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Efecto genotoxico de las mezclas complejas de
hidrocarburos en trabajadores de estaciones
de servicio de gasolina

Genotoxiceffect of complex hydrocarbon
mixtures in workers gasoline service stations

Henry J. Gonzélez Torres', Alberto Moreno Rossi*, Milton Quintana Sosa®

Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto genotoxico de las mezclas complejas de hidrocarburos en los
trabajadores de estaciones de servicio de gasolina en Barranquilla (Atldntico, Colombia) a
través de la prueba Cometa (CA) alcalina.

Materiales y métodos: Se realiz6 un estudio transversal, prospectivo inferencial de casos
y controles. El grupo control estuvo conformado por 15 personas no expuestas laboralmente
a hidrocarburos y el expuesto por 38 personas que trabajaron al menos 1 afio como despa-
chador de combustible. Se realizé un ensayo cometa alcalino en sangre venosa. Se determiné
el efecto genotoxico utilizando el porcentaje de ADN en la cola y por Unidades Arbitrarias
de dafio. La comparacion entre grupos se realizé por la prueba t-student o W-Wilcoxon.
Los datos fueron modelados con una regresion simple ajustada. Los andlisis de datos fueron
realizados con el paquete estadistico R.

Resultados: Las edades de los grupos control y experimental fueron de 33+9 y 38+10
afios, respectivamente; no hubo diferencia estadisticamente significativa para esta variable
(t =-1.82; p-valor 2 0,05; a = 95%). Hubo asociacion entre Edad y Tiempo de Exposicion
(x? = 24.9; p-valor < 0,05; a = 95%). El %ADN en la cola para el grupo control fue de
20,67+25,79, mientras que para el grupo expuesto fue 53,35+40,28. El modelo de degra-
dacién de ADN es «y=\(512,687+733,899(t))».

Conclusiones: Las mezclas complejas de heterociclicos son potencialmente genotdxicas.
El dafio progresivo se encuentra al 80 % después de 6 afios de exposicion, siendo igual a
los 9 afios de exposicion que a los 15.

Palabras clave: dafio del ADN, mutagénesis, hidrocarburos, compuestos polici-
clicos, Prueba Cometa.
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Abstract

Objective: To evaluate the genotoxic effects of complex mixtures of hydrocarbons in ga-
soline stations’s workers in Barranquilla (Atldntico, Colombia) using the alkaline Comet
Assay (CA).

Materials and methods: Study was transversal, prospective inferential of case and con-
trol. The controls were 15 persons without occupationally exposed to hydrocarbons and the
exposed were 38 persons that were working at least one year as fuel dispenser. The alkaline
Comet Assay was performed on venous blood. Genotoxic effects was determined through
DNA percentage in tail and damage Arbitrary Units. The comparison between groups was
performed by t-student or W-Wilcoxon test. The data were modeled with a simple regression
adjusted. The data analyses were performed with the statistical package R.

Results: Age of control and experimental groups were 33+9 and 38+10 years respectively,
there was no statistically significant difference for this variable (t =-1.82; p-value > 0.05; a =
95 %). There was an association between Age and Exposure Time (y? = 24.9; p-value < 0.05,
a =95%). The %DNA tail for the control group was 20.67 + 25.79, while for the exposed
group was 53.35+ 40.28. The DNA degradation model is «y=v(512.687+733,899\(t))».
Conclusions: The complex mixtures of heterocyclic are potentially genotoxic. As the
progressive damage is 80 % after 6 years of exposure, being equal damage to the 9 to 15
years of exposure.

Keywords: DNA damage, mutagenesis, hydrocarbons, polycyclic compounds,

comet assay.

INTRODUCCION

Elavancedelaindustrializaciénha generado
un incremento de las enfermedades asocia-
das al entorno laboral y al ambiente, por lo
cual los estudios de estas patologias, en sus
aspectos epidemiolégicos y etiologicos, han
conducido a la identificaciéon de factores
ambientales y ocupacionales implicados en
su origen celular y molecular (1, 2).

Muchas de las enfermedades relacionadas
con la ocupacién laboral no manifiestan
sintomatologia sino cuando ya han entrado
en la etapa en que dicho proceso es crénico
(2, 3). Un alto porcentaje de trabajadores
afectados por algun tipo de enfermedad
respiratoria relacionada con la ocupacién se
encuentra sin tratamiento, debido a que el
cuadpro clinico que presentan puede simular
unainfecciénaguda, eincluso presentarse sin
sintomatologia respiratoria asociada (4, 5).
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El estudio del efecto de las mezclas de los
hidrocarburos aroméaticos policiclicos (PAHs)
derivados del petréleo se ha convertido en
gran interés para la salud publica, ya que
se han encontrado relaciones entre estos
compuestos y algunas patologias de origen
mutagénico y carcinogénico(6-8). Esta des-
carga y liberaciéon de los PAHs se hace mas
notoriaenlos centros urbanos, donde debido
a sus altas emisiones se altera la capacidad
normal de amortiguacion de sus efectos por
parte del aire, lo cual afecta notoriamente
su calidad. De esta forma, sumando factores
ambientales eindustriales se generan mezclas
complejas que producen estrés oxidativo al
nivel molecular, lo cual implica un aumento
en el volumen del dafio primario que hace
poco probable el éxito en la accién de los
mecanismos dereparacién del ADN que posee
la célula (9-12).

Existen diversas técnicas para evaluar los
efectos de la genotoxicidad ambiental que
permiten en gran medida un diagnéstico
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preventivo y que han sido ampliamente uti-
lizadas y recomendadas para determinar el
posible dafio de las mezclas de PAHs a nivel
del ADN (13). Entre las més destacadas se
encuentran las técnicas de los microsatélites
(STRs), el test de Ames (TA), los ensayos in
vitro de linfocitos (microntcleos [MN]) y la
electroforesis en gel de células individuales
o Prueba Cometa (CA). Esta dltima técnica ha
sido ampliamente utilizada porque permite
observar y cuantificar el dafio primario de
la degradacion del material genético (14-17).

En las ciudades algunos lugares de trabajo
estdn expuestos directamente a los vapores
de los HPAs; por ejemplo, las estaciones de
despacho de gasolina.

Elobjetivo deeste estudio fueevaluarel efecto
genotoxico delas mezclas complejas de PAHs
en los trabajadores de estaciones de servicio
de gasolina en la ciudad de Barranquilla
(Atlantico, Colombia) a través de la Prueba
Cometa alcalina.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio de corte transversal
y prospectivo inferencial en la ciudad de
Barranquilla. La poblaciéon de estudio com-
prendié dos grupos: uno control (Grup_Ctrl)
y otro de sujetos expuestos (Grup_Exp). El
Grup_Ctrl estuvo compuesto por quince
personas que no hubieran estado expues-
tas laboralmente a PHAs y el Grup_Exp
por treinta y dos personas que han estado
laborando como despachadores en una es-
tacion de servicio por lo menos un afo. Para
ambos grupos se tuvieron en cuenta para la
inclusién restricciones tales como ausencia
de tratamiento farmaco-terapéutico menor
a cuatro meses, exposicion a rayos X menor
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a un ano, consumo de licor menor a quince
dias y consumo de sustancias psicoactivas.

Posterior a la informacién del objetivo de
estudio y firma del consentimiento infor-
mado, a los sujetos objeto de estudio se les
aplicé una encuesta detallada elaborada de
acuerdo con el protocolo publicado por The
Internacional Comisién for Protectionagainst
Environmental Mutagens and Carcinogens
(18). Una vez diligenciada la encuesta se
tomo una muestra de sangre periférica por
puncién venosa utilizando heparina como
anticoagulante.

La CA se realiz6 de acuerdo con la meto-
dologia version alcalina descrita por Singh
et al. (1988) (19). La sangre heparinizada
fue diluida con buffer fosfato salino (PBS).
Esta se deposité en un portaobjeto cubierto
con gel de agarosa. Los portaobjetos fueron
incubados en un buffer alcalino (pH > 10),
preparado con 4cido etildiaminotetraacético
(EDTA) e hidréxido de sodio (NaOH) por 20
minutos. El corrido de la electroforesis fue a
25voltios (V) y 300 miliamperios (mA) por 20
minutos, a 5° centigrados, con una relaciéon
de voltaje/distancia (V/cm) entre 0.7-1.0 V/
cm. Los portaobjetos fueron coloreados con
bromuro de etidio (BrdU) y revisados en un
microscopio de fluorescencia.

Las placas fueron codificadas y las imagenes
delos cometas fotografiadas y analizadas con
el programa OpenComet (14). Los parame-
tros para hacer la comparacién entre grupos
fueron las unidades arbitrarias de dafo en
porcentajey tiempoy el porcentajede ADNde
lacola (%DNATail). Para probar silas muestras
provienen de poblaciones con la misma va-
rianzase utilizé la Prueba de Homogeneidad
de Varianzas de Bartlett. Para comparar la
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heterogeneidad de los dos grupos se realiz6
la prueba U de Mann-Whitney. Se realiz6
unaregresion simple (modelo ajustado) para
determinar el modelo y estimar el nivel de
dafo (y) por cada trienio de exposicién (x).
Los analisis de datos fueron realizados con
el programa estadistico R (20).

RESULTADOS

La edad del Grup_Ctrl fue 33+9 afios y la
del Grup_Exp fue de 38+10 afios. No se en-
contro diferencia estadistica entre las edades
entre el Grup_Ctrl y Grup_Exp (t =-1.82; p-
valor > 0,05; a = 95%) y las varianzas de las
misma (F= 0.74; p-valor > 0,05; o = 95%). En
el Grup_Exp el 6% (2 participantes) fueron
del género femenino y se guard6 el mismo
porcentaje para el Grup_Ctrl (1 participante).

El tiempo promedio de exposicion laboral
fue de 11+7 anos. Teniendo en cuenta la
organizaciéon por trienios acumulados, la
mayor frecuencia se present6 para el trienio
12-15af0s (26 % del Grup_Exp). Alrealizarel
cruce con las tablas de Etapas del Desarrollo
Humano se encontré que 65 % dela poblacion
eran adultos jévenes. Se encontrd asociaciéon
entre Edad y Tiempo de Exposicién (y2=24.9;
p-valor < 0,05; a = 95%).

Tabla 1. Clasificacién del Tiempo
de Exposicion en Trienios

Trienio Frec. Obs | Rep.% | % Acum.

1¢ trienio (1 - 3 afos] 2 5% 5%
2° trienio (3 - 6 anos] 4 11 % 16 %
3¢ trienio (6 - 9 anos] 9 24 % 39%
40 trienio (9 - 12 afos] 6 16 % 55 0
5° trienio (12 - 15 anos] 10 26 % 82 %
6° trienio (més de 15 anos] 7 18 % 100 %
Total 38 100 % -

Fuente: datos del estudio.
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El porcentaje de ADN en la cola, que se
traduce como porcentaje de ADN dafado,
fue de 20,67+25,79 para el Grup_Ctrl y de
53,35+40,28 para el Grup_Exp. De acuerdo
conloscriterios clasificaciéon de dafio de Collin
(22) y Speit y Hartmann (23), el Grup_Ctrl
estuvo enlas tres primeras clases de dano, en
las que sealcanza el 84.7 % del total de células
analizadas, mientras que para el Grup_Exp
la asintota comienza a crecer en la tercera y
cuarta clase de dano (% ADN en la cola). Es
de observar que solo el 17.2 % de las células
revisadas en el Grup_Exp correspondi6 a
células sin dafo.

Tabla 2. Clasificacion de Cometas
por nivel de dafio

Grup_ | Grup_
Ctrl Exp

29.0% | 172%

Tipo de Dafio

Clase 0 - Células sin dano (< 5%)]

Clase 1 - Células con bajo nivel de dafo

0 0
(5 -20%) 41.4% 19.9%

Clase 2 - Células con nivel medio de

0 0
dafio (20 - 40%) 14.3% 6.7%

Clase 3 - Células con alto nivel de darfio

0 0
(40 - 95%] 1% | 32.1%

Clase 4 - Células con muy alto nivel de

0 0
dafio (> 95%] 4.2% 24.1%

Fuente: datos del estudio.

El Test de Wilcoxon para una comparaciéon
de dos muestras entre las clases de clasifica-
cién se comprobo con el comparativo de los
graficosdePareto (figura 1). La diferencia fue
mayor en el Grup_Exp que el Grup_Ctrl (W
= 1793152; p-valor < 0,05; a = 95%).
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Fuente: datos del estudio.

Figura 1. Gréfico de Pareto Comparativo entre el Grup_Ctrl y Grup_Exp
para la Clasificacion de Cometas por nivel de dafio

Modelo de Regresion Ajustado
y"2~sqrt(x)

2000 3000 4000 5000

% ADN en |a cola (Promedio)

1000

0
1

3
% ADN enla cola
(Promedio)

Fuente: datos del estudio.

Figura 2. Gréfico del Modelo de Regresion Ajustado
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Atravésdeunaregresion simplese determind
que el modelo de degradacién de ADN esy =
V512,687 +733,899  tiempo de exposicion en
afios, previo ajuste de la curva de regresion.
Para el modelo lineal se encontré que la asin-
tota del modelo se encuentra alrededor del
segundo trienio (3 - 6 ahos) de exposicion, lo
que repercute en una correlacion media-alta
entre variables, asi como una baja represen-
tatividad del modelo ajustado (rp =0,82;=7r2
68,81%; = Tan 68,81%; p 2 0,05). Al ajustar los
valores extremos correspondientea unmode-
los més acorde, la correlacion entre variables
y representatividad del modelo ajustado
aument6 a un parametro significativo (r, =
0,95; 2= 90,53 %; 1,4, = 90,35 %; p < 0,05).

Conlafinalidad de comprobarlo encontrado
en el Andlisis de Regresion Simple se utiliz6
una técnica multivariada de clasificacion, el
analisis discriminante descriptivo o simple
(ADD). Los datos se organizaron por trienios
deexposiciony el Grup_Ctrlseincluy6 como
factor corrector deladiscriminacién. Los fac-
tores de discriminacién fueronlos porcentajes
de clasificacion de cometas por nivel de dafio
(% ADN en la Cola) por individuo.

Tabla 3. Resumen global de Tiempo de Exposi-
cién en Trienios por Clasificacién de Cometas
por nivel de dafio

Clasificacion de Cometas por nivel de daio
Grupos

Clase 0 | Clase 1 | Clase2 | Clase 3 | Clase 4
Grup_Ctrl 385% | 435% | 440% | 11.4% 6.1 %
1¢ Trienio 53% 4.0 % 1.6 % 2.8 % 5.0%
2° Trienio 8.1% 6.9 % 72 % 6.7 % 8.2 %
3¢ Trienio 1730% | 174% | 1520% | 189% | 220%
4° Trienio 9.7 % 8.7% 10.5% | 11.69% | 152 %
5° Trienio 1540% | 128% | 1349% | 309% | 24.1%
6° Trienio 5.8 % 6.6 % 8.0 % 177% | 194 %
Total 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %

Fuente: datos del estudio.

Enlosresultados hubo un factor de discrimi-
nacién entre los individuos pertenecientes al
1¢7,2°y 3 trienio de exposicién del Grup_Ctrl,
pero no fue posible separar los individuos
pertenecientesal4°y 5° trienio. Esteresultado
valida el modelo de regresion obtenido y la
extraccionaprioridelos valores extremos que
se encontraron en los individuos con mas de
diez afios de exposicion laboral a HAPs.

o § ’_-_ — T — —
o0 sfcs
group 1-3 afios.
oup3-8 s
2] — —1 1
oupt-9
e i e m—
paosomis

Fuente: datos del estudio.

Figura 3. Andlisis Discriminante de los individuos organizados por Tiempo de Exposicién
en Trienios por Clasificacién de Cometas por nivel de dano
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En el Grup_Ctrl y el grupo de individuos
con 1° trienio de exposiciéon (1-3 afos de
exposicion laboral) es mayor el factor de
separacion que el existente entre los del 1
trienio con respecto al 2°, lo cual indica que
no es lineal el nivel de dafio (% ADN en la
cola) con respecto al tiempo de exposicion y
sefalado también por el resultado del modelo
de regresion simple ajustado.

DISCUSION

Los factores intrinsecos (estrés oxidativo en-
zimaticos, mecanismos de escision del ADN)
y extrinsecos (estilos de vida, radiacién solar,
dieta, entre otros) generan dafio primario.
Para los estudios de ecogenotoxicologia que
utilicen la CA es fundamental la correcta
selecciéon del grupo control (24). Por ello
es necesario controlar la edad para que no
existan diferencias de medias y varianzas
entre Grup_Ctrl y Grup_Exp, garantizando
lahomogeneidad de este factor (25), tal como
se evidenci6 en nuestros resultados.

El estudio realizado por Meller (26) muestra
que el dafio basal es de 9,5+5,8 %, con un
rango intercuartilico 5,1 - 14,2 %, pero Pupo
et al. (25) demostraron que para las pobla-
ciones ubicadas en el Caribe el promedio es
34,98+19,6 % y el rango intercuartilico entre
20,5 - 47,5 %, lo cual indica que los controles
de nuestro trabajo se encuentran dentro del
rango debido a las coordenadas del centro
urbano donde se realiz6 el estudio (10° 57’
42" de latitud norte y 74° 46’ 54” de longitud
occidental). El aumento del dafio basal de
los controles se encuentra principalmente
por el nivel de rayos UV que recibe la zona
tropical, que presenta en promedio un Indice
UV de 10 (Muy Alta) (27), lo que implica una
mayor exposicion y un mayor riego de dafo
a nivel celular.
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La diferencia encontrada en el nivel de dafio
entre el Grup_Ctrl y Grup_Exp ha sido un
factor constante en los estudios in vivo e in
vitro, en los cuales se ha demostrado que
sustancias que estructuralmente tienen ben-
cenosy/ocompuestos policiclicos saturados
causan la fragmentacién del ADN (7, 9, 28).
Los compuestos policiclicos saturados ac-
tdan como agente oxidante, produciéndose
una sustancia reactiva de oxigeno (ROS), la
cual ocasiona la ruptura del enlace glico-
sidico en la hebra del ADN, credndose un
sitio apurinico/apirimidinico (AP), dejando
espacios en la continuidad de la cadena que
son inestables al momento de la replicacién
(29, 30), manifestiandose finalmente como un
dafio primario masivo de la cadena de ADN.

La alta variabilidad del Grup_Exp a medida
que aumenta el tiempo de exposicién es un
referente con respecto a la inactivacion pro-
gresiva de los mecanismos de reparacién
del ADN, lo cual ha sido documentado para
algunasinfeccionesrespiratorias recurrentes
(31). Este patrén de comportamiento nos in-
dica que el efecto genotdxico no se produce
una alta concentracién del agente alquilante,
sino por la exposicién continua a bajas con-
centraciones al mismo.

Este mismo concepto aplica para el Andlisis
Discriminante Descriptivo (ADD), en el que
no fue posible separar los grupos correspon-
dientes al 4° y 5° trienio de exposicion. Esto
plantea que si bien se manejan niveles de
exposicion al agente genotoxico, no se con-
templa la variable “tiempo de exposiciéon”
como un factor fundamental en el deterioro
del material genético (6, 32).

El modelo de regresién indica que el tiempo

maximo de exposicién se encuentra alrede-
dor de los 6 afos de trabajo, ya que hasta
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ese momento la curva no ha alcanzado el
80 %, lo cual posibilita la reactivacién de los
mecanismos de proteccion celular (33). Este
mismo resultado se encontré en los fumado-
resy obreros expuestos amateria particulada,
donde una baja pero prolongada exposicién
presentaba los mismos resultados que una
exposicion a altas dosis (13, 34, 35).
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