats.
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2.4.1. Bandes cromosomiques

La distribucio6 dels punts de trencament en 1’idiograma (400 bandes de resolucio) afecta a

114 bandes cromosomiques en el grup NE i 120 en el grup E (Fig. 22).

Segons el metode FSM, les bandes amb més de tres trencaments es consideren
estadisticament significatives, aquestes son: 8p23 (4 trencaments) i 17921 (6 trencaments)

en el grup E 1531 (4 trencaments) i 7p15 (4 trencaments) en el grup NE.
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Figura 22. Idiograma huma (400 bandes de resolucid) on es mostren les bandes cromosomiques implicades
en lesions i alteracions cromosomiques estructurals en la poblacid estudiada. A I'esquerra, en verd, els
punts de trencament implicats en els NE, i a la dreta, en vermell, els punts implicats en E.
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L’analisi estadistica que t€ en compte la longitud relativa de cada banda cromosomica ha
mostrat 7 bandes amb un nombre de trencaments estadisticament superior en el grup E:
6p21.2, 8p23, 9913, 10p14, 16913, 17p12 i 17921 i 8 bandes en el grup NE: 5g31, 7p15,
8g24.1, 9913, 10p13, 12922, 15915 i 16913.

Si comparem els resultats obtinguts mitjancant els dos metodes estadistics, observem que
només hi ha dues bandes que coincideixen: 8p23 i 17921 (grup E) i 5931 i 7p15 (NE)
(Taula 17).

Taula 17. Cromosomes, bragos cromosomics i bandes més afectades en

la poblacié estudiada

Grup E Grup NE
Cromosomes + afectats 17
Bra¢ cromosomic
Curt 8p
Llarg 17q
Bandes cromosomiques
Meétode estadistic
FSM 8p23, 17921 5q31, 7p15
Longitud relativa de 6p21.2, 8p23, 5qg31, 7p15,
bandes 9q13, 10p14, 8qg24.1,9q13,
16913, 17p12, 10p13, 12922,
17921 15915, 16qg13
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3. Comparacié de les dades citogenetiques del Prestige | i Prestige 11

En aquest apartat es comparen els resultats obtinguts en el Prestige Il (cultius de 48 h i 72
h) i en el Prestige | (cultius de 72 h). Les comparacions s’han realitzat sempre 2 a 2:

- Prestige 11 (48 h) vs Prestige 11 (72 h) (Annexes 3 i 4)

- Prestige | (72 h) vs Prestige 11 (72 h) (Annexes 5 i 6)

L’estudi comparatiu s’ha portat a terme només en aquells individus estudiats en els tres
treballs. Dels 104 individus estudiats en aquest treball, només 69 (47 E i 22 NE) van ser
estudiats préviament en el Prestige | (Monyarch, 2010) i el Prestige Il (Hildur, 2012).

3.1. Lesions cromosomiques

En la Taula 18 es mostra la comparacio de les lesions cromosomiques detectades en els
estudis del Prestige | (72 h) i Prestige 11 (48 h i 72 h). El percentatge de trencaments €s
similar en els tres estudis. Els individus E presenten una disminuci6 del nombre de lesions
(p=0.0004) a Prestige Il (48 h) respecte al Prestige Il (72 h). Per altra banda, els individus
E presenten un augment de lesions (p=0.0001) a Prestige Il (72 h) respecte a Prestige | (72
h) que sén atribuibles als gaps. En cap dels estudis s’han trobat diferéncies en el nombre de

lesions entre els grups E i NE.

Els individus NE presenten percentatges similars de lesions en els tres estudis.
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Taula 18. Comparacio de les lesions cromosomiques detectades en els estudis del Prestige | (72 h), Prestige Il (72 h) i Prestige Il (48 h) en els
mateixos individus

Grup E Grup NE
Prestige 1 72 h Prestige Il 72 h Prestige 1148 h Prestige 1 72 h Prestige Il 72 h Prestige 1148 h
Individus 47 47 47 22 22 22

Metafases analitzades 4874 4829 4905 2338 2265 2280
zfsrtjia;e; iZT:S'eSiO”S 32 07% 94° 19% 54°  11% 23 10% 36  16% 31  14%
Lesions cromosomiques 37 0,8% 101° 2,1% 57° 1,2% 25 1,1% 38 1,7% 35 1,5%
Gaps 17 0,3% 74° 1,5% 42° 0,9% 12 0,5% 32° 1,4% 24 1,1%
De cromatide 11 0,2% 52° 1,1% 35 0,7% 9 0,4% 23° 1,0% 23 1,0%
De cromosoma 6 01% 22° 05% 7° 01% 3 01% 9 04% 1 0,0%
Breaks 20 0,4% 27 0,6% 15 0,3% 13 0,6% 6 0,3% 11 0,5%
De cromatide 6 0,1% 3 0,1% 5 0,1% 7 0,3% 3 0,1% 6 0,3%
De cromosoma 14 0,3% 24 0,5% 10° 0,2% 6 0,3% 3 0,1% 5 0,2%
Tetrarradial 1 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

*augment en E Prestige |1 72 h respecte a E Prestige | 72 h (p<0,005); ®disminucié en E Prestige Il 48 h respecte a E Prestige Il 72 h (p<0,05);
‘augment en NE Prestige I 72 h respecte a NE Prestige | 72 h (p<0,05); ddisminucié en NE Prestige Il 48 h respecte a NE Prestige Il 72 h (p<0,05)
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3.2. Alteracions cromosomiques estructurals

El nombre i tipus d’alteracions cromosomiques estructurals detectades en els estudis del
Prestige | (72 h) i el Prestige Il (48 h i 72 h) es detallen en la Taula 19. EIl total
d’alteracions estructurals equilibrades és similar en els tres estudis, per a tots els grups
d’individus analitzats. La majoria d’alteracions estructurals son desequilibrades, sent les

més frequients, cromosomes marcadors i delecions.

Els individus E mostren un percentatge similar d’alteracions estructurals a Prestige | (72
h), Prestige Il (72 h) i Prestige Il (48 h). Només en el Prestige | (72 h) s’ha detectat un
augment del nombre d’alteracions a E vs NE (p=0.0001).

En els individus NE s’ha trobat un augment del total d’alteracions cromosomiques
estructurals (p=0,0021) en el Prestige Il (72 h) respecte al Prestige | (72 h). Aquesta

diferéncia és deguda a I’increment d’alteracions desequilibrades en Prestige Il (72 h)
(p=0,0006).
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Taula 19. Comparacio de les alteracions cromosomiques estructurals detectades en els estudis del Prestige | (72 h), Prestige Il (72 h) i Prestige 11 (48

h) en els mateixos individus

Grup E Grup NE

Prestige 172h  Prestigell 72 h Prestige 148 h  Prestige 172 h PrESt'ﬁe 72 PrESt'ﬁe Il 48

Individus 47 47 47 22 22 22

Metafases cariotipades 1243 1339 1314 597 625 636
:/r'srtjia;e; iZT:Sae'tsf:igzrr‘;s 68 55% 71 53% 72  55% 10 1,7% 28 45% 38  60%
:l:‘:;‘:::“:'a‘lss"°m°s°m'q“es 93° 75% 90 67% 81  62% 11 1,8% 33 53% 43  6,8%
Equilibrades 8 0,6% 3 0,2% 6 0,5% 3 0,5% 2 0,3% 2 0,3%
Translocacions reciproques 6 0,5% 3 0,2% 3 0,2% 3 0,5% 1 0,2% 2 0,3%
Translocacions robertsonianes 2 0,2% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Inversions 0 0,0% 0 0,0% 3 0,2% 0 0,0% 1 0,2% 0 0,0%
Desequilibrades 85" 6,8% 87 6,5% 64 4,9% 8 1,3% 31 5,0% 29 4,6%
Cromosomes marcadors 33 2,7% 26 1,9% 11¢ 0,8% 3 0,5% 8 1,3% 12 1,9%
Delecions 19° 15% 42° 3,1% 26  2,0% 3 05% 14" 22% 11 1,7%
Fragments acéntrics 122 1,0% 3¢ 0,2% 15°¢ 1,1% 0 0,0% 4 0,6% 7 1,1%
Translocacions desequilibrades 9 0,7% 8 0,6% 10 0,8% 1 0,2% 3 0,5% 5 0,8%
Translocacions dicentriques 6 0,5% 5 0,4% 8 0,6% 1 0,2% 2 0,3% 3 0,5%
Cromosomes en anell 6 0,5% 3 0,2% 3 0,2% 0 0,0% 0 0,0% 3 0,5%
Translocacio tricéntrica 0 0,0% 0 0,0% 1 0,1% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Isocromosomes 0 0,0% 0 0,0% 1 0,1% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%

®augment en E Prestige | 72h respecte a NE Prestige | 72 h (p<0,0005; aces p=0,0358); baugment en E Prestige Il 72 h respecte a E Prestige | 72 h
(p=0,011); “disminucié en E Prestige Il 72 h respecte a E Prestige | 72 h (p=0,027); 4 disminucié en Prestige 1l 48 h respecte a E Prestige Il 72 h
(p=0,024); ® augment en Prestige Il 48 h respecte a E Prestige Il 72 h (p=0,008); f augment en NE Prestige Il 72 h respecte a NE Prestige | 72 h
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3.3. Cromosomes, bracgos i bandes cromosomiques més afectades per I’exposicié al

fuel

A la Taula 20 es mostren els cromosomes, bra¢os cromosomics i bandes cromosomiques
més afectades per 1’exposicié al fuel en els tres estudis (Prestige I 72 h i Prestige 11 48 h i
72 h).

No s’ha observat cap banda entre les més afectades per 1’exposicio al fuel, comd als tres
estudis. En el grup E d’ambdos estudis del Prestige II han trobat les bandes 9q13 1 1721
com especialment afectades utilitzant el metode de longitud relativa de bandes i només la

17921 emprant els dos métodes.

Taula 20. Cromosomes, bragos cromosomics i bandes més afectades en els estudis de Prestige | (72 h) i
Prestige Il (72 h) i Prestige || 48 h)

Grup E Grup NE
Prestige | Prestige Il Prestigell Prestige | Prestige Il Prestige ll
72h 72h 48 h 72 h 72 h 48 h
Cromosomes 17 17 1 17 11
Brag cromosomic
Curt 8p, 17p
Llarg 2q,17¢q Xq 1q
Bandes cromosomiques
Meétode estadistic
FSM 2921, 14924, 8p23, 10p13,
18q11.2 17q21 17q21 11913,
17921
Longitud relativa 1q11, 1q22, 6p21.2, 1p34.3, 2pl4, 1p13,
de bandes 2921, 2921, 7932, 1921, 2934, 2q11.2,
4933, 2934, 8p23, 4933, 3p21, 3g13.2,
8p22 60921, 9913, 6926, 4q33, 4931.1,
12911, 7p15, 16913, 7q36, 10922, 9p13,
18q11.2, 8q21.2, 17pll.2, 12922 17p11.2 10p13,
18923, 9q13, 17q21 11p11,
Xpl11.3, 9922, 11p14,
Xq24 14924, 11913,
17p11.2, 16913,
17q21 17921

En vermell les bandes comuns més afectades en E, en blau les bandes comuns més afectades en NE
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4. Errors en la reparacio de I’ADN: Cultius amb afidicolina

S’ha realitzat I’estudi citogenétic mitjancant tincid uniforme, a partir de limfocits tractats
amb afidicolina, en 44 individus del Prestige | (22E i 22NE) i 18 d’aquests individus (8 E
i 10 NE) en Prestige Il. En aquest tipus d’estudi només es té en compte 1’analisi de les
lesions cromosomiques. No obstant, en I’annex 7 es recullen les alteracions

cromosomiques estructurals detectades al llarg de I’estudi amb tinci6 uniforme.

A la Taula 21 es mostren les lesions cromosomiques en ambdos estudis. En el Prestige |
tots els parametres estudiats son majors en E que en el NE (p<0,0001). Quatre anys després
(Prestige 1), les lesions cromosomiques, els gaps i els trencaments han estat superiors en el
grup E respecte a NE (p=0,0001, p=0,0008 i p=0,0421 respectivament). Al comparar les
dades obtingudes en el Prestige I i el Prestige II, s’observa una disminucié del nombre de
lesions cromosomiques (i dels diferents subtipus) a Prestige 11 respecte a Prestige I, tan en

el grup E com en el grup NE (p<0,0001).

Taula 21. Lesions cromosomiques detectades en cultius tractats amb afidicolina en els mateixos individus
analitzats a Prestige | i Prestige Il

Grup E Grup NE
Prestige | Prestige Il Prestige | Prestige Il
Total individus 22 8 22 10
Metafases analitzades 2283 840 2252 1050

Metafases amb lesions
cromosomiques

Lesions cromosdmiques  2295° 14104 337°° 40,1% 1750 77,7% 319" 30,4%

1195° 52,3% 218 26,0% 948 42,1% 182° 17,3%

Gaps 1243° 54,4% 236°° 28,1% 896 39,8% 224° 21,3%
De cromatide 669° 29,3% 153 18,2% 485 21,5% 135° 12,9%
De cromosoma 574" 251%  83°  9,9% 411 183% 89"  8,5%

Trencaments 1052° 46,1% 101" 12,0% 854 37,9% 95 9,0%
De cromatide 382° 16,7% 78" 9,3% 276  123% 80° 7.6%
De cromosoma 670° 29,3% 23 2,7% 578 257% 15% 1,4%

Tetraradials 2 0,1% 0 0,0% 2 0,1% 0 0,0%

®augment en E Prestige | respecte a NE Prestige | (p<0,0001); baugment en E Prestige Il respecte a NE Prestige Il
(p<0,05); “disminucié en E Prestige |l respecte a E Prestige | (p<0,0001); “disminucié en NE Prestige Il respecte a
NE Prestige | (p<0,0001)
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4.1. Cromosomes, bracgos i bandes cromosomiques més afectades per I’exposicié al

fuel

Dels 1813 punts de trencament observats, en els cultius tractats amb afidicolina, s’han
identificat 1082 (59,7%) punts implicats en lesions i alteracions cromosomiques, amb la
técnica sequencial uniforme-bandes G: 725 corresponen al Prestige | (334 E i 391 NE) i
357 al Prestige 11 (196 E i 161 NE).

Els cromosomes 3 i 16 i els bracos cromosomics 3p i 16g han estat els més afectats, en

cultius tractats amb afidicolina, en E i NE (Taula 22).

Taula 22. Cromosomes i bragos cromosomics més afectats detectats en cultius amb
afidicolina a Prestige | i Prestige Il

PRESTIGE | PRESTIGE II
E NE E NE
Cromosomes 3,16 3,6, 16 3,16, 17 3,6,16
Bracos curts 3p, Xp 3p, Xp 3p 3p
Bracos llargs 6q, 79, 169 6q, 16q 16q, 179 6q, 169, 179

Bandes cromosdmigques

En utilitzar els dos métodes estadistics descrits en 1’apartat 6.1 de Materials i metodes
(longitud relativa de bandes i FSM), les bandes que s’han trobat més afectades en el grup
E, han estat la 3p14, 6926, 11q13, 16923 i Xp22.2, tan en el Prestige | com en el Prestige 11
(Taula 23).
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Taula 23. Bandes cromosomiques més afectades detectades en cultius tractats amb
afidicolina a Prestige | i Prestige Il

Métode PRESTIGE | PRESTIGE II
estadistic E NE E NE
Longitud de 2p23, 3pl4, 2p23, 2p15, 2p23, 2932, 3pl4, 6p21.3,
bandes 6926, 7922, 2931, 2933, 3pl4, 6p21.2, 6926, 7932,
7932, 10g22, 3p23, 3pl4, 6921, 6926, 16923, 17921,
11913,16923, 6926, 7932, 7932, 11913, Xp22.2
Xp22.2 11p13, 16923, 16923, 17921,
17921, Xp22.2 Xp22.2
FSM 3pl14, 6926, 2p23, 231, 2p23, 2932, 3pl14, 6926,
7922, 7932, 2933, 3pl4, 3pl14, 6926, 11913, 16923,
10922, 11913, 6026, 7932, 11913, 16923, 17921, Xp22.2

16923, Xp22.2 11p13, 16923, 17921, Xp22.2
17921, Xp22.2

En blau les més afectades en tots els grups, en vermell les més afectades per cada grup
segons els dos metodes estadistics
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1. Caracteristiques del present estudi genotoxic

L'objectiu de qualsevol estudi de seguiment és mesurar la causalitat entre un o mes factors
de risc i I’anomalia concreta que s'estudia. En el nostre cas, a Prestige I, es va detectar que
els individus E presentaven un major nombre d'alteracions cromosomiques estructurals que
els NE dos anys després de ’exposicio al fuel (Rodriguez-Trigo et al., 2010; Monyarch,
2010). La preséncia d'aquestes alteracions cromosomiques suggeria que: i) alguns dels
compostos derivats del fuel poden romandre en el cos, durant anys, generant lesions de
manera continuada, ii) les cél-lules mare de la medul-la 0ssia es van veure afectades,
produint limfocits amb alteracions, la qual cosa aniria associada a una major predisposicio
a desenvolupar neoplasies hematologiques. Degut a l'interes, tan cientific com social,
d’aquests resultats, les autoritats sanitaries del FIS sol-licitaren al Grup SEPAR-Prestige
dur a terme un estudi de seguiment per saber si les alteracions cromosomiques

augmentaven, persistien o desapareixien en augmentar el temps des de I'exposicio.

Fins al moment, hi ha molts pocs estudis publicats sobre els efectes genotoxics de
I'exposicié aguda al fuel, i tots ells analitzen els efectes produits en el mateix moment de
I'exposicid, quan els individus encara es troben realitzant les tasques de neteja o poc
després. El temps de recollida de mostres oscil-la entre els 10 dies i els 11 mesos després
del vessament (Clare et al., 1984; Cole et al., 1997; Laffon et al., 2006b; Pérez-Cadahia et
al., 2007; Pérez-Cadahia et al., 2008a; Pérez-Cadahia et al., 2008b). Només s’ha publicat
un estudi on el temps maxim transcorregut des de I'exposicié i I'obtencié de les mostres va
ser d'un any (Cole et al., 1997). No obstant aix0, aquests autors no analitzaven els mateixos
individus, per tant, no es tracta d’un veritable estudi de seguiment. Els estudis genotoxics
del Prestige 1 i el Prestige Il sén els Unics realitzats en els mateixos individus i analitzant
idéntics biomarcadors, per determinar els possibles efectes a mig i llarg termini (2 i 6 anys

després de I'exposicid).

En aquest treball s'han portat a terme cultius de limfocits de 48 h per tal de determinar si
I’increment de dany cromosomic s’havia infravalorat amb els cultius de 72 h realitzats
previament en el nostre grup (Monyarch, 2010; Hildur, 2012). Paral-lelament s’ha analitzat
si el dany cromosomic detectat en el Prestige | i Prestige Il es degut a errors en la reparacio

de I’ADN mitjangant cultius de limfocits tractats amb afidicolina.
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1.1. Criteris estrictes en la seleccié d’individus

Un dels objectius del projecte SEPAR-Prestige va ser seleccionar dos grups d'individus (E i
NE) el més diferenciats que fos possible, molt exposats i molt poc exposats al fuel, per tal
d’aconseguir una distinci6 més clara respecte a I'exposicié i minimitzar una possible
exposicio ambiental al fuel. Els individus E, no només havien d'haver participat en les
tasques de neteja, sind que també havien de residir en zones d'alta contaminacio, mentre
que els NE no havien d'haver participat a les tasques de neteja i a més havien de residir en
zones de baixa contaminacio. Els dos grups d’individus, E i NE, mantenien caracteristiques
poblacionals semblants en quant al lloc de residencia, tipus de feina, edat, sexe i habits de
consum, per tal de homogeneitzar ambdos grups, de manera que la diferéncia meés clara,
entre els dos grups, fos I'exposicié directa al fuel durant les tasques de neteja. La gran
quantitat d’individus que van participar en les tasques de neteja del fuel (uns 300.000) va
fer possible aplicar criteris molt estrictes de seleccié (Zock et al., 2007). El grau de
participacid ha sigut un dels més elevats descrits en estudis epidemiologic: 76% en I’estudi
inicial (Prestige 1) (Zock et al., 2007) i 88% en I’estudi de seguiment (Prestige I1) (Zock
et al., 2012). S’ha de destacar 1’altruisme de tots els participants de 1’estudi, ja que no

varen rebre cap mena de compensacié economica.

Per a I’estudi genotoxic, a més, es van descartar els individus fumadors, ja que s’ha descrit
una clara relacié entre el consum de tabac i l'augment d'alteracions cromosomiques,
adductes d'ADN i intercanvis de cromatides germanes (Littlefield i Joiner, 1986; Hecht,
1999, Tawn i Whitehouse, 2001; de la Chica et al., 2005; Ben Salah et al., 2011). També
es van eliminar altres factors de confusié, com I'exposicid a altres agents genotoxics i patir
0 haver patit cancer, per intentar garantir que els efectes detectats només poguessin ser
deguts a I'exposicio al fuel. EI nostre estudi (Prestige | i Prestige 1) és el primer on s’ha
realitzat una seleccio tan estricta d’individus. Altres estudis genotoxics sobre vessaments
de fuel van incloure els individus fumadors, malgrat que van ajustar els resultats pel
consum de tabac (Cole et al., 1997; Laffon et al., 2006b; Pérez-Cadahia et al., 2006, 2007,
2008a i 2008b).
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1.2. Lesions i alteracions cromosomiques estructurals com biomarcadors de

genotoxicitat

Els estudis sobre els efectes genotoxics de I'exposicié aguda al fuel han utilitzat diferents
biomarcadors: adductes d'ADN, SCE, test de MN, assaig comenta i analisi d'alteracions
cromosomiques (Clare et al., 1984; Cole et al., 1997; Laffon et al., 2006b; Pérez-Cadahia
et al., 2007; Pérez-Cadahia et al., 2008a; Pérez-Cadahia et al., 2008b; Rodriguez-Trigo et
al. 2010; Monyarch, 2010; Hildur, 2012).

La utilitzaci6 d’adductes d’ADN en dos estudis sobre vessaments de fuel de petroliers
donen resultats contradictoris. Cole et al. (1997) no van trobar cap augment d’adductes a
I'ADN com a conseqiiencia de I'exposicio al fuel, mentre que Amat-Bronnert et al. (2007)
van trobar un augment d'adductes al tractar teixit hepatic amb un extracte de fuel. A més,
donat que aquest biomarcador només s’utilitza quan 1’agent genotoxic esta present

(Albertini et al., 2000), ha estat descartat per als estudis del Prestige I i II.

L’intercanvi de cromatides germanes ha estat emprat en diversos estudis sobre I'exposicio
aguda al fuel (Clare et al., 1984; Pérez-Cadahia et al., 2008a; Pérez-Cadahia et al., 2007).
Es va observar una associacio entre aquest biomarcador i 1’exposicio al fuel només en
treballadors que utilitzaven maquines de vapor a pressié (Pérez-Cadahia et al., 2008a;
Pérez-Cadahia et al., 2007). Malgrat que I'SCE es considera sensible a baixes dosis
d'exposicio, en els darrers anys ha disminuit la seva utilitzacio ja que, a diferencia de les
alteracions cromosomiques, el seu augment no s'associa a un major risc de patir cancer
(Bonassi et al., 2004; Suspiro i Prista, 2011).

El test de MN ha estat utilitzat ampliament en estudis genotoxics sobre 1’exposici6 al fuel
del Prestige per l'equip de Blanca Laffon, detectant un increment d’aquest biomarcador en
els treballadors manuals molt exposats (Pérez-Cadahia et al., 2008b), perd no en individus
gue van participar en altres tasques de neteja (Laffon et al., 2006; Pérez-Cadahia et al.,
2008a). En I’estudi genotoxic realitzat pel nostre equip, dos anys despres de I'exposicio
(Prestige 1), utilitzant aquest mateix test, no es van trobar diferéncies entre E i NE (Biern,
2010). Aquests resultats semblen indicar que els MN no sén un bon biomarcador quan

I'agent ja no esta present i per tant, es va descartar per a I’estudi de seguiment.

L'assaig cometa es considera molt bon biomarcador amb una elevada sensibilitat en la
deteccid de danys recents en I'ADN. S’ha observat una associacidé entre I’increment

d’aquest biomarcador i I’exposicio aguda al fuel del Prestige (Laffon et al., 2006b; Pérez-
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Cadahia et al., 2008a i 2008c). No obstant, aquest dany es pot reparar facilment (Suspiro i
Prista, 2011), limitant la seva utilitzacié en estudis de seguiment.

L unic treball on s’analitza 1’efecte de 1’exposici6 aguda al fuel, utilitzant com biomarcador
les alteracions cromosomiques, Clare et al. (1984) no detecta cap increment associat a
I’exposicio al fuel. Malgrat aquests resultats, les alteracions cromosomiques s'han emprat
com a biomarcador de genotoxicitat des de fa més de 30 anys, considerant-se un dels
biomarcadors més informatius (Albertini et al., 2000; Norppa, 2004). La associacio entre
alteracions cromosomiques estructurals i I'exposicié aguda al fuel detectada en el Prestige
I, dos anys després de 1’exposicié (Monyarch, 2010), ens va reafirmar en la seva utilitzacid
en I’estudi genotoxic del Prestige 1. A més, aquest biomarcador permet detectar possibles

efectes adversos en la salut, com el risc de patir cancer (Norppa et al., 2006 i Au, 2007).

1.3. Tipus de cultius de limfocits de sang periféerica

En els estudis de genotoxicitat és habitual I'is de cultius de limfocits de sang periférica,
junt amb d'altres tipus de mostres com el raspat de cél-lules bucals que es pot fer servir per
al test de micronuclis i I'assaig cometa. Un dels principals avantatges dels limfocits front
d'altres tipus de teixits, és que circulen per tot el cos i entren en contacte facilment amb
agents toxics (o els seus metabolits), encara que aquest actui de manera especifica sobre
nomeés alguns organs o teixits determinats (Au, 2007). Aquest fet és especialment
important en el cas d'agents genotoxics, com el fuel, que necessiten ser metabolitzats en
determinats teixits per produir I’efecte genotoxic (Amat-Bronnert et al., 2007; Zhang et al.,
2010). Aixi, el dany observat en els limfocits reflecteix bastant bé el dany generat en altres
tipus cel-lulars (Hagmar et al., 1994, 2004; Bonassi et al., 2008; Rossner et al., 2005). A
més, els limfocits, al no dividir-se, permeten el manteniment d’alteracions estructurals
inestables durant tota la seva vida, reflectint I’efecte de 1'exposicié durant molt temps (uns

sis anys).

Cultius de limfocits de 48 h

Els cultius de limfocits de 48 h permeten la deteccié maxima d'alteracions cromosomiques,
ja que les cel-lules es troben en la primera divisio mitotica, és a dir, son les primeres

c¢l-lules metafasiques que s’observen després de 1’exposicid. La freqiiencia d'alteracions
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cromosomiques desequilibrades disminueixen en les successives generacions de cel-lules
ja que les més danyades entren en apoptosi 0 necrosi. Aquests fets fan que els cultius de 48

h siguin els cultius estandards en estudis de genotoxicitat (Albertini et al., 2000).

En el Prestige | es van utilitzar només els cultius de limfocits de 72 h per tal d’assegurar un
bon creixement cel-lular que podia veure’s afectat pel temps transcorregut des de
I’obtencid de la mostra fins a la realitzacié del cultiu o pel transport des de les confraries al
nostre laboratori (1100km). Un cop comprovat el bon creixement cel-lular (Monyarch,
2010), en els estudis del Prestige 11 es va decidir incloure els cultius de 48 h i 72 h, per tal
de mesurar més acuradament el dany cromosomic i per comparar el nivell de dany entre els

dos cultius.

Cultius de limfocits tractats amb afidicolina

L'afidicolina és un agent quimic que inhibeix el normal funcionament de I'ADN polimerasa
alfa, entre daltres polimerases, generant lesions cromosomiques i alteracions
cromosomiques estructurals en les cél-lules tractades (Bryant i Johnston, 1993). El dany
cromosomic en cultius tractats amb afidicolina és un reflex dels errors en la reparacié de
I'ADN.

La comparaci6 del dany cromosomic en preseéncia d’afidicolina en els grups E i NE permet

coneixer si els individus exposats al fuel presenten errors en la reparacié de I’ADN.

1.4. Temps transcorregut per realitzar I’estudi de seguiment

Tenint en compte que la vida mitja dels limfocits en sang periférica és d'entre cinc i set
anys (Sprent i Tough, 1994), es va decidir programar la recollida de mostres per I'estudi de
seguiment del Prestige 11, sis anys després del vessament, quan la major part dels limfocits
ja s'haurien renovat des del moment de l'exposicid. D’aquesta manera, el dany observat
seria un reflex de les alteracions produides pel fuel en les cél-lules mare de la medul-la
o0ssia 0 degudes a una exposicio continuada al fuel que generés nous trencaments en els

limfocits.
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1.5. Estudi de seguiment

Un estudi de seguiment requereix analitzar els mateixos individus exposats a un agent
genotoxic, emprant les mateixes tecniques o biomarcadors. Fins ara, no hi ha cap estudi
genotoxic de seguiment, a mig o llarg termini, de I’efecte de 1’exposicié aguda al fuel. El
present treball es troba inserit dins d’un estudi més ampli del dany cromosomic associat a
I’exposicio aguda al fuel en el que s’han analitzat la majoria dels individus estudiats

anteriorment.

Per I’estudi de seguiment, Prestige | vs Prestige Il, hem comparat els resultats citogenetics
obtinguts en els mateixos individus, utilitzant el mateix tipus de cultiu (72 h). A I’hora de
fer I’estudi estadistic les comparacions s’han realitzat sempre entre Prestige | i Prestige Il
(72 h), per una banda, i entre Prestige Il (48 h i 72 h), per altra. No hem realitzat la
comparacio entre Prestige | (72 h) i Prestige 11 (48 h), ja que varia el temps de cultiu i de
recollida de mostres, de manera que les diferéncies en el dany cromosomic no podien ser
atribuides al temps transcorregut entre els dos estudis. Aixi doncs en el present treball s’ha

realitzat un estudi de seguiment indirecte.

L’estudi de I’efecte del fuel sobre la reparacio de I’ADN, realitzat en cultius tractats amb
afidicolina, si que és un estudi de seguiment en sentit estricte, ja que s’han analitzat els
mateixos individus, dos 1 sis anys després de I’exposicio, utilitzant exactament la mateixa
técnica, la qual cosa ens permet comprovar 1’evolucid de la reparacié de I’ADN, al llarg

del temps.

1.6. Limitacions de I'estudi

El present estudi, al igual que els anteriors (Prestige | 72 h i Prestige 11 72 h), inclou el seu
propi grup de referéncia (individus NE). En aquests treballs no podem parlar d'individus
control sind de NE, ja que, encara que no van participar en les tasques de neteja, al residir
en zones de baixa contaminacid, no podem descartar cert nivell d'exposicié ambiental al

fuel.

Altra limitacio és la variabilitat interindividual, detectada en el Prestige | i en el Prestige Il
(Monyarch, 2010; Hildur, 2012), aixi com en la resta d’estudis genotoxics sobre 1'exposicio
aguda al fuel o ocupacional al benze (Pérez-Cadahia et al., 2007, 2008b; Paz-y-Mifio et al.,
2008; Pandey et al., 2008). Al llarg del nostre treball hem trobat individus NE amb moltes
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lesions/alteracions cromosomiques i individus E sense lesions/alteracions, de manera que
els valors obtinguts s'han d'interpretar no com a dades individuals sin6 com una mitjana

dels grups E i NE.

Un punt critic de I’estudi del Prestige II ha estat la inclusié de nous individus NE, no
estudiats a Prestige I, per tal d’equiparar el nombre d’individus estudiats en ambdos grups
(E i NE). Encara que els nous NE complien tots els criteris de seleccio, els resultats
citogeneétics obtinguts eren diferents en funcié de si s’incloien, 0 no, els nous individus. Un
posterior estudi de les contestacions als guiestionaris no va detectar cap aspecte que pogues
explicar aquets resultats. Les nostres troballes evidencien un possible biaix i posen de
manifest que en els estudis de seguiment només s'han d'incloure els mateixos individus que

ja havien estat estudiats préviament.

2. Efecte genotoxic sis anys després de I’exposicié aguda al fuel: Estudi de seguiment

L’efecte genotoxic de I’exposicio al fuel en els estudis del Prestige I i Prestige Il, realitzats
pel nostre grup, s’ha analitzat utilitzant dos biomarcadors: lesions 1 alteracions
cromosomiques. L'analisi de lesions cromosomiques ha inclos gaps i trencaments. Els gaps
han estat inclosos, en els nostres estudis, per tal de no infravalorar el dany genotoxic causat
pel fuel.

En els diferents treballs que utilitzen com a biomarcador les alteracions cromosomiques,
no hi ha consens sobre la idoneitat, o no, de la inclusio de les lesions cromosomiques i
menys encara sobre la inclusio dels gaps. De 17 publicacions que estudien diferents agents
genotoxics i utilitzen com biomarcadors alteracions cromosomiques estructurals i lesions
cromosomiques (Anderson et al., 1996; Tunca i Egeli, 1996; Bogadi-Sare et al., 1997;
Liou, 1999; Kasuba et al., 2000; Zhang et al., 2002; Hagmar et al., 2004; Celik et al., 2005
I 2007; Rossner et al., 2005; de la Chica et al., 2005; Tompa et al., 2005; Boffetta et al.,
2006; Roma-Torres et al., 2006; Bonassi et al., 2008; Paz y Mifio et al., 2008; Fracasso et
al., 2010), nou agrupen les alteracions cromosomiques estructurals i les lesions com un
unic parametre, de manera que no podem saber la rellevancia de les lesions com a
biomarcador genotoxic (Anderson et al., 1996; Zhang et al., 2002; Hagmar et al., 2004;
Rossner et al., 2005; Tompa et al., 2005; Boffetta et al., 2006; Bonassi et al., 2008; Paz y
Mifio et al., 2008; Fracasso et al., 2010). A part, dels 17 estudis, vuit tenen en compte les

alteracions cromosomiques i els trencaments, pero no els gaps (Bogadi-Sare et al., 1997;
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Kasuba et al., 2000; Hagmar et al., 2004; Rossner et al., 2005; Boffetta et al., 2006; Celik
et al., 2005 i 2008; Bonassi et al., 2008) i només nou analitzen, com el nostre estudi, gaps,
trencaments i alteracions cromosomiques (Anderson et al., 1996; Tunca i Egeli, 1996;
Liou, 1999; Zhang et al., 2002; de la Chica et al., 2005; Tompa et al., 2005; Roma-Torres
et al., 2006; Paz y Mifio et al., 2008; Fracasso et al., 2010). D’aquestes nou només en tres
articles han trobat alguna relaci6 entre les lesions cromosomiques i 1’agent genotoxic
estudiat (Tunca i Egeli, 1996; Liou, 1999; de la Chica et al., 2005). Tunca i Egeli (1996)
troben un efecte positiu tan per a gaps com per a trencaments, Liou (1999) només observa
una relacié amb els trencaments de cromosoma i de la Chica et al. (2005) detecta una
relacidé entre 1’agent genotoxic i la suma de gaps i trencaments. Cal esmentar que en
aquests tres treballs s’havia analitzat alhora un altre biomarcador (alteracions
cromosomiques estructurals, SCE, assaig cometa...) que si presentaven una relacio clara
amb 1’agent genotoxic. Aquesta dispersio de dades entre els diferents autors dificulta molt
la comparacié de les nostres dades amb altres estudis genotoxics duts a terme per a

diferents agents quimics.

2.1. Dany genotoxic detectat dos i sis anys després de I’exposicio al fuel: Estudis

SEPAR-Prestige

L’objectiu del present treball era determinar si el dany cromosomic que s’havia detectat

quatre anys abans en individus E persistia, havia desaparegut o augmentava.

Quan vam decidir incloure la realitzacio de cultius de 48 h, en el Prestige Il, per avaluar si
el temps de cultiu dels limfocits influeix en el grau de dany cromosomic detectat
esperavem observar un augment de lesions i alteracions a 48 h respecte a 72 h, ja que el
nombre maxim de lesions cromosomiques en limfocits obtinguts d’individus exposats, té
lloc en la primera generacio de cel-lules metafasiques (cultius de 48 h), tal i com s’ha

explicat anteriorment.

Quan comparem les lesions cromosomiques detectades en cultius de 48 h en el conjunt de
la poblacié estudiada en aquest treball (inclosos els 21 individus nous) observem un
augment inesperat a NE del nombre de lesions cromosomiques. Aquests resultats per si
sols suggereixen que l’efecte genotoxic del fuel ha desaparegut sis anys després de
I’exposicio. En canvi, quan només analitzem els individus comuns als tres estudis del

Prestige (Prestige | 72 h, Prestige 11 48 h i Prestige Il 72 h), sense incloure els individus
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nous, no es troben diferéncies per a les lesions cromosomiques, entre ambdds grups.
Aquesta discrepancia en els resultats en funcié de la inclusid/exclusioé d’individus nous en
I'analisi estadistic, coincideix amb l'observat préviament per Hildur (2012), i confirma que
per poder establir un bon disseny experimental en els estudis de seguiment nomes s'han

d'incloure els individus préviament analitzats.

En cap dels tres estudis s’han trobat diferéncies entre E i NE en relacid a les lesions
cromosomiques. Les Uniques diferencies detectades entre Prestige | (72 h) i Prestige 11 (72
h) i entre cultius de 48 h i 72 h (Prestige 1) son degudes al nombre de gaps que,
inesperadament, augmenten amb el temps transcorregut des de 1’exposicid al fuel i
disminueixen en cultius de 48 h. Dels nou estudis genotoxics publicats que inclouen
I’analisi de gaps, sis no van trobar cap relacié entre I’exposicié a 1’agent analitzat i el
nombre de gaps (Anderson et al., 1996; Tunca i Egeli, 1996; Liou, 1999; Zhang et al.,
2002; de la Chica et al., 2005; Tompa et al., 2005; Roma-Torres et al., 2006; Paz y Mifio et
al., 2008; Fracasso et al., 2010). A més, no s’han trobat diferéncies en el nombre de
trencaments en cap dels nostres estudis, entre E i NE. Aquests resultats semblen indicar
que les lesions cromosomiques no sén un bon biomarcador dos anys després de 1’exposicid

al fuel.

En els tres estudis, Prestige | (72 h) i Prestige Il (48 h i 72 h), el nombre d’alteracions
estructurals desequilibrades és molt major que el d’equilibrades i son les responsables de
les diferéncies trobades entre els parametres estudiats: exposicié al fuel (E i NE), temps

d’obtencio de les mostres (2 i 6 anys) i temps de cultiu (48 72 h).

Si comparem les alteracions cromosomiques estructurals detectades en cultius de 48 h, no
s'observen diferéncies, entre E i NE, ni en el total d’alteracions estructurals ni en cap tipus
d’alteracio, ni analitzant la série completa ni incloent només els individus comuns. En el
grup E no hem trobat diferéncies en les alteracions estructurals entre els estudis realitzats
dos i sis anys després de ’exposicio (Prestige 1 72 h i Prestige 11 72 h). Aquests resultats
semblen indicar que el dany cromosomic detectat s’ha estabilitzat. Els tres estudis (Prestige
I 72 h i Prestige 1l 48 h i 72 h) han detectat un percentatge d'alteracions estructurals
(especialment desequilibrades) entre 2 i 3 vegades superior al “normal” descrit per altres
autors per a la poblacio general (0,35 - 4,6% amb un promig de 2,1%) (revisat por
Monyarch, 2010; Suspiro 1 Prista, 2011). A mes, la freqiiencia d’alteracions estructurals

desequilibrades en individus no fumadors, amb edats semblants a les nostres (50 i 59 anys)
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és de 2,38% (Tawn i Whitehouse 2001), clarament inferior a les observades en els nostres
resultats (5,7% a E 1 6,4% a NE). Aixi doncs, I’elevat dany cromosomic en el grup E que,
com a minim, duplica la incidéncia “normal” de la poblacio, suggereix que hi ha una

ersisténcia dels danys sis anys després de [’exposicio.
p y y p p

El dany cromosomic detectat en els individus E pot reflectir I’afectacié de les cel-lules
mare de la medul-la 0ssia, donat que la vida mitja dels limfocits de sang periferica oscil-la
entre els cinc i set anys (Sprent i Tough, 1994) i que les mostres van ser recollides sis anys
després del vessament. L’afectacio de la medul-la 0ssia generaria, de manera continuada,
limfocits amb alteracions clonals, que no han estat observades en el present treball, en els
individus E, pero si en el cas del Prestige Il 72 h (Hildur, 2012). Aquests resultats estarien
també avalats pel fet que el benze, un dels principals compostos del fuel, és capa¢ d’induir
alteracions cromosomiques en les cel-lules mares hematopoétiques (revisat per Wang et al.,
2012). No obstant, no podem descartar la preséncia d’un percentatge reduit de limfocits
residuals, que encara no haguessin esgotat la seva vida Util des del moment de I'exposicid

al fuel.

L’increment, en el grup NE, de les alteracions estructurals en Prestige 11 (72 h) respecte a
Prestige 1 (72 h) ens indica que han empitjorat en els quatre anys transcorreguts entre els
dos estudis. L’augment de les alteracions cromosomiques detectades en el grup NE va ser
observada també en ’estudi genotoxic del Prestige I (72 h). Es interessant destacar que en
altres estudis del Projecte SEPAR-Prestige, realitzats amb els mateixos individus, també
s’ha observat un augment de simptomes respiratoris i de marcadors de I’estres oxidatiu sis
anys després de I’exposicio (Zock et al., 2012). Aquests resultats indiquen que el fet de no
trobar diferéncies entre els grups E i NE a Prestige Il, no és degut a la disminucié del dany
cromosomic detectat en E en el Prestige | sind a I'empitjorament dels NE. En el seguent
apartat discutirem quins factors han pogut contribuir a aquest augment del dany

cromosomic en el grup NE.

El nombre d’alteracions cromosomiques estructurals és similars en cultius de 48 h i 72 h,
tan per a E com per a NE. Aquests resultats suggereixen que el temps de cultiu no afecta a
la preséncia d’alteracions cromosomiques estructurals i que el dany detectat amb cultius de

72 h en el Prestige | no estaria subestimat.
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2.2. Increment de dany cromosomic en individus no exposats al fuel

L’augment del dany cromosomic en els individus NE observat en el present treball va ser
inesperat, encara que va ser descrit en 1’estudi, realitzat en paral-lel, del Prestige 11 72 h
(Hildur, 2012). Una possible explicacié de 1’augment del dany cromosomic en els
individus NE ¢és ’existéncia d'una exposicio secundaria al fuel, per 1'alimentaci6é (Hildur
2012) o per I’exposicio als residus de fuel recuperats durant les tasques de neteja. Aquesta

exposicio secundaria al fuel afectaria tan E com NE.

En el cas de I'alimentacio, podem suposar que al tractar-se de mariscadors i pescadors de la
zona, la seva dieta és molt rica en peix i marisc. Compostos quimics del fuel com els
HAPs, son resistents a la degradacié i s'acumulen en organismes del fons oceanic, com els
musclos (Bro-Rasmussen, 1996; Pérez-Cadahia et al., 2004; Laffon et al., 2006a). Aquests
musclos poden transmetre les substancies toxiques del fuel que acumulen, al llarg del
temps, a les persones que s'alimenten d'ells. Aquesta suposicio coincideix amb els resultats
de l'estudi de Lemiere et al. (2005) que va alimentar rates amb musclos contaminats amb
HAPs, observant que presentaven un major dany genotoxic, utilitzant com biomarcador
I’assaig comenta, en les cél-lules del fetge i de la medul-la 0ssia, pero no en limfocits
procedents de sang periferica. Resultats semblants, utilitzant com biomarcadors la
concentracio d’EROD i I’expressi6 de CYPIAI i de GAPDH, es van obtenir després
d'analitzar el fetge de rates que havien estat alimentades amb musclos contaminats pel fuel
vessat per I'Erika (Chaty et al., 2008). A més, la ingesta d’aliments contaminats amb benz¢
0 HAPs, principals components del fuel, ha sigut reconeguda per la IARC (2012) com una
de les principals fonts de I’exposicié ambiental al benze en la poblacid general. La ingesta
d’aquests aliments contaminants augmenta la incidéncia de diferents tipus de cancers: gola,

tracte digestiu superior, colon i mama (Goldman i Shields, 2003; Sutandyo et al., 2010).

L’exposicio al fuel durant el emmagatzematge/tractament incorrecte dels residus recuperats
durant les tasques de neteja pot constituir un altre factor, no descrit fins ara, que explicaria
els efectes genotoxics detectats en els individus NE. Un cop finalitzades les tasques de
neteja, es van recollir unes 90.000 tones de residus de fuel barrejats amb aigua, sorra i
plastics, la majoria dels quals (60.000) van ser emmagatzemats en una planta de tractament
de residus perillosos situada a la comarca de As Somozas, a uns 50km de distancia de la
majoria de les nostres confraries NE (Fig. 23).
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Figura 23. Imatge dels residus de fuel emmagatzemats en As Somozas.

Segons la legislacié vigent, el tractament d'aquests residus i la seva inestitzacio s'hauria
d'haver produit en un temps maxim de 6 mesos des de la finalitzacié de les tasques de
neteja. No obstant aix0, per problemes economics amb la Xunta de Galicia, I'empresa
gestora (Sogarisa), no va comengcar el tractament dels residus fins a I'any 2007. La majoria
de les 90.000 tones van ser tractades entre 2007 i 2009, pero van restar 10.000 tones que
van quedar fora del pressupost inicial i que continuen emmagatzemades en As Somozas*.
La recollida de les mostres del present estudi es va realitzar entre novembre de 2008 i abril
de 2009. Molts dels NE poden haver estat exposats a emanacions d’aquests residus entre

les obtencions de les mostres del Pretige 1 i del Prestige Il.

L’alimentacié amb productes contaminats i I’exposicié ambiental als residus del fuel sén
especialment rellevants si tenim en compte que no s'ha descrit un llindar, per I'exposicio al
benze, per sota del qual no hi hagin efectes genotoxics associats (Surrallés el al., 1997).
Tots dos fenomens podrien explicar perque els individus NE presenten un nivell de danys,
en 'ADN, dos vegades superior al “normal”. Concentracions de benze en ’aire inferiors a
1 ppm, activen el metabolisme del benze, produint metabolits reactius que ataquen I’ADN,

augmentant el risc a patir cancers hematologics (Rappaport et al., 2013).

*http://elpais.com/diario/2007/10/23/galicia/1193134694 850215.html,

http://adega.info/info/090121joomla/files/residuos/Residuos Prestige SOGARISA.pdf,

http://www.eldiario.es/galicia/tratan-desechos-Prestige 0 69643129.html
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A banda de la possible exposici6 continuada al fuel, o als seus residus, no podem descartar
la preséncia, en I'ambient, d'altres agents genotoxics que siguin els responsables de les

alteracions observades i que actuin, igualment, sobre els individus E i NE.

3. Bandes cromosomiques més afectades per 1’exposicio aguda al fuel

Fins ara, els estudis genotoxics del projecte SEPAR-Prestige (Monyarch, 2010; Hildur,
2012; present treball) son els Unics que analitzen si I’exposicié aguda al fuel afecta
preferentment alguna regi6 del genoma. Els diferents treballs que analitzen els efectes de
I’exposici6 al fuel del Prestige no han utilitzat ni lesions ni alteracions cromosomiques
estructurals com biomarcadors (Gestal et al., 2004; Laffon et al., 2006a; Pérez-Cadahia et
al., 2007, 2008a, 2008b, 2008c). En relacié a l'exposicié cronica al benze, la majoria
d’estudis que analitzen lesions i alteracions estructurals, no especifiquen la seva
localitzacio6 en l'idiograma huma (Anderson et al., 1996; Tunca i Egeli, 1996; Forn, 1996;
Bogadi-sare et al., 1997; Kasuba et al., 2000; Celik i Akbas, 2005; Tompa et al., 2005;
Roma-Torres et al., 2006; Celik et al., 2007; Paz-y-Mifio et al., 2008; Fracasso et al.,
2010). Només hi ha quatre treballs que especifiquen les bandes que s’han trobat
especialment afectades per 1’exposicié cronica al benzé (Sasiadek et al., 1992; Zhang et
al., 1998a; Stillman et al., 2000; Marcon et al., 2002). No obstant, és ben conegut que
alguns agents quimics indueixen trencaments en determinades regions del genoma,
cromosomes i bandes cromosomiques (Nakagome et al., 1983, Porfirio et al., 1989;
Tedeschi et al., 1991).

En els individus E, estudiats en aquest treball, s’ha observat que la distribucio, en
Iidiograma huma, dels punts de trencament implicats en lesions i alteracions
cromosomiques estructurals no és uniforme, localitzant-se en 115 bandes cromosomiques
diferents (vs 111 bandes en el grup NE). No obstant, no podem assegurar que les bandes
detectades com mes afectades siguin les Uniques sensibles al fuel, donat que alguns
trencaments poden passar desapercebuts al microscopi optic (Obe et al., 2002). S'ha trobat
que el cromosoma 17 i els bragcos cromosomics 8p i 17q presenten un augment del nombre
de trencaments en el grup E, dels quals, només el cromosoma 17 també va estar
especialment afectat en el Prestige Il 72 h. En estudis previs, sobre 1’exposicid cronica al

benze, s’havien detectat com especialment afectats els cromosomes 2, 4 i 7 i els bragos
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cromosomics 5q i 7q (Sasiadek et al., 1992; Zhang et al., 1998), cap d’ells coincideix amb

els nostres resultats.

Caracteristiques genomiques de les bandes més afectades per 1’exposicio aguda al fuel

Per estudiar el patr6 d'accio del fuel, s’han analitzat les caracteristiques genomiques de les
bandes que s'han vist afectades per lesions cromosomiques o alteracions cromosomiques
estructurals, tan en individus E com en NE. Entre les caracteristiques analitzades s’han
inclos el patrd de bandes G, si contenen llocs fragils o regions riques en duplicacions
segmentaries, variacions en el nombre de copies (CNVs) i microARNs (Annex 9). Aquesta

informacio s’ha obtingut a partir de dues bases de dades (http://projects.tcag.ca/variation/ i

http://genome.ucsc.edu/). Cap d’aquestes caracteristiques explica una acci6 especifica del

fuel donada la similitud observada entre els grups E i NE, observant-se que, les bandes
amb trencaments majoritariament coincideixen amb bandes G clares, llocs fragils,

duplicacions segmentaries, CNVs i microARNSs (Taula 24).

Taula 24. Caracteristiques genomiques de les bandes amb trencaments en els grups E i NE

Coincidencia amb Grup E Grup NE Comuns E i NE
Total bandes 115 111 57
Patré de bandes G clares 68,70% 67,57% 75,44%
Llocs fragils (HGM11, 1991) 42,61% 37,84% 43,86%
Llocs fragils (Mrasek et al., 2010) 84,35% 84,68% 89,09%
Duplicacions segmentaries 100,00% 97,30% 92,98%
Variacié del nombre de copies (CNVs) 100,00% 100,00% 100,00%
microARN 85,22% 84,68% 80,70%
Bandes cromosomiques en Prestige | 40,87% 44,14% 35,09%
Bandes cromosomiques en Prestige 11-72 h 53,04% 55,86% 59,65%
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Les bandes G clares (riques en gens transcripcionalment actius) es veuen mes afectades per
trencaments que les bandes G fosques, tan en E com en NE. La propia estructura molecular
de les bandes G clares explica que siguin més propenses a patir trencaments, fenomen que
ha estat ampliament descrit en la literatura (Barrios et al., 1989; Fuster et al., 1989;

Martinez-Lo6pez i Tomaso, 2006).

El grau de coincideéncia, detectat en els grups E i NE, entre les bandes amb trencaments i la
localitzacio de llocs fragils ha estat molt diferent (42,61% vs 84,35%) en funcio de si
utilitzem la classificacié de HGM11 (1991) o la proposada per Mraseck et al. (2010) degut
al diferent nombre de LF. Els LF tenen una major quantitat de regions amb seqliéncies
d'alta flexibilitat que poden afectar el control de la replicaci6 de I'ADN i la condensacié de
la cromatina, fent aquestes regions més sensibles als trencaments (Zlotorinski et al., 2003;
Schwartz et al., 2006).

Practicament el 100% de les bandes afectades contenen regions riques en duplicacions
segmentaries i CNVs. No obstant, la similitud observada entre E i NE descarta una accid
especifica del fuel en aquestes regions del genoma que han estat descrites com regions
associades a inestabilitat cromosomica per Sharp et al. 2005. Aproximadament, el 85% de
les bandes amb trencaments co-localitzen amb microRNAs, donat que, darrerament, s’ha
descrit que els microRNAs es troben de forma preferent en llocs fragils (Calin et al., 2004 i
Lagana et al., 2010) aquests resultats no mostrarien tampoc cap acci6 especifica especifica

del fuel ja que no s’han observat diferéncies entre E 1 NE.

La coincidencia entre les bandes afectades en el present treball i els altres dos estudis
(Prestige I, 72 h i Prestige Il, 72 h) és similar en E i NE indicant que no hi ha un efecte
atribuible al fuel. El grau de coincidéncia entre les bandes més afectades és major entre els
dos estudis del Prestige Il (48 h i 72 h) que s’explicaria per ser estudis realitzats tots dos sis

anys després de I’exposici6 al fuel.

Bandes més afectades per I’exposicid al fuel: 1721 1 8p23

L'estudi de les bandes cromosomiques més afectades pel fuel ha estat realitzat mitjancant
dos analisis estadistiques complementaris (apartat 6.1 de materials i métodes). Només
s’han considerat com especialment afectades per I’exposicio al fuel aquelles bandes que

han estat detectades per tots dos metodes.
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El nostre estudi ha permés determinar que en el grup E les bandes mes afectades pels
trencaments han estat la 17921 i la 8p23. La banda 17g21 també és una de les més
afectades en I'estudi del Prestige Il amb cultius de 72 h (Hildur, 2012), suggerint que es
tracta d’una regio especialment sensible al fuel. No obstant, aquesta banda no ha estat
descrita ni en I’estudi del Prestige I ni en els pocs estudis sobre I’efecte genotoxic del
benzé que especifiquen les bandes més afectades per trencaments cromosomics (revisat per
Holeckova et al., 2004). Sasiadek et al. (1992), estudiant treballadors ocupacionalment
exposats al benze, van trobar especialment afectades les bandes 4g21 i 7g22 aixi com la
regié centromerica del cromosoma 2, emprant bandes G, mentre que Marcon et al. (2002)
van trobar la banda 1912 com la més afectada en treballadors de benzineres, mitjangant
sondes especifiques de FISH. Dos estudis en els que s’analitzen els efectes in vitro de la
hidroquinona (un metabolit del benze) amb FISH, han descrit la banda 5931 com
especialment afectada estudiant limfocits (Zhang et al., 1998a) i cel-lules mare de la
medul-la ossia (Stillman et al., 2000).

S’han analitzat les caracteristiques genomiques de les bandes 17q21 i 8p23 1 s’han
identificat els gens que es troben localitzat en elles. Les dues bandes corresponen amb
bandes G clares, riques en AT, gens transcripcionalment actius, duplicacions segmentaries,
CNVs i microRNAs. En ambdues bandes s’ha descrit un nou lloc fragil, el FRA17D en la
1721 i el FRAS8G en la 8p23 (Mrasek et al. 2010). Es interessant destacar que la banda
17921 esta implicada en la inversio polimorfica inv17(g21-g31) present en un 20% de la
poblacié europea (Stefansson et al., 2005). En les dues bandes es localitzen gens implicats
en el control del cicle cel-lular i en la reparacio de I’ADN (Taula 24). L’alteracié d’aquests
gens, deguda a I’exposicio al fuel, podria donar lloc a inestabilitat cromosomica que
presdisposa a diferents tipus de malalties, com el cancer. Per establir si existeix una
associacio entre 1’exposicid aguda/cronica al fuel 1 I’alteracié de gens especifics son

necessaris meés estudis.
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Taula 24. Gens localitzats en les bandes afectades pel fuel del Prestige

Bandes Gens Procés biologic en el que participa
PINX1 Gen supressor de tumors
Proto-oncogen
BLK
Proliferacid i diferenciacio cel-lulars
8p23
Control de la proliferacid cel-lular
MCPH1
Resposta als danys en I'ADN
NEIL2 Mecanisme de reparacié per escissié de bases
Gen supressor de tumors
BRCA1 Reparacié de I'ADN
Control del cicle cel-lular
HTLVR Recep'for. susceptible a la infeccid per virus
oncogenics
17921
q CbcC27 Control de la proliferacid cel-lular
RAD51C Reparacio de I'ADN
RAB5C Oncogen
PHB Control de la proliferacio cel-lular
CASC3 Oncogen

4. Efectes del fuel sobre la de reparacié de ’ADN

En el present estudi, realitzat a partir de cultius de limfocits tractats amb afidicolina
(inhibidor de les ADN polimerases), s’ha observat que, tan en el Prestige | com en el
Prestige I, els E presenten un increment en les lesions cromosomiques respecte als NE. A
més, en ambdos grups E i NE, les lesions cromosomiques han disminuit amb el temps
(Prestige 11 vs Prestige 1). Donat que aquestes lesions reflecteixen errors en la reparacio de
I’ADN, podem dir que 1’afectacio dels sistemes de reparacio de I’ADN, en E, era major
dos anys després de la catastrofe (Prestige 1) i que ha anat disminuint, sense cessar del tot,
sis anys després de I'exposicio (Prestige 11). El nostre estudi recolza que els cultius tractats
amb inhibidors de les ADN polimerases (com I’afidicolina) sén un excel-lent biomarcador

per coneixer el funcionament dels sistemes de reparacid de I’ADN, concretament el
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sistema NER, tal i com s’ha proposat darrerament (Slyskova et al. 2011; Speit et al. 2013).

Diversos autors també han observat, en individus exposats cronicament al benze, una
menor capacitat de reparacié de ’ADN (emprant radiaci6 ionitzant en lloc d’afidicolina)
(Hallberg et al., 1997; Navasumrit et al., 2005; Chanvaivit et al., 2007). Aquests resultats,
juntament amb els nostres, suggereixen un efecte del benzé/fuel en la reparacié de I’ADN,

tan a dosis croniques com agudes.

5. Implicacions en la salut de I’exposicio al fuel

Els efectes immediats en la salut dels participants en les tasques de neteja del fuel abocat
pel Prestige han estat especialment estudiats en relacio als problemes respiratoris (Gestal et
al., 2004; Suarez et al., 2005; Carrasco et al., 2006, 2007; Sabucedo et al., 2010), només
existeix un estudi de la seva repercussio a llarg termini (Zock et al., 2012). Fins ara es
desconeix I’efecte que el dany genotoxic detectat en aquests individus pot produir en la

salut a llarg termini.

La utilitzacié de les alteracions cromosomiques estructurals com biomarcadors d'exposicid,
en el present estudi, té una especial rellevancia donat que frequencies elevades de
delecions 1 translocacions podrien ser utilitzades com biomarcadors d’estadis inicials en el
desenvolupament del cancer (Stallings, 2007). Donada I’associacié existent entre
l'increment del dany cromosomic i 1’exposicié al fuel, detectada en els tres estudis de
genotoxicitat (Prestige 1 72 h i Prestige Il 48 h i 72 h), i la relacié establerta entre
I’augment de les alteracions cromosomiques i el cancer (Hagmar et al., 1994, 1998, 2004;
Bonassi et al., 2000; Bonassi et al.,1995, 2000, 2008), cabria esperar un increment del risc

a desenvolupar cancer en els individus exposats al fuel.

L’increment de dany cromosomic detectat sis anys després d’exposicié (Prestige 11, 48 h i
72 h) indicaria 1’afectacié de la medul-la ossia degut a que la major part de limfocits s’han
renovat ja que la seva vida mitja és d’entre cinc i set anys (Sprent i Tought, 1984).
Agquestes dades suggereixen que els individus exposats al fuel tenen un major risc de
cancer hematologic. Recolzaria aquesta hipotesi el fet que els individus cronicament
exposats al benze, un dels principals components del fuel, tenen un risc 20 vegades major
de desenvolupar malalties hematologiques que la poblacié general, particularment,
leucemies i limfomes (Aksoy, 1989; Hayes et al., 1997; Smith i Zhang, 1998; Hayes et al.,
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2001; Zhang et al., 2002; Barregard et al., 2009; revisat per Galbraith et al., 2010; revisat
per Khalade et al., 2010; revisat per Smith, 2010; Vlaanderen et al., 2011; Schnatter et al.,
2012; revisat per Snyder, 2012). A més, segons Norppa et al. (2006) el dany cromosomic
detectat en limfocits de sang periferica reflecteix el dany produit també en altres teixits, per
tant, els individus exposats al fuel podrien presentar altres tipus de cancers no
hematologics. En ’estudi del Prestige Il (Hildur, 2012) 7 individus (6 eren E i 1 NE)
havien desenvolupat cancers no hematologics (pell, prostata, colon, bufeta, Uter i mama)

entre dos i sis anys despres de I’exposicio al fuel.

Un altre possible efecte en la salut, dels participants en les tasques de neteja, podria ser
degut a I’afectacio de les cél-lules germinals, produint alteracions en la fertilitat o en el
desenvolupament embrionari. Fins ara, la majoria d’estudis d’infertilitat associada a
I’exposicié a algun agent genotoxic s’han realitzat en homes (Papachristou et al., 2008).
Diversos treballs demostren que 1’exposicié ocupacional al benzé esta associada a un
increment d’espermatozoides amb alteracions cromosomiques estructurals i aneuploidies
que poden causar infertilitat, avortaments espontanis, malformacions congenites i també
retard mental (Xing et al., 2010; Anton i Krawetz, 2011; Marchetti et al., 2012). No hi ha
cap estudi equivalent sobre I’efecte de I’exposicio aguda al fuel pero, donat que el benzé és
un dels seus principals components, cabria esperar que 1’exposicio al fuel del Prestige

produeixi, al menys, efectes similars als descrits en exposicions croniques.

Donat que el nostre estudi s'ha realitzat en un grup d'individus molt exposat i altament
seleccionat (1/1.000 voluntaris) hem de ser prudents, a 1’hora d’extrapolar les nostres
conclusions als 300.000 voluntaris que van col-laborar de manera puntual en les tasques de
neteja del fuel.

Finalment, el present estudi mostra la necessitat de disposar d'un protocol d'actuacio, en
cas de vessaments accidentals de fuel, que inclogui la preparaci6 del personal i la correcta
utilitzacio dels sistemes de proteccio individuals. A mes, queda palesa la necessitat de dur a
terme examens clinics acurats en els individus exposats al fuel per tal de detectar etapes

primerenques de cancer.

109






Conclusions






Conclusions

Conclusions

1.- Basant-nos en els nostres resultats i els obtinguts en Prestige | i Prestige Il (72 h)
podem concloure que les lesions cromosomiques no son un bon biomarcador de
genotoxicitat quan el temps transcorregut des de 1’exposicio al fuel és superior a dos anys,

ja que no discriminen entre individus exposats i no exposats.

2.- El present treball, realitzat paral-lelament al del Prestige Il 72 h, confirma que la
inclusio de nous individus en I’estudi de seguiment, encara que compleixin els mateixos
criteris de seleccid, pot alterar els resultats. Per tant, per establir un bon disseny
experimental en els estudis de seguiment només s'han d'incloure els individus préviament

analitzats.

3.- L'estudi genotoxic de seguiment, analitzant només els individus comuns als tres estudis,
Prestige | (72 h) i Prestige Il (72 h i 48 h), ha revelat que el nombre d’alteracions

cromosomiques estructurals:

— No varia en funcio del temps de cultiu (48 h i 72 h, Prestige Il) indicant que
I'analisi amb cultius de 72 h a Prestige | no va subestimar els danys cromosomics

en els individus estudiats.

— Enindividus exposats és entre dos i tres vegades superior al de la poblacié general,
en els tres estudis, mostrant que 1’efecte genotoxic detectat dos anys després de
I’exposicio persisteix quatre anys despres.

— En individus no exposats augmenta al llarg del temps (Prestige 1 72 h vs Prestige Il
72 h), suggerint que aquests individus han estat sotmesos a una exposicid
secundaria al fuel (pel consum d’aliments contaminats o per I’exposicio als residus
emmagatzemats) o a algun altre agent genotoxic, que els ha fet empitjorar en el

temps transcorregut entre ambdos estudis.

4.- Els punts de trencament cromosomics detectats, tan en individus exposats com en no
exposats, es localitzen preferentment en llocs fragils i en regions riques en gens

transcripcionalment actius (bandes G clares), en duplicacions segmentaries i en CNVSs.
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Aquests resultats, junt amb els observats en estudis anteriors del Prestige revelen que la
distribucid dels punts de trencaments produits pel fuel no mostren un patro especific.

5.- Les bandes cromosomiques mes sensibles al fuel en individus exposats son la 8p23 i la
17g21. La banda 17g21 també va ser una de les mes afectades en I’estudi Prestige 1l 72 h.
En aquesta banda s’han descrit diversos gens implicats en el control del cicle cel-lular i en

la reparacié de I’ADN.

6.- Els cultius amb afidicolina mostren que I’augment del dany cromosomic detectat en
individus exposats al fuel, tan en Prestige | com en Prestige 11, esta associat a errors en la
reparaci6 de I’ADN.

7.- L’interés socio-sanitari dels nostres resultats, posa de manifest la necessitat de portar a
terme estudis semblants que permetin confirmar si 1’exposicié accidental al fuel

incrementa el risc de desenvolupar cancer.
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