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RESUMEN

Objetivo: Determinar el comportamiento de marcadores de estrés
oxidativo y genotoxicidad en individuos expuestos ocupacionalmente
por tiempos prolongados al mercurio. Material y método: Fue estu-
diado un total de 55 sujetos, de ellos, 12 trabajadores, con edades
comprendidas entre 25 y 56 afios, expuestos al mercurio por periodos
de 6 a 33 afos. El grupo control estuvo conformado por 43 individuos,
con edades comprendidas entre 25 y 65 afios, sin exposicion ocupacio-
nal a agentes quimicos o fisicos. Todos los participantes fueron inclui-
dos luego de emitir su consentimiento informado. Los marcadores de
dafio oxidativo y de defensa antioxidante, asi como, la relacion entre
las formas reducidas y oxidadas del glutation, fueron medidos median-
te métodos espectrofotométricos. Ademas, se determind el dafio al
ADN mediante el ensayo Cometa. Resultados: Los trabajadores
expuestos presentaban un incremento significativo en el dafio oxidati-
vo a las proteinas, en el dafio en el ADN y en las actividades enzimati-

cas de la Cu-Zn superoxido dismutasa y la glutation reductasa. Por otra
parte, mostraban una disminucion significativa en la actividad de la
catalasa, en las concentraciones de grupos tioles, asi como en la
capacidad antioxidante total. Conclusiones: Los resultados de este
estudio suportan el hecho de que la exposicion por largos periodos de
tiempo al mercurio modifica el estado redox celular, promoviendo
condiciones de estrés oxidativo y dafios en el material genético.

Palabras clave: mercurio, exposicion ocupacional, estrés oxidativo,
enzimas antioxidantes, dafio oxidativo, ensayo Cometa

ABSTRACT

Objective: To determine the influence of the occupational exposure to
mercury on oxidative stress and genotoxicity biomarkers. Material and
method: Studies were carried out on 12 workers aged between 25 and 56
years exposed to mercury during their work from 6 to 33 years. The control
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group consisted of 43 healthy workers aged between 25 and 65 years not
exposed to chemical or physical agents. All participants were included after
signing the informed consent form. The oxidative stress markers were
measured by spectrophotometric methods and DNA damage was deter-
mined by the Comet assay. Results: In the group of exposed to mercury, a
significant increased was found in oxidative damage to proteins, DNA
damage and the activities of the enzymes superoxide dismutase and glu-
tathione reductase. Moreover a significant decreased in catalase activity,
concentrations of thiol groups and total antioxidant capacity was found.
Conclusions: The present data show that chronic low dose of mercury
leads to oxidative stress conditions, which promotes damage to genetic
material.

Keywords: mercury, occupational exposure, oxidative stress, antioxi-
dant enzymes, oxidative damage, Comet assay

INTRODUCCION

El mercurio, metal pesado ampliamente utilizado por el
hombre, es muy toxico; produce dafios al sistema nervioso
central, perturbaciones del comportamiento y afectaciones
renales. Se acumula en todos los seres vivos y no es esen-
cial para ningtin proceso biologico '.

Los efectos que puede provocar el mercurio como con-
secuencia de la exposicion a esta sustancia nociva, ha sido
objeto de multiples investigaciones, las que han estado
encaminadas a relacionar el grado de exposicion y los
efectos adversos en el organismo .

La toxicidad del mercurio esta directamente relacionada
con su estado quimico. En salud ocupacional, la via mas
importante de incorporacion de este metal es mediante la
inhalacion, debido a que tanto el mercurio elemental como
el inorgénico y sus compuestos, puede ingresar por esta via
y alcanzar la sangre con una eficiencia del 80 % .

Numerosos estudios han demostrado que el aumento en
la generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO), la
deplecion del glutation reducido (GSH) y la inhibicion de
la actividad de las principales enzimas antioxidantes, son
los mecanismos mas importantes mediante los cuales el
mercurio induce dafio oxidativo, provoca afectaciones en el
estado redox celular y, por tanto, dafios celulares +8 razon
por la cual, en su gran mayoria, los estudios epidemiologi-
cos y descriptivos que se han realizado utilizan a los mar-
cadores de estrés oxidativo como indicadores de efecto
para analizar la toxicidad al mercurio en poblaciones o
trabajadores expuestos *°. Sin embargo, son escasos los
reportes que relacionan el dafio oxidativo, la actividad de
las enzimas antioxidantes y los dafios al material genético
con la exposicion ocupacional prolongada al mercurio. Con
el presente estudio, pretendemos profundizar en el compor-
tamiento de estos marcadores en un grupo de trabajadores
expuestos a bajos niveles de mercurio por largos periodos
de tiempo.

MATERIAL Y METODO

Se trata de un estudio de tipo descriptivo, con un di-
sefio transversal, llevado a cabo por el Instituto Nacional

mercurio

de Salud de los Trabajadores (INSAT) y el Centro Na-
cional de Genética Médica (CNGM) entre los afos 2009
y 2011.

La muestra estuvo conformada por 12 trabajadores
con exposicion ocupacional al mercurio, procedentes de
una clinica estomatoldgica ubicada en el municipio
Arroyo Naranjo, provincia La Habana. Los mismos
fueron entrevistados y mediante una encuesta; se reco-
gieron los datos acerca del tiempo de exposicion ocupa-
cional (el que debia de ser superior a cinco afios), los
antecedentes patologicos, consumo de medicamentos y
suplementos antioxidantes, asi como los habitos toxicos
como el consumo de alcohol y el tabaquismo. Ademas,
fueron determinados los niveles de mercurio en orina,
como parte del chequeo periddico que se les realiza a
estos trabajadores.

La poblacion de referencia estuvo conformada por
43 individuos sanos, en los cuales se constatd que no
estuvieran expuestos ocupacionalmente al metal y a los
que se les realizaron estudios de laboratorio clinico
(pruebas de funcion hepatica, glicemia, creatinina, lipi-
dograma y parametros hematoldgicos) para descartar la
presencia de otras enfermedades que pudieran relacio-
narse con el estrés oxidativo (EO). Ademas, se verifico
la no utilizacion de suplementos antioxidantes y habitos
toxicos como el consumo de alcohol y el tabaquismo.

Todos los participantes fueron incluidos luego de
emitir voluntariamente su consentimiento, siguiendo los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki de 1975,
modificada en el 2008, ademas de ser revisado el proto-
colo de investigacion por los comités de ética respecti-
vos de las instituciones participantes.

En este estudio se utilizd6 como muestra biologica
sangre venosa sistémica. La extraccién se realizd en
ayunas, mediante puncion venosa en los laboratorios del
Instituto Nacional de Salud de los Trabajadores
(INSAT). Se extrajeron 7 ml de sangre, los cuales se
distribuyeron de la siguiente forma: 2 ml en un tubo
heparinizado para el ensayo Cometa y 5 ml en un tubo
con EDTA para las determinaciones de EO.

Para las determinaciones de los marcadores de EO se
utilizo el plasma, el que se obtuvo por centrifugacion (a
2 500 rpm durante 5 minutos) y lisados de eritrocitos,
muestras que fueron almacenadas a -20 °C hasta el
momento de su procesamiento (no mas de diez dias).
Para la determinacion del dafio basal en el ADN se utili-
zaron linfocitos aislados de sangre periférica obtenidos
por centrifugacion, utilizando un gradiente de Histopa-
que 1 077.

Marcadores de dafio oxidativo

1. Determinacion de la concentracion de malonildial-
dehido. La concentracion plasmatica de malonildial-
dehido (MDA) se determin¢ a partir del método des-
crito en el ensayo BIOXYTECH® LPO-586™
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(OXIS Research, Portland, USA). Los resultados
fueron expresados en umol/L.

2. Determinacion de la concentracion de los productos
avanzados de la oxidacion de proteinas. La determi-
nacion en plasma de los productos avanzados de la
oxidacion de proteinas (PAOP) se realizdo mediante
la técnica espectrofotométrica descrita por Witko
Sarsat Los resultados fueron expresados en
pmol/L.

3. Determinacioén de la concentracion de hidroperoxi-
dos totales. La determinacion de los hidroperdxidos
totales en el plasma se realizé mediante el método
FOX ®. Este ensayo colorimétrico cuantitativo se ba-
sa en la oxidacion de iones ferrosos (Fe*") a iones fé-
rricos (Fe’"), en condiciones acidicas, mediado por
los hidroperoxidos. Los resultados fueron expresados
en umol/L.

4. Determinacion del dafio basal al ADN. La determi-
nacion del dafio al ADN se realizéo mediante el ensa-
yo Cometa, el que permite detectar roturas de simple
y doble cadena en el ADN Yy sitios sensibles al alcali,
afectaciones que pueden ser generadas por gran va-
riedad de agentes fisicos y/o quimicos °. Para llevar-
lo a cabo, las células se inmovilizan en gel de agaro-
sa, se lisan y se someten a electroforesis en condi-
ciones alcalinas. Posteriormente, los nicleos obteni-
dos se tifien y se visualizan al microscopio 6ptico. La
intensidad del dafio se cuantificé en unidades arbitra-
rias (UA).

Marcadores de defensa antioxidante

1. Actividad de la enzima Cu-Zn superdxido dismutasa
intraeritrocitaria. La actividad intraeritrocitaria de la
enzima Cu-Zn superdxido dismutasa (SOD1) se de-
terminé mediante la técnica espectrofotométrica
descrita por Marklund S y Marklund G '°. Este es un
método cinético indirecto, que se basa en la capaci-
dad de esta enzima para inhibir la reaccion de auto-
oxidacion del pirogalol. Para el calculo de la activi-
dad se tiene en cuenta que 1 unidad de actividad en-
zimatica (UAE) es capaz de inhibir el 50 % de la au-
toxidacion del pirogalol. Las unidades fueron expre-
sadas en % de inhibicién / minuto / mL de enzima
(U/mL).

2. Actividad de la enzima catalasa intraeritrocitaria. La
determinacion de la actividad enzimatica de la cata-
lasa (CAT) se realizdo mediante la técnica referida
por Aebi H ''. Este ensayo cinético directo se basa
en la medicion de la variacion de la densidad optica
que tiene lugar como resultado de la descomposicion
del perdxido de hidrogeno (H,0,). Las unidades de
actividad enzimatica fueron expresadas en mmoles
de H,O, transformados / minuto / mL de enzima
(U/mL).

3. Actividad de la enzima glutatiéon peroxidasa celular.
La determinacion de la actividad enzimatica intraeri-
trocitaria de la glutation peroxidasa celular (c-GPx)
se realizo mediante la técnica referida por Paglia DE
y Valentine WN '2. Las unidades de actividad enzi-
matica fueron expresadas en mU/mL.

4. Actividad enzimatica de glutation reductasa. La
determinacion de la actividad enzimatica intraeritro-
citaria de la glutation reductasa (GR) se realizdé me-
diante la técnica referida por Carlberg I y Mannervik
B . Este ensayo se basa en la oxidacion de NADPH
a NADP’, catalizada por la enzima presente en la
muestra, definiéndose como 1 UAE la cantidad de
enzima que es capaz de catalizar la reduccion de un
pmol de GSSG por minuto a pH 7,2 y 25 °C. Las
unidades de actividad enzimatica fueron expresadas
en mU/mL.

5. Determinacion de la concentracion de tioles libres.
La determinacion de las concentraciones plasmaticas
de tioles proteicos referidos como glutation reducido
(GSH) se realiz6 mediante la técnica referida por
Sedlak J y Lidsay RH '*. El GSH presente en la
muestra desproteinizada reacciona con el reactivo de
Ellman (5,5 '-ditiobis-2-nitrobenzoico, DTNB) para
rendir un compuesto coloreado que absorbe la luz a
412 nm. Los resultados fueron expresados en
pumol/L.

6. Determinacion de la capacidad antioxidante total. La
capacidad antioxidante total en el plasma fue deter-
minada mediante el ensayo FRAP ®. Este ensayo
permite determinar la habilidad del plasma para re-
ducir a los iones férricos a ferrosos, representando el
poder antioxidante. Los resultados fueron expresados
en equivalentes de mM de Fe'/L.

Andlisis estadistico

En este estudio se determinaron los estadigrafos des-
criptivos de tendencia central para los marcadores de EO
y genotoxicidad. Se compararon las medias aritméticas
de cada una de las variables de respuesta para ambos
grupos (expuestos y no expuestos), mediante la prueba
U de Mann-Whitney para muestras independientes.
Como criterio de significacion estadistica se tomo
p<0,05. Para el andlisis estadistico nos servimos del
programa SPSS version 13.0 para Windows.

RESULTADOS

El grupo de trabajadores estuvo conformado por 7
estomatologos y 5 técnicos en estomatologia (10 muje-
res y 2 hombres), con una edad promedio de 43 afios,
(rango: 25-56 afios). Los mismos tenian como promedio
20 aflos de exposicion ocupacional al metal (rango: 6 a
33 afos de exposicion) y con niveles del metal en orina
de 5,71 ng/L (rango: 2,25-18 pg/L).
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El grupo control o no expuesto estuvo conformado
por 43 sujetos (24 mujeres y 19 hombres), con una edad
promedio de 39 afios (rango: 25-65 afios).

Como se observa en la tabla 1, las concentraciones
plasmaticas de PAOP estaban incrementadas en los
trabajadores expuestos, mientras que no se observaron
diferencias entre los grupos en relacion a las concentra-
ciones de MDA.

Se constatd un aumento significativo del dafio al
ADN en los linfocitos de los trabajadores expuestos, en

Tabla 1

mercurio

comparacion con los controles. Interesantemente, en el
grupo de trabajadores expuestos la concentracion de
peroxidos fue como promedio mas elevada que en el
grupo control, variando en un rango de 1 a 129 pmol/L,
y para los controles desde 1 a 18 umol/L, aprecidndose
una alta variacion intraindividual, con un coeficiente de
variacion (CV) por encima del 50 %; debido a esto, no
es posible apreciar las diferencias entre los grupos.

Marcadores de dafio oxidativo en los trabajadores expuestos y controles

Marcadores de dafio oxidativo Trabajadores expuestos (n=12) Controles (n=43)

MDA (pumol/L) 0,55+ 0,31 0,62 £ 0,34
PAOP (umol equiv/L) 76,41 + 54,74* 44,38 + 35,47
Peroxidos totales (umol/L) 28,65 £ 12,56 422 +0,91
Dafio al ADN (UA) 52,4+18,0% 31,5+ 16,8

Los resultados estan expresados como media+ desviacion estandar
* Diferencias entre trabajadores expuestos y controles (p<0,05)

Como se aprecia en la tabla 2, las actividades intrae-
ritrocitarias de las enzimas antioxidantes SOD1 y GR se
encontraban incrementadas, mientras que la actividad de
la CAT estaba disminuida en el grupo de trabajadores
expuestos en comparacion con la de los sujetos no ex-
puestos. No se hallaron diferencias entre los grupos
estudiados en cuanto a la actividad intraeritrocitaria de
la glutation peroxidasa. Por otra parte, los trabajadores
expuestos presentaban una notable disminucion en las
concentraciones plasmaticas de los grupos tioles, referi-
dos como glutation reducido, asi como una reduccion de
la capacidad antioxidante total a nivel plasmatico.

Cuando se analizo cuales de estos marcadores de
efecto podrian ser factores de riesgo debido a la exposi-

Tabla 2

cion prolongada al mercurio, se encontr6é que los traba-
jadores expuestos mostraban un riesgo incrementado en
6,2 veces de presentar valores elevados de peroxidos (IC
95%: 1,3-30), de 9,3 veces de tener mas dafio al ADN
(IC 95%: 1,3-30) y de presentar 16,5 veces mas reduci-
da la capacidad antioxidante del plasma (IC 95%: 1,3-
30), que los individuos no expuestos, notando que, de
eliminarse la exposicion al mercurio, tanto los niveles de
peroxidos, como el dafio al ADN se reducirian en el 31
% y en un 51 %, respectivamente, en los trabajadores
muestreados, asi como se normalizaria la capacidad
antioxidante en el 61 % de estos individuos expuestos.

Marcadores de defensa antioxidante en los trabajadores expuestos y controles

Marcadores de defensa antioxidante Trabajadores expuestos (n=12) Controles (n=43)

SOD1 (U/mL) 180,2 +5,7° 163,4+0,34
CAT (U/mL) 86,6 + 14,5° 71,6 +30,8
¢-GPx (mU/mL) 36762,3 +9204,6 25882,7 + 4758,6
GR (mU/mL) 1139,9 £266,3* 340,3 +52,3
Concentraciones de grupos tioles (umol/L) 8,68 £3,35° 22,38 +3.31
Capacidad antioxidante total (mM F e%/L) 0,13+£0,05% 0,21 +£0,08

Los resultados estan expresados como media+ desviacion estandar
* Diferencias entre trabajadores expuestos y controles (p< 0,05)
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DISCUSION

El estrés oxidativo es uno de los mecanismos princi-
pales mediante el cual se explica la toxicidad de los
metales pesados en los seres humanos. Se ha descrito
que estos pueden inducir condiciones de estrés oxidati-
vo, no solo mediante la generacion de especies reactivas
del oxigeno (ERO), sino también por la reduccion de la
capacidad de defensa antioxidante >**'.

A pesar del cimulo de evidencias que relacionan la
exposicion al mercurio con el aumento del dafio oxidati-
vo a las diferentes biomoléculas y la disminucioén de la
defensa antioxidante, ain no estd del todo esclarecido
como se modifican los marcadores de estrés oxidativo
en individuos expuestos ocupacionalmente a este metal
por tiempos prolongados.

Los resultados derivados de este estudio indican que
la exposicion por largos periodo de tiempo a niveles de
mercurio considerados como normales, provoca el au-
mento de las concentraciones de los PAOP, constituyen-
do este el primer reporte del comportamiento del marca-
dor en trabajadores expuestos a este metal. Este indica-
dor muestra el grado de oxidacion de las proteinas plas-
maticas, en especial de la albimina, mediado por la
accion de oxidantes clorinados como el acido hipocloro-
s0, el que es liberado fundamentalmente por los neutrd-
filos activados, por lo que es considerado, ademas, como
un marcador de inflamaciéon . En este sentido, se ha
descrito que el mercurio, a bajas concentraciones, puede
producir reacciones inmunes no deseadas como la in-
flamacion o la autoinmunidad, lo que pudiera explicar el
incremento de los niveles de este marcador '°. Por otra
parte, teniendo en cuenta que este marcador esta modifi-
cado fundamentalmente en las afecciones renales ’, el
mismo podria ser utilizado como un biomarcador de
efecto en el seguimiento periddico de estos trabajadores,
con el objetivo de prevenir la aparicion de complicacio-
nes renales en los mismos.

En los trabajadores expuestos no se constato el au-
mento de las concentraciones de MDA, lo cual se podria
explicar teniendo en cuenta los bajos niveles del metal
que estos presentan. En relacion con este marcador, se
ha descrito que se encuentra elevado en los trabajadores
expuestos al mercurio y que se relaciona directamente
con las concentraciones presentes del metal '’. En con-
cordancia con estos resultados, en un estudio similar al
nuestro se reporta que los trabajadores que presentan
bajos niveles de mercurio no presentan modificaciones
en este marcador de peroxidacion lipidica en compara-
cion con los controles ',

Varios autores han referido que el mercurio puede
actuar como un pro-oxidante a través de la generacion
de H,0O, y por su elevada reactividad con los grupos
tioles presentes en las proteinas *°. En relacion con estos
hallazgos, encontramos que, en los trabajadores expues-
tos, se aprecia una notable reduccion en los niveles de
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grupos tioles. Estos resultados estan en correspondencia
con multiples reportes de la literatura, los que describen
la disminucion de los niveles de los grupos tioles, fun-
damentalmente el GSH, debido a su unidén con el metal,
como el principal mecanismo mediante el cual el mercu-
gi“o6 1gavorece la presencia de condiciones oxidativas

La genotoxicidad causada por la exposicion ocupa-
cional a concentraciones relativamente bajas de mercu-
rio, ha sido abordada por varios grupos de trabajo, en-
contrando incrementos significativos de los marcadores
ensayados en los trabajadores o individuos expuestos a
este metal . Los resultados de este estudio estan en
correspondencia con estos hallazgos. En este sentido,
varios han sido los posibles mecanismos enunciados,
mediante los cuales el metal puede generar genotoxici-
dad *. Uno de ellos,estd relacionado con la habilidad
que tiene el mercurio de unirse a los grupos sulfidrilos y
de inducir dafio celular a través del aumento de las ERO.
De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio,
este pudiera ser el mecanismo potencial mediante el cual
se explicaria el aumento del dafio al material genético
encontrado.

En relacion con las actividades de las enzimas anti-
oxidantes, los informes en la literatura son diversos;
algunos autores reportan la inhibicion de estas enzimas,
relacionandolo con un estado de estrés oxidativo persis-
tente '>'7?2 mientras otros muestran el aumento en la
actividad de las mismas, en correlacion directa con las
concentraciones del metal °. Los resultados derivados de
este estudio indican que, debido a la exposicion prolon-
gada al mercurio, se observa un aumento significativo en
las actividades de la SOD1 y la GR, mientras que la
CAT se muestra disminuida drasticamente y no se ad-
vierten cambios en la actividad de la c-GPx.

En este caso, el incremento de las actividades sugiere
la activacion de los mecanismos de defensa homeostati-
cos, ya que como se ha descrito, solo a grandes dosis del
metal las células pierden su capacidad de responder .
En relacion con la disminucion de la CAT, se ha referido
que el mercurio puede directamente inhibir la actividad
de esta enzima **; contradictoriamente, otros estudios
sugieren la induccion de esta enzima, tanto a bajas como
a elevadas concentraciones del metal, en respuesta al
aumento en la generaciéon del H,O, ®. Como en el pre-
sente estudio no se obtuvo un aumento significativo en
los niveles de peroxidos y la actividad de la ¢c-GPx no
vari6 entre los grupos, la inhibicioén podria ser el princi-
pal factor que afecto la actividad de esta enzima.

El incremento de las concentraciones de proteinas
oxidadas, la disminucién en los niveles de los grupos
tioles, unido a la baja capacidad antioxidante plasmatica
detectada, sugieren que el estado redox puede estar
modificado a favor de la ocurrencia de reacciones oxida-
tivas, resultados que, en su conjunto, suportan el hecho
de que la exposicion por largos periodos de tiempo al
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mercurio condiciona una situacion de estrés oxidativo,
lo que puede ser la causa que promueva los dafios en el
material genético detectado en los trabajadores expues-
tos.

Se ha descrito que las alteraciones en el estado redox
celular pueden favorecer la aparicion de las complica-
ciones mas frecuentemente relacionadas al estrés oxida-
tivo, como son la hipertension arterial, las afecciones
cardiovasculares y los procesos carcinogénicos **, por lo
que los marcadores propuestos en el presente estudio
podran ser utilizados como indicadores de efecto que
permitan el control bioldgico cuando las alteraciones
organicas puedan ser todavia reversibles, y de esta forma
perfeccionar el seguimiento médico periddico que se
realiza a estos trabajadores.

De acuerdo a los resultados obtenidos, en investiga-
ciones futuras se debera profundizar en el estudio de los
marcadores que constituyeron factores de riesgo debido
a la exposicion prolongada al mercurio.
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