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EFECTO GENOTOXICO POR LA EXPOSICION OCUPACIONAL A
COMBUSTIBLES EN LAS ESTACIONES DE SERVICIO, EVALUADO
MEDIANTE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS, EN LA CIUDAD DE POPAYAN

RESUMEN

Los combustibles derivados del petréleo son muy usados en el mundo, y son distribuidos al
publico en estaciones de servicio, por los vendedores de servicio, este trabajo lo hacen sin
ninguna proteccion, no usan implementos de proteccion (guantes, caretas, etc.). Los
combustibles contienen hidrocarburos aromaticos policiclicos, los cuales son
carcinogenicos y han sido asociados con efectos genotoxicos. El benceno es un
hidrocarburo aromatico, este compuesto es considerado por la IARC como un carcindgeno
humano y los vapores de la gasolina como posible cancerigeno por tener este compuesto.
La exposicién ocupacional al benceno ha sido principalmente asociada con un aumento en
la incidencia de leucemias. Estudios Epidemioldgicos muestran que hay una relacion entre
el aumento en la frecuencia de MN y exposicion al benceno.

En la poblacion de vendedores de servicio se han realizado diferentes pruebas
citogenéticas. Sin embargo, los datos de estos estudios son contradictorios, porque en
algunos se han encontrado diferencias significativas pero en otros no. Los vendedores de
combustibles no sélo se exponen a los hidrocarburos presentes en los vapores de los
combustibles por inhalacion, sino también por la via epidérmica

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto genotdxico por la exposicion ocupacional a
los combustibles en vendedores de servicios de la ciudad de Popayan, empleando la prueba
de micronucleos (MN). Los MN son un biomarcador Util para evaluar dafios genotoxicos
causados por la exposicion ocupacional a los combustibles

Se seleccion6 un grupo 20 vendedores expuestos a los combustibles como minimo por
cinco afios, todos no fumadores y otro grupo control de 20 individuos. Se tomaron
muestras de sangre periférica, se establecieron dos cultivos de 5 mL por individuo,
incubados a 37°C por 72 horas, luego de 44 horas de incubacion los cultivos fueron
tratados con Citocalacina-B, para inhibir la citocinesis y obtener células binucleadas, a las
72 horas las células fueron cosechadas. Las preparaciones citogenéticas fueron coloreadas
con giemsa, se analizaron al microscopio 2000 células binucleadas por individuo y se
registraron los MN en las tablas maestras.

Los datos fueron ingresados al programa Excel y una vez organizados se transfirieron al
paquete estadistico SPSS para su andlisis estadistico descriptivo y referencial. Los
resultados mostraron que entre los dos grupos no hay diferencia estadisticamente
significativa (P>0.05), indicando que estos fueron apareados homogéneamente en cuanto a
caracteristicas tenidas en cuenta para su seleccion.



El ndmero promedio de micronucleos / 2000 células binucleadas es estadisticamente
significativo (P = 0,000) en el grupo expuesto a combustibles (7.994+.640) con relacion al
grupo no expuesto (4.366+.627). También se encontré que el tiempo de exposicion incide
en un 74.3% en el nimero promedio de MN y que no existe una relacion estadisticamente
significativa entre la edad y el nimero promedio de MN, tanto en los individuos del grupo
control como del grupo expuesto.

La exposicion a combustibles tiene un efecto genotoxico para los linfocitos de los
vendedores de combustibles, incrementando la frecuencia promedio de MN. Este estudio
permitié identificar los efectos genotoxicos precoces causados por la exposicion
ocupacional a los combustibles, lo cual servira para concientizar a la poblacion afectada
para que tomen medidas preventivas que les permitan disminuir o eliminar la exposicion a
los combustibles y el riesgo de desarrollar enfermedades de origen ocupacional como el
cancer.

Identificar a tiempo los efectos genotdxicos causados por la exposicion ocupacional en las
personas que aun no presentan problemas de salud, permitird motivar al disefio de
estrategias para reducir la exposicion y el riesgo de desarrollar enfermedades de origen
ocupacional.

Palabras Claves: Benceno, Citocalacina-B, Combustibles derivados del petréleo, Estaciones de servicio,
Interfase, Linfocitos humanos de sangre periférica, Micronucleos (MN), Vendedores de combustibles.



INTRODUCCION

Estudios epidemioldgicos sugieren que muchas enfermedades son producidas por la
interaccion entre factores ambientales y genéticos, (Evans, 1977). Las enfermedades de
origen ambiental son prevenibles en su gran mayoria, si los factores de riesgo son
identificados, reducidos o eliminados; Esto seria una estrategia muy eficaz para disminuir
la problemaética de salud pablica ambiental en un pais.

Agentes quimicos como el petroleo y sus derivados alteran el material genético en células
eucariotas. El petroleo en la actualidad es uno de los combustibles mas usados y explorados
en el mundo; compuesto por mezcla de varios compuestos, los cuales deben ser separados
para su mejor aprovechamiento (The American Petroleum Institute, 2001). Los
compuestos separados son tan distintos que van desde gases de cuatro carbonos, hasta
elementos muy solidos. Uno de los compuestos mas utilizados es la gasolina, esta es
liquida y debido a que contiene hidrocarburos de cuatro a doce carbonos, se constituye en
un liquido facilmente evaporable, estos gases pueden entrar al organismo por la via
respiratoria, alcanzar el torrente sanguineo, llegar a los diferentes 6rganos y alterar el
material genético, estas alteraciones pueden ser cromosémicas, génicas y gendmicas.

Como estrategia de las multinacionales para la venta de combustibles se han disefiado
lugares especiales para su distribucion; las bombas de gasolina o estaciones de servicio. En
estas estaciones trabajan personas en diferentes oficios, uno de estos son los vendedores de
combustibles que constantemente estin expuestos a los combustibles, porque ellos son las
personas que los suministran al publico en general. Este trabajo lo hacen sin ninguna
proteccién, no usan guantes para evitar la absorcion por via dérmica, ni caretas para evitar
la inhalacion por via respiratoria. Por estas razones esta poblacion esta muy expuesta a los
combustibles y en especial a la gasolina, la cual segun reportes de la literatura contiene
muchos compuestos como; Parafinas, Olefinas, Naftas, Aromaticos (The American
Petroleum Institute, 2001), de los cuales él mas estudiado es el benceno, un hidrocarburo
aromatico. Asociacion entre la exposicion a hidrocarburos aromaticos y ciertos tipos de
leucemias ha sido establecida por estudios epidemioldgicos en varios paises e industrias
(Tompa et al., 1994; IARC, 1982, 1987). El benceno se ha reportado como un modificador
de la cromatina resultado que puede conducir a una leucemia, sus metabolitos interfieren
con la topoisomerasa Il y otras proteinas de la cromatina, (Marcon et al., 2002).

En este estudio se utilizé la prueba de microndcleos (MN) como un bioindicador directo de
dafio cromosomico (Hésted, 1983). Los MN se originan de fragmentos de cromosomas o de
cromosomas totales que no se incorporan en el nacleo de las células hijas. Estas
anormalidades de los cromosomas han sido causalmente relacionadas con el desarrollo de



cancer, abortos, enfermedades genéticas entre otros (Rudd et al., 1988; Duffaud et al.,
1997). Esta prueba se encuentra en proceso de validacion, ya que la comunidad cientifica
tiene gran aceptacion por las ventajas que presenta; sensible porque responde a bajas
concentraciones de diferentes sustancias, confiable porque es respaldada por varios
estudios, econdmica porque se utilizan pocos reactivos y de facil manejo (Fenech, 2000).
Ademas, la prueba de MN registrada en células binucleadas, inducidas con Citocalacina-B,
garantiza el registro de los MN en células que solo han pasado por un primer ciclo de
division celular, en linfocitos humanos ha sido empleada por un gran nimero de
laboratorios alrededor del mundo como un método sensible y revelante para identificar
dafio cromosomico, (Fenech y Morley, 1985).

Para este estudio se seleccion6 un grupo 20 vendedores expuestos a los combustibles como
minimo por cinco afios, todos no fumadores y otro grupo control de 20 individuos no
expuestos. Se tomaron muestras de sangre periférica, previo consentimiento informado, se
establecieron dos cultivos de 5 mL por individuo, incubados a 37 °C por 72 horas,
cumplido 44 horas de incubacién los cultivos se trataban con Citocalacina-B para obtener
celulas binucleadas, finalmente se incubaban hasta completar las 72 horas para luego ser
cosechadas. Las preparaciones citogenéticas fueron coloreadas con giemsa, se analizaron al
microscopio 2000 células binucleadas por individuo y se registraron los MN en las tablas
maestras, segun criterios ya establecidos, (Fenech, 2003).

La poblacion de vendedores de servicios esta en contacto permanente con los combustibles
y algunos de los componentes de estos, como el benceno son genotdxicos y posiblemente
producen dafios en la informacion genética de estos individuos expuestos. Estudios
epidemioldgicos han mostrado que existe una relacion entre la exposicion al benceno y el
aumento de la frecuencia de MN, (Yager, et al., 1990; Tompa, et al., 1994; Turkel y Egeli,
1994). Investigaciones realizadas a nivel mundial en trabajadores expuestos a los
combustibles han mostrado aumentos significativos de dafios citogenéticos, (HOgstedt, et
al., 1991; Santos-Mello y Cavalcante, 1992; Carere, et al., 1995; Bukvic, et al., 1998; Ayla,
et al, 2003). Conocer la magnitud del dafio precoz permite predecir el riesgo potencial en el
que se encuentra la poblacion expuesta de desarrollar problemas de salud como el cancer,
por la exposicién ocupacional a combustibles. Los resultados de este estudio serviran para
motivar a la reflexion sobre el autocuidado y la prevencion de riesgos de salud, para una
mejor calidad de vida.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto genotoxico de los combustibles en una
poblacién expuesta ocupacionalmente en la ciudad de Popayan. Con el propoésito de
motivar y sustentar la prevencion a tiempo de los riesgos potenciales de problemas de salud
por la exposicién de las mezclas complejas de los combustibles, con practicas como el
manejo y manipulacion de los combustibles con implementos de proteccion.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial el uso de combustibles derivados del petroleo (gasolina, diesel, querosén y
otros) es muy comun; por encima de 1.3 millones de personas estdn expuestas
ocupacionalmente a los hidrocarburos aromaticos policiclicos que se encuentran en los
combustibles, (Ritchie et al., 2001). La poblacion expuesta a la gasolina y el diesel de
forma directa e indirecta involucra gran cantidad de individuos, dentro de las cuales la
poblacién con mayor exposicion es la que habita en las ciudades.

Las bombas de gasolina o estaciones de servicio son lugares donde se lleva acabo la
distribucion de combustibles para los usuarios. En estas estaciones trabajan personas en
diferentes oficios como oficinistas, lavadores de carros, mecanicos, isleros entre otros. Los
trabajadores mas afectados son los isleros, también conocidos como bomberos o
vendedores de servicios porque son quienes manipulan y distribuyen directamente el
combustible sin tener proteccion que disminuya el contacto y la inhalacion. El bajo nivel de
escolaridad en algunos trabajadores, la deficiente cultura hacia la proteccion y la conciencia
de la importancia que tiene la prevencién para evitar problemas de salud en el lugar de
trabajo, determinan un mayor riesgo para su salud. Ademas, estos individuos constituyen
un sector vulnerable de la poblacidn debido a la frecuente exposicién 8-9 horas diarias, (Jo
y Song, 2001)

Los combustibles contienen sustancias que generan un riesgo para la salud de las personas,
entre ellos encontramos a los hidrocarburos aromaéticos policiclicos, marcadores de
combustibles y algunos met ales pesados, los cuales pueden causar dafio en las células tanto
somaticas como germinales de las personas expuestas. Los combustibles son mezclas
complejas de 150-260 alifaticos entre estos encontramos componentes neurotoxicos como
el benceno, tolueno, xileno, naftaleno n-hexano etc. (Ritchie et al., 2001). El benceno es
clasificado como un carcindgeno humano y los vapores de la gasolina son clasificados
como un posible carcindgeno para los humanos por contener este compuesto, (IARC,
1989). Los vendedores de servicios estan expuestos a este compuesto por via respiratoria y
dérmica, (Machefer et al., 1990; Lagorio et al., 1993; Jia et al., 2002; Ayla et al., 2003).
Hasta el afio 1992 los combustibles contenian plomo, este fue eliminado debido a sus
propiedades mutagénicas y carcinogénicas (Manual de Operaciones Mobil, 2000). Hay que
recordar que varios de los individuos expuestos ya trabajaban desde antes en este oficio,
por lo tanto, posiblemente estas personas presenten mayor nimero de dafios genéticos.

En Popayan no existen estudios como este, que evalué los efectos genotoxicos por la
exposicion a los combustibles en la poblacion de vendedores de servicios, aunque, existen
estudios sobre los efectos toxicos de los hidrocarburos aromaticos policiclicos, met ales



pesados y otras sustancias presentes en los combustibles, en los cuales se alerta sobre el
riesgo potencial de estos para generar problemas de salud como el céncer y otras
enfermedades de origen genético, como consecuencia de la capacidad que tienen estas
sustancias de interactuar y alterar el material genético. El estudio de personas expuestas a
combustibles es importante debido a que alerta sobre los efectos genotdxicos de los
componentes que estan interactuando con el material genético y la variabilidad en la
respuesta bioldgica a la exposicion ocupacional.

Se conocen datos de MN bésales normales en poblaciones diferentes a las de Colombia y
con este estudio se puede ayudar aumentar la base de datos de la frecuencia de MN en
nuestra poblacion, para que en un futuro se establezcan las frecuencias de micronucleos en
la poblacion colombiana.

El principal objetivo del estudio fue realizar una evaluacion del efecto genotdxico por
exposicion ocupacional a los combustibles, en linfocitos de sangre periférica, mediante la
prueba de Micronucleos (MN). La pregunta inicial fue: ¢La exposicion a los combustibles,
inducen a alteraciones cromosomicas en los vendedores de servicios, identificable por una
mayor frecuencia de MN en los individuos expuestos?, ¢Existe una asociacion de la
frecuencia de MN (mayor o menor) con el tiempo (afios) de exposicién a los combustibles?.



2. HIPOTESIS

Si la mezcla quimica de los combustibles derivados del petréleo tiene efecto genotoxico en
los vendedores de combustibles en las estaciones de servicio de la ciudad de Popayéan, se
espera que en los linfocitos de sangre periférica, cultivados In vitro, se cuantifique una
mayor frecuencia de micronucleos, que en los linfocitos de las personas que no estan
expuestas a los combustibles pero con caracteristicas demogréaficas similares.



3. JUSTIFICACION

La exposicién a la mayoria de agentes mutagénicos y carcinogénicos ocurre en el lugar de
trabajo (Tomatis, 1988). Aproximadamente el 5%-15% de las muertes por cancer en
hombres y el 1%-5% de muertes por cancer en mujeres, pueden ser atribuidas a factores
ocupacionales (Doll y Peto, 1981). Es de gran interés para la comunidad cientifica
internacional conocer los riesgos potenciales de salud por la exposicion ocupacional. En
1700, el padre de la medicina ocupacional, Bernardino Ramazzini describié algunas
enfermedades ocupacionales. El primer caso de cancer causado por la exposicion
ocupacional fué identificado por Percival Pott (1775), quien identificé al hollin como la
causa de cancer de escroto en limpiadores de chimeneas en Londres.

En paises subdesarrollados y especialmente en Latinoamérica, esta problematica es mucho
mayor porque existen muchos factores de riesgo a los cuales estdn expuestos los
trabajadores por pertenecer al sector no formal de la industria, por la falta de control de la
exposicién a agentes toxicos prohibidos en paises desarrollados, por el bajo nivel de
escolaridad en algunos trabajadores, por la falta de educacién, por la deficiente cultura de la
prevencién y la higiene industrial y por el no uso de medidas de proteccion a agentes
carcinogeénicos.

Por esta razon es una prioridad detectar e identificar los agentes genotdxicos en los lugares
de trabajo y hacer estudios de monitoreo biologico (genético), para identificar a tiempo
efectos precoces empleando biomarcadores que ayuden a identificar poblaciones en riesgo
de desarrollar problemas de salud por la exposicion ocupacional con el propdsito de
implementar medidas que ayuden a proteger de la exposicion y a establecer programas de
vigilancia epidemioldgica que permitan la prevencion de enfermedades y la promocion de
la salud. Se sabe que sustancias quimicas o fisicas afectan o interacttan de forma directa o
indirecta con el ADN, ocasionandole dafios que pueden ser reparados o que de lo contrario
pueden fijarse dentro de éste, en forma de mutacidn, trayendo como consecuencia
problemas secundarios y colaterales de salud como es el desarrollo de enfermedades como
el cancer. Una gran variedad de quimicos han sido identificados como genotdxicos en
animales experimentales y en humanos expuestos ocupacionalmente, por su estilo de vida o
por la contaminacién ambiental. (Heddle et al., 1978).

Los combustibles productos derivados del petréleo, son mezclas complejas de muchos
compuestos quimicos; entre ellos alifaticos, parafinas, oleofinas, aromaticos (el benceno y
compuestos similares al benceno), hidrocarburos de petréleo. Ademas, ellos pueden
contener pequefias cantidades de nitrégeno, azufre, y otros elementos como aditivos. La
composicion quimica (p. Ej., el porcentaje exacto de cada componente) de cada uno de los



combustibles puede variar, dependiendo de la fuente y de otros factores. Los combustibles
son distinguidos el uno del otro principalmente por sus gamas de punto de ebullicion,
aditivos quimicos, y empleos. De los compuestos el mas estudiado es el benceno, un
hidrocarburo aromético. EIl benceno se ha reportado como un carcindgeno humano, efecto
que puede ser la causa de una leucemia, (Marcon et al., 2002) y los vapores de la gasolina
como un posible carcindgeno por tener este compuesto, (IARC, 1989). Estudios
epidemioldgicos han mostrado que existe una relacion entre la exposicion al benceno y el
aumento de la frecuencia de MN, (Tompa et al., 1994; Turkel y Egeli, 1994).

La venta de los combustibles se realiza en las estaciones de servicio y son suministrados
por los vendedores de servicios, ellos venden el combustible sin utilizar ninguna proteccion
para evitar la exposicion a estos. La importancia de realizar un estudio como este, radica en
que los componentes de los combustibles que son un mezcla muy compleja posiblemente
produciran dafios en el material genético, por lo cual conocer la magnitud del dafio nos dara
una alerta temprana para predecir el riesgo potencial en el que se encuentra la poblacion de
desarrollar problemas de salud como el cancer, por la exposiciébn ocupacional a
combustibles. Los resultados de este estudio serviran para motivar a la reflexion sobre el
autocuidado y la prevencion de riesgos de salud, para una mejor calidad de vida.

Luego de hacer una amplia revision bibliografica en bases de datos como Medline y
registrar que son pocas las investigaciones que tienen como objeto de estudio la evaluacion
genotoxica por la exposicion ocupacional a los combustibles empleando biomarcadores
citogenéticos de efecto como los micronucleos, se encontré que estudios realizados a nivel
mundial en trabajadores expuestos a los combustibles han mostrado aumentos significativos
de darfios citogenéticos, (HOgstedt et al., 1991; Santos-Mello y Cavalcante, 1992; Carere et
al., 1995; Bukvic et al., 1998; Ayla et al., 2003).

Las pruebas citogenéticas, como la empleada en este estudio son importantes porque
permiten evaluar efectos citotdxicos y genotoxicos en los individuos expuestos a
mutagenos y carcindgenos (Au, 1991). Una alteracion cromosomica puede constituirse en el
inicio del proceso de la carcinogénesis. Estudios realizados en linfocitos de sangre
periférica de individuos expuestos han mostrado dafios en sus cromosomas dando un
prondstico anticipado de posible riesgo de desarrollar cancer, (Bonasi et al., 1995; Hagmar
et al., 1994). La técnica de micronucleos en células binucleadas de linfocitos humanos, es
util para evaluar diferentes compuestos quimicos y agentes fisicos potencialmente
genotoxicos. Un monitoreo debe cumplir con: pequefias muestras de sangre, amplio espectro
de dafio gendmico, ensayo de bajo costo, simple y facil de ejecutar, y una prueba acertada
para comparar poblaciones. La prueba de micronucleos, satisface todos estos
requerimientos (Feillay y Orsiere, 2.000). Ademas esta técnica bien estandarizada en
nuestro laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto genotdxico por la exposicion ocupacional de los combustibles en
vendedores de servicios de la ciudad de Popayan, mediante el empleo de la prueba de
microndcleos (MN).

Con el prop6sito de motivar y sustentar la prevencion a tiempo de los riesgos potenciales de
problemas de salud por la exposicion de las mezclas complejas de los combustibles y que
los vendedores de servicio vean la importancia de tener medidas preventivas para el manejo
y manipulacién de los combustibles, para de esta manera reducir los riesgos de salud y
mejorar su calidad de vida.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Relacionar la frecuencia de micronucleos (MN) en linfocitos de sangre periférica de
vendedores de combustibles en estaciones de servicio con respecto al grupo control.

Relacionar la frecuencia de micronucleos (MN) en el grupo expuesto con relacion al tiempo
de exposicion a los combustibles.

Asociar la frecuencia de micronucleos (MN) en el grupo expuesto con relacion a su edad.



5. ANTECEDENTES

La prueba de micronlcleos se ha empleado desde 1959 (Evans, et al, 1977), quienes
utilizaron la frecuencia de microndcleos para medir el dafio citogenético inducido en los
meristemos de raices por efecto de rayos x y en ausencia y presencia de oxigeno, desde
entonces ha sido considerada como biomarcador de efecto citogenético. Posteriormente en
1966-1970 Schrodder, empleé medula Gsea para determinar el dafio in vivo que podian
causar algunos mutagenos Yy relacionar el dafio citogenético con el origen de microndcleos
en celulas de medula 6sea. De aqui en adelante se ha venido empleo mucho esta prueba
para evaluar el efecto genotoxico de diferentes compuestos quimicos.

Fredga et al; (1982), estudi6 la incidencia de los cambios cromosdmicos en los trabajadores
expuestos ocasionalmente a combustibles de automdviles y a los escapes de gases. Utilizo
cuatro grupos de individuos cada uno de 12 trabajadores (conductor de camiones de motor
diesel, conductores de camiones de motor a gasolina, inspectores de automoviles, y un
grupo de referencia). Los hombres en los grupos fueron emparejados de acuerdo a la edad
a los habitos (fumar) y al tiempo que llevaban en su trabajo. Las pruebas utilizadas fueron
alteraciones cromosomicas (AC) e intercambio de crométidas hermanas (ICH). El anlisis
estadistico de los resultados no dio ninguna prueba de que la exposicion estuviera causando
algun efecto en los cromosomas, aunque dejo una sospecha grande de que la exposicion a
los gases de motores diesel pueden causar un aumento en el ndmero de alteraciones
cromosomicas.

Foo, en 1991, realizo un estudio para determinar los rangos del benceno en la gasolina y
encontrd este compuesto en un rango de 1.8 a 3.7%. Ademas se encontr6 que los
vendedores de combustibles estdn expuestos a unos niveles de 0.064-179 ppm. En su
tiempo de trabajo diario (8 horas) la exposicién tiene un promedio de 0.028 a 0.71 ppm. En
mecanicos de servicio de automovil, el nivel de exposicion es 0.014 a 1.7 ppm. En
conductores de camiones transportadores de gasolina es 0.08 a 2.37 ppm. y para las
personas no expuestas ocupacionalmente a la gasolina, es de 0.0023 a 0.027 ppm.

Santos-Mello y Cavalcante. (1992), realizaron un estudio citogenético en una poblacion de
gasolineros, el grupo de expuestos fue de 49 individuos y el grupo control de 24. El
analisis mostré una frecuencia alta de alteraciones cromosémicas en el grupo expuesto
contrario al registrado en el grupo control. Teniendo en cuenta la relacion entre la
toxicidad y el riesgo de cancer, podemos considerar a estos trabajadores como un grupo de
alto riesgo.



Lagorio et al, (1994), La Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer
(IARC) clasifico los vapores de la gasolina y los gases de escape de los automoviles
abastecidos de combustible como cancerigenos para los humanos. Los datos sobre la
composicion quimica exacta de gasolina y sobre todo la concentracion del benceno, son
bastante pobres, por esta razén ellos realizaron esta investigacion para evaluar el nivel
anual de la exposicion a hidrocarburos aromaticos en la gasolina vendida por los
gasolineros, las muestras de gasolina también fueron recogidas para determinar el
contenido de benceno en la gasolina, y evaluar la variabilidad de la concentracién del
benceno en varias gasolinas segun la estacion del afio. La exposicion de benceno fue
medida por cromatografia de gases en muestras de aire obtenidas con bombas personales en
la zona que respiraban. Asociaciones estadisticamente significativas fueron encontradas
entre la exposicion individual al benceno y la cantidad de gasolina vendida.

Wong et al., 1993, realizaron un estudio de cohorte entre los afios de 1946 y 1985, con
18,135 trabajadores expuestos a la gasolina que llevaba por lo menos un afio de exposicion.
El objetivo principal del estudio fue determinar la relacién, entre la exposicion a la gasolina
y mortalidad por cancer de rifion o leucemia. Los resultados de este estudio indicaron que
no hubo incremento en la mortalidad por cancer de rifion o leucemia causados por la
exposicion a la gasolina comparados con la poblacion general.

Carere et al., (1995). En este estudio, se vio la posible relacion entre la exposicion
ocupacional a combustibles de petrdleo y dafios citogenéticos en linfocitos de sangre
periférica. Fueron escogidos 23 trabajadores (hombres), no fumadores del area de Roma, y
23 controles sin la exposicién ocupacional a los combustibles, fueron apareados por edad y
habitos. Se realizaron las pruebas de (AC), (ICH), (MN). EIl analisis mostro un ligero
aumento en AC e ICH. 1.97 contra 1.46 AC/100 células, y 4.73 +/-0.15 contra 4.48 +/-0.11
ICH/células. En individuos expuestos y en los controles respectivamente. Finalmente, el
analisis de MN no mostrd aumento significativo en la frecuencia de MN de los trabajadores
expuestos.

En 1996, Pitarque et al. Determind que los gasolineros o vendedores de servicios de las
estaciones de servicio son los trabajadores que definitivamente estdn mas expuestos a las
mezclas complejas de los combustibles y se cree que esta exposicion puede causar efectos
genotoxicos, para este estudio se escogio un grupo de 50 trabajadores de las estaciones de
servicio y 43 controles que no estuvieran expuestos a combustibles. Se aplico la prueba de
micronucleos (MN). Los resultados obtenidos no indican ninguna diferencia significativa
de MN entre el grupo expuesto y el grupo control.



Nilsson et al., (1996), para estudiar los efectos genotdxicos de la exposicion a niveles bajos
de benceno, fueron escogidos 33 hombres ocupacionalmente expuestos al benceno de la
gasolina y 33 controles. Los trabajadores expuestos tenian un aumento significativo en
niveles de benceno comparado con los controles. Esto indica que la exposicion al benceno
se da en niveles relativamente bajos, es decir aproximadamente 0.1 ppm (0.3 mg/m3).

Bolognesi et al., 1997. La polucion atmosférica representa un riesgo medioambiental
pertinente que ha sido asociado con el exceso de mortalidad, morbilidad, y con el aumento
de enfermedades respiratorias en humanos. Méas de 3,000 compuestos quimicos se han
identificado en el ambiente, entre los cuales se encuentra mutagénicos y/o carcinogénicos,
tales como los hidrocarburos arométicos policiclicos. Asociaciones positivas entre
biomarcadores citogenéticos e hidrocarburos aromaticos policiclicos han sido reportadas en
estudios experimentales y en humanos. Un estudio de biomonitoreo genético se realizé en
82 policias de trafico expuestos a la polucion atmosferica y en 34 controles. El objetivo de
este estudio fue determinar los efectos citogenéticos, tales como la frecuencia de
micronucleos en linfocitos de sangre periférica, y estimar la exposicion individual a
hidrocarburos aromaticos policiclicos. El analisis estadistico de la frecuencia de
micronucleos en células binucleadas mostrd niveles altos en el grupo control (4.03%)
respecto a los policias de tréfico (3.73%). El estudio fallo para detectar alguna asocian entre
frecuencia de microndcleos y niveles de Benzo(a)pireno, considerado un marcador de
exposicion a hidrocarburos arométicos policiclicos.

Lynge et al., 1997, estudiaron la incidencia de cancer en una cohorte de 19,000 trabajadores
de estaciones de servicio de Dinamarca, Noruega, Suecia, y Finlandia. Estudio empez0 en
1970 y duro 20 afios. Donde se observaron 1,300 casos de canceres, se usaron las tasas de
incidencias de cancer nacionales para la comparacion. La incidencia no se incremento para
la leucemia. Hubo un ligero aumento para el cancer del rifién y para el cancer faringeo,
laringeo, y pulmonar. Esta cohorte expuesta a los vapores de gasolina con niveles de
benceno estimados en 0.5 -1 mg/m®,

Pitarque et al., (1997), investigd que derivados del petrdleo constituyen una mezcla
compleja de sustancias quimicas que pueden causar efectos genotoxicos. La exposicion
crénica ocupacional a tales derivados, se puede considerar riesgosa para la salud. Los
asistentes de estacion de servicio son trabajadores expuestos a derivados de petréleo. En
este estudio se utilizé las pruebas de ICH vy el indice de proliferacion celular (IP), se
escogio un grupo de 42 trabajadores expuestos y un grupo de 45 controles. Los resultados
obtenidos indican que no hay ninguna diferencia significativa en los valores de ICH, entre
los trabajadores expuestos y el grupo control. El IP registr6 un aumento ligero pero no
estadisticamente significativo.



En 1997, Periago et al. Definio que el volumen de gasolina vendida, puede aumentar
considerablemente los niveles ambientales de los vapores de hidrocarburos aromaticos y
posteriormente, el riesgo ocupacional de los gasolineros de las estaciones de servicio, sobre
todo en el caso del benceno. En este estudio se evalud la exposicion ocupacional a
hidrocarburos aromaticos mediante muestras de vapores de gasolina en una poblacion de
gasolineros de la estacion de servicio. Esta evaluacion fue realizada usando dechados
difusivos, en dos épocas del afio muy diferentes (marzo y julio). Una relacion significativa
entre el volumen de gasolina vendida durante cada turno y la concentracion ambiental de
benceno, tolueno, y xilenos fue encontrada para cada trabajador. Ademas una diferencia
significativa fue encontrada entre la concentracion media de compuestos aromaticos en
marzo que presentaba una temperatura ambiental de 14-15°C y julio que presentd una
temperatura de 28-30°C. Ademas, el 20 % de la poblacién evaluada fue expuesto a una
concentracion por encima del valor limite de 960 mg/ms propuesta por la Conferencia
americana de Higienistas Gubernamentales Industriales (ACGIH).

Bukvic et al., (1998), realizaron un estudio utilizando ICH y MN. Fueron escogidos 22
hombres con exposicion baja media (229 mg/m3 = 0.72 ppm) al benceno y 19 hombres de
control para ICH, 21 expuesto, 19 controles para la prueba de MN. El grupo expuesto fue
escogido de 10 gasolineras diferentes en o cerca de la ciudad (Bari/South lItalia). El
resultado no mostré ninguna significancia para la prueba de ICH. La frecuencia de MN
aumento en relacion con el tiempo del empleo.

Carere et al (1998), aplicaron métodos moleculares citogenéticos para investigar el efecto
de la exposicion ocupacional a las concentraciones bajas de benceno y combustibles de
petréleo sobre la estabilidad genomica. Para este estudio seleccionaron 12 hombres de
estaciones de gasolina (la exposicion de benceno media de 0.32 mg/m3) y 12 controles. La
incidencia de hiperploidia y poliploidia en linfocitos de sangre periférica fue evaluada por
hibridacion in situ de las células en interfase. La incidencia de la pérdida de cromosomas
fue determinada en células blogueadas en citocinesis utilizando la prueba de micronucleos.
Los resultados obtenidos no mostraron ningdn aumento relacionado con la formacién de
micronucleos o hiperploidia.

En 1999, Lemasters et al. Realizaron una investigacion con objetivo doble. EI primero
debia determinar el medio dptimo para medir la dosis interna de solventes y que se
pudieran comparar en sangre, orina y el aliento. El segundo debia determinar si
exposiciones bajas eran asociadas con cambios genotoxicos, después de una exposicion a
corto plazo de quince o treinta semanas. Para lograr el primer objetivo se realiz6 un estudio
piloto, con ocho voluntarios que trabajaron en el mantenimiento de aviones; en segundo
objetivo se escogieron 58 trabajadores del mantenimiento de aviones, fueron supervisados
antes de la exposicion y mas de 30 semanas para determinar si habia cambios genotdxicos,



como consecuencia de la exposicion a solvente y/o de combustible esto fue evaluado
mediante ICH y (MN). Los resultados muestran un aumento pequefio pero
estadisticamente significativo de la frecuencia de ICH después de 30 semanas de
exposicion. La frecuencia de MN en los trabajadores al principio mostré un aumento
significativo antes de 15 semanas, pero antes de 30 semanas se habia disminuido.

Maranelli et al., (2000), Las regulaciones europeas clasifican la gasolina como un agente
"carcinogénico debido a que esta contiene benceno (> 0.1%). Por consiguiente la
prevencién y promocion hacia los vendedores de servicio prescriben, la eliminacion del
agente o la reduccion de la exposicion. Los niveles de exposicion en las estaciones de
servicio, pueden ser influenciadas por una variedad de factores, diferentes al benceno,
razon por la cual el biomonitoreo biologico puede ser una ventaja frente al monitoreo
ambiental. Datos Toxicologicos y epidemioldgicos, sugieren hacer un programa de
vigilancia epidemioldgica para la poblacion activa, supervisando con examenes clinicos,
integrado con pruebas hematoldgicas y con pruebas de biomonitoreo bioldgico, estas
deben llevarse a cabo en aspirantes al empleo y repetirse anualmente.

Jo y Song (2001), encuentra que las personas que trabajan cerca de fuente(s) de compuestos
volatiles organicos, como en automdviles, emisiones de vapor de gasolina, son sospechosos
de estar expuestos a niveles elevados de compuestos volatiles organicos durante su tiempo
de trabajo. Este estudio confirm¢ esta sospecha, fueron evaluados policias de transito,
personas que trabajaban en parqueaderos, vendedores de combustibles, tenderos del borde
de la carretera y tenderos subterraneos, midiendo diferentes concentraciones de compuestos
volatiles organicos; en el aire, en lugar de trabajo, el aire personal y muestras de aliento.
Las concentraciones de aliento de post-trabajo de los trabajadores eran ligeramente o
considerablemente mas altas que las concentraciones de aliento de pre-trabajo, dependiendo
(segun) el compuesto y la ocupacion. Ademas, ambos el pre y las concentraciones de
aliento de post-trabajo de los trabajadores mostraron niveles elevados comparados con un
grupo de control de estudiantes de colegio.

En el afio de 2001 el Instituto americano de petrdleo (The American Petroleum Institute)
envio a la US EPA un reporte donde realizaron varios estudios entre ellos genotdxicos in
Vitro e in Vivo para los componentes de la gasolina (parafinas, oleofinas, naftalenos y
aromaticos). Los estudios in vitro se realizaron con y sin activacion metabolica. Los
resultados arrojaron que solo los compuestos arométicos con activacion metabdlica
muestran efectos mutagénicos positivos y los in vivo se realizaron en roedores para los
mismos compuestos, pero en ninguno de ellos reveld efecto alguno.



Marcon et al (2002), realizaron un estudio para evaluar los efectos genotoxicos de la
exposicion a combustibles derivados del petrdleo y a niveles bajos de benceno, en linfocitos
de sangre periférica, en 12 vendedores de combustibles. La técnica utilizada fue FISH; se
marcaron las regiones contiguas 1cen-1q12 del cromosoma 1 permitiendo la deteccion
simultanea de hiperploidia y quiebres en células en interfase y metafase. Las células en
interfase mostraron diferencia significativa (P<0.001) en linfocitos estimulados (9.9 £ 3.3y
6.5 £ 1.5 por 1000 en expuestos y controles respectivamente). Menos incidencia de
quiebres fue detectada en células metafasicas (0.3 = 0.8 vs 0.7 = 1.0 por 1000
respectivamente). El analisis de células post-mitéticas bloqueadas en citocinesis mostraron
una incidencia significativamente alta de ndcleos con desplazamiento de sefiales
fluorescentes (7.2 £+ 24 y 56 = 1.7 por 1000 respectivamente). Sugiriendo que la
condensacion de la cromatina, mas que una alteracion de la integridad de la cadena de
ADN, guia a una separacion de sefial en nucleos en interfase. Aungue el mecanismo que
guia a la separacion de satélites o y clasicos en ndcleos en interfase no han sido elucidados,
la asociacion significativa entre resultados citogenéticos y la intensidad de exposicién a el
benceno sugieren que el desplazamiento de sefial de 1cen-1g12 puede ser un marcador de
exposicion quimica.

Jia et al 2002. Estudiaron los efectos adversos que podia causar la gasolina en la piel, en un
grupo de 52 trabajadores expuestos y 52 controles. Se obtuvieron muestras de ceramida,
acido graso y colesterol porque los lipidos juegan un papel predominante en el manteniendo
de la funcion fisiolégica de la piel, estos fueron coleccionados de las manos de los
individuos y analizados por cromatografia de capa fina de alta resolucion. Los resultados
mostraron que los trabajadores expuestos presentan mayor hiperqueratosis, resequedad y
dermatitis que el grupo control, esto indica que la prolongada exposicion a la gasolina o el
contacto repetido puede causar fisuras en la piel y dafios en las ufias.

Muzyka et al., 2002. Trabajadores que distribuyen diesel estan intensivamente expuestos a
los vapores de este combustible. El diesel presenta la principal fuente de polucion
atmosférica por contener benceno. Los niveles de benceno son usados para evaluar la
exposicion al combustible diesel. El benceno causa alteraciones en el metabolismo de la
porfirina y algunas de estas alteraciones pueden llevar a la generacion de tumores. Un
estudio realizado en un grupo de 20 trabajadores expuestos al combustible diesel y 20
personas no expuestas fueron examinadas mediante espectrofotometria en linfocitos,
encontrando los niveles de acido 5-aminolebulinico y protoporfirina mas altos en el grupo
expuesto que el grupo control.

Leopardi et al. 2003. La prueba de micronucleos utilizando Citocalacina-B en linfocitos de
sangre periférico, fue usada para evaluar los efectos genéticos de la exposicion ocupacional



en policias de trafico en Roma. El grupo de estudio consistio en 134 policias y 58 controles.
Los grupos fueron apareados por edad, género y habitos de fumar. EI promedio de
exposicion al benceno durante su turno de trabajo fue de 9.5 y 3.8 pg/m? en los individuos
expuestos y controles, respectivamente. EI nimero de microndcleos fue registrado en 1000
células binucleadas. El andlisis de regresion lineal mostré que la frecuencia de MN era
principalmente modulada por la edad (P = 0.001) y el género (P = 0.001) de los individuos
del estudio, (relativamente superior en el anciano y mujeres), sin embargo esto no fue
afectado por la exposicion ocupacional a la polucion atmosférica y habitos de fumar.

Ayla Celik, et al (2003), estudiaron los efectos de la exposicion ocupacional al petroleo y
sus derivados como el benceno, en células bucales exfoliadas de 50 asistentes de gasolinera
y 50 controles, emparejado por sexo, edad y habitos. Fueron examinados mediante la
prueba de MN. La exposicion de benceno fue averiguada midiendo niveles de fenol
urinarios. El nivel de fenol urinario de trabajadores de la estacion fue considerablemente
mas alto que el del grupo control (P <0.05). EIl andlisis de células bucales revel6 que la
frecuencia de MN en trabajadores de gasolinera eran considerablemente mas altos que en el
control (P <0.01). Esto indica que los trabajadores de gasolinera estan en un riesgo de dafio
citogenético significativo.

Ayla Celik y Etem (2003), los derivados del petroleo constituyen una mezcla compleja de
quimicos los cuales son conocidos como genotdxicos, ejemplo el benceno. La exposicion
ocupacional cronica a estos derivados pueden ser considerados como riesgos genotoxicos.
En este estudio se empleo la prueba de ICH y AC y fue evaluada en linfocitos de sangre
periférica de 30 trabajadores expuestos a combustibles (15 fumadores y 15 no fumadores) y
en 30 controles (15 fumadores y 15 no fumadores). Se encontro una diferencia significativa
entre la exposicion y los ICH y AC. No se encontr6 diferencia significativa entre fumar e
incremento de ICH y AC.

Periago y Prado, 2005, Durante el tanqueo, las personas pueden estar facilmente expuestas
a niveles sumamente altos de vapores de gasolina durante un tiempo corto, aunque tal
exposicion toma mas importancia en el caso de los vendedores de combustibles. La
cantidad de gasolina vendida en las operaciones de tanqueo y la temperatura ambiental
puede aumentar significativamente los niveles de vapores ambientales de benceno, tolueno
y xyleno (BTXs) y subsecuentemente, el riesgo ocupacional de vendedores de
combustibles. Esto es especialmente importante para el caso del benceno, el componente
mas importante de los vapores de gasolina. En este estudio, se analizaron las diferencias
encontradas entre los niveles de concentracion aérea de BTXs entre 2000 y 2003, este se
realizd en dos fases. La primera fase se llevo a cabo en el 2000, después de la aplicacion de
la nueva regulacion legal que limita la concentracion del benceno en la gasolina. En un
grupo de 28 trabajadores expuestos ocupacionalmente, con una temperatura ambiente de 30



a 31°C. La segunda fase, se seleccionaron 19 individuos expuestos, las muestras se tomaron
en julio del 2003, uno de los meses més calurosos, con una temperatura de 35-36°C. Los
resultados se compararon con un estudio realizado en 1995, con similares temperaturas
ambientales. Una relacion significante entre la cantidad de gasolina vendida y la
concentracion ambiental de hidrocarburos aromaticos, fue encontrada para cada trabajador
muestreado en los tres afios. Ademas, se observé una disminucion significante en los
niveles ambientales de BTXs después de enero del 2000, sobre todo en el caso del benceno,
con una concentracion promedio para las 8 horas de 736 pug/m? con un rango (272-1603) en
1995, 241pg/m? con un rango( 115-453) en 2000 y 163ug/m? rango (36-564) en 2003.



6. MARCO TEORICO

6.1 ¢QUE SON LOS COMBUSTIBLES?

Los combustibles vienen del petréleo ordinario y son refinados, estos son mezclas de
alifaticos, hidrocarburos aromaticos como (benceno y compuestos similares a él),
hidrocarburos de petroleo y pequefias cantidades de nitrégeno, azufre, y otros elementos
como aditivos. La composicion quimica; el porcentaje exacto de cada componente de cada
uno de los combustibles puede variar algo, dependiendo de la fuente y de otros factores.
Los combustibles son distinguidos el uno al otro principalmente por sus gamas de punto de
ebullicidn, aditivos quimicos, y empleos, son usados en muchos tipos de motores, lamparas,
calentadores, hornos, estufas, y como solventes. (ATSDR, 1995)

6.2 COMBUSTIBLES DEL PETROLEO

El petroleo es uno de los combustibles més usados en la actualidad. Sin embargo, para su
formacion requirio millones de afios. Hace 6.000 afios los asirios y babilonios lo usaban
para pegar ladrillos y piedras; los egipcios, para engrasar pieles; y tribus precolombinas de
México pintaron esculturas con él. En 1859 Edwin L. Drake perfor6 el primer pozo de
petréleo, cerca de Titusville, en Pensilvania, quedandose ésta como la fecha del
"descubrimiento” del petréleo.

El petrdleo es un recurso natural no renovable, y actualmente también la principal fuente de
energia, es un compuesto de origen organico, mas denso que el agua y de un olor fuerte y
caracteristico. La composicion media del petroleo seria  85%C, 12%H y 3% S+O+N,
ademaés de varios elementos metalicos. La composicion de los crudos varia dependiendo
del lugar donde se han formado. Las diferencias entre unos y otros se deben, a las distintas
proporciones de las diferentes fracciones de hidrocarburos, y a la variacion en la
concentracion de azufre, nitrébgeno y metales. Su probable origen estd en las
acumulaciones enormes de pequerios seres vegetales microscépicos llamados diatomeas.
Estos animales tienen en su interior una gota de lipidos que las bacterias descompondran,
junto a sus proteinas y glacidos. Al llevarse a cabo este proceso en las especiales
condiciones (alta presion) durante millones de afios, la descomposicion avanza en una
forma tremendamente lenta y paciente hasta conseguir una sustancia negra y oleosa: el
petréleo. Se extrae de la superficie terrestre y después es almacenado en grandes depdsitos
y enviado mediante oleoductos (via terrestre) o por los grandes barcos petroliferos (via
maritima) hasta los depdsitos de almacenamiento de las refinerias. En numerosas ocasiones
se utiliza la palabra crudo, para denominar al petroleo sin refinar. En las refinerias el crudo
pasa a convertirse en un derivado del petréleo. El proceso de refinado pretende: separar el
crudo en fracciones diferentes mediante destilacion fraccionada o fraccionamiento del
crudo, convertir las fracciones que tienen una menor demanda en el mercado en otras de



mayor demanda. Esto se realiza gracias a la técnica de ruptura térmica o catalitica
(craqueo).

6.3 COMBUSTIBLES DISTRIBUIDOS EN ESTACIONES DE SERVICIO DE LA
CIUDAD DE POPAYAN

Figura 1. Estacion de servicio de la ciudad de Popayan

Encontramos la gasolina corriente y extra, el diesel corriente (ACPM) y diesel Premium.
En nuestro estudio nos interesa conocer un poco mas sobre ellos, porque son los
combustibles a los cuales la poblacion objeto de estudio esta expuesta constantemente.

6.3.1 La gasolina. Es una mezcla compleja donde puede haber de 200 a 300 hidrocarburos
distintos, formada por fracciones de combustibles provenientes de diferentes procesos de la
refinacion del petroleo, tales como destilacion atmosférica, ruptura catalitica, ruptura
térmica, alquilacion, reformado catalitico, polimerizacion, y otros.

La gasolina contiene mas de 150 productos quimicos, su mezcla alcanos de cuatro a doce
carbonos, parafinas, isoparafinas, naftalenos y compuestos aromaticos (principalmente el
benceno, tolueno, etilbenceno, y xileno). A partir de 1992 el plomo fue eliminado de la
gasolina. La composicion de la gasolina es indicada en porcentajes de los componentes:
11.4% n-parafinas, 46.5% isoparafinas, 4.7% cicloparafinas, 9.0% mono-olefinas, 28.4%
aromatico (Domask, 1984). El instituto americano de petréleo en un estudio dirigido por el
MacFarly, et al., (1984) utiliz6 la misma composicion usado por Domask (1984), pero el
benceno de esta mezcla se especificd como 1.69%. La mas reciente mezcla de gasolina,
contiene un porcentaje mayor de aromatico (33.2%) y olefinas (12.5%) y un mas bajo



porcentaje de hidrocarburos saturados (Styeven y Goldsworthy, 1993). Hay que tener en
cuenta que la manera como se manufactura la gasolina determina las sustancias quimicas y
el porcentaje de esta. La composicion efectiva varia con la fuente del petrdleo crudo, el
fabricante y la época del afio. La gasolina presenta una densidad comprendida entre 0,70 y
0,78 Kag./litro; y un punto de ebullicién entre 40°C - 180°C (Mehlman, 1990), y su
combustion produce monoxido de carbono (CO), hidrocarburos (HC), éxidos de nitrogenos
(NOx), y otros componentes toxicos como el benceno. La combustion de gasolina sin
postratamiento del gas de escape lleva a mayores emisiones de hidrocarburos (incluyendo
el benceno) y mayor cantidad de monoxido de carbono

La gasolina presenta una mezcla de heptano (detonante) e isooctano (antidetonante), cuya
proporcién de éste ultimo indica el indice de octano, o indice de resistencia a la detonacion,
necesario para los motores de gasolina. Para reforzar el caricter antidetonante de las
gasolinas se empleaba el compuesto quimico tetraetilo de plomo; este era casi totalmente
emitido en el gas de escape y debido a su alta toxicidad en los humanos, generaba dafios en
el sistema nervioso durante el proceso embrionario. Actualmente la gasolina se fabrica sin
este componente, para sustituirlo se emplea compuestos quimicos bencénicos, de ciclo
cerrado, con gran poder antidetonante, como el metil t-butil éter, que no contiene plomo.
(ATSDR, 1995)

La mezcla final de la gasolina corriente tiene un indice de Octano de 81 como minimo y la
gasolina extra tiene un indice de 87 como minimo. El indice Octano es una medida de la
capacidad antidetonante de la gasolina y la principal caracteristica que identifica el
comportamiento en la combustion dentro del motor. Mayor Octanaje indica mejor calidad.
Antes de ser distribuida a las estaciones de servicio, se le adicionan aditivos detergentes
dispersantes con el fin de prevenir la formacién de depositos en todo el sistema de admisién
de combustible (carburadores, inyectores de combustible, lumbreras o puertos de entrada y
asientos de las valvulas de admision de los motores).

La gasolina es comunmente usado en vehiculos carreteros, estufas, motosierras y guarafas.
Se clasifica como un liquido inflamable clase 1A de acuerdo con la Norma 321 de la NFPA
( National Fire Protection Association), por lo cual debe tenerse especial cuidado cuando se
disefien plantas de almacenamiento, estaciones de servicio, o cualquier otra instalacion para
su manejo y deben aplicarse las normas NFPA para la proteccion contra el incendio, las
Normas APl (American Petroleum Institute) y las reglamentaciones expedidas por las
autoridades gubernamentales de control tanto nacional como regional y local. Este
producto es volatil, genera vapores desde una temperatura de -43°C, los cuales al mezclarse
en proporciones de 1.1 a 7.6% en volumen producen mezclas inflamables y explosivas.
(http://www.ecopetrol.com.co/especiales/catalogo/gasolina_corriente.htm).



Por ningun motivo se debe almacenar gasolina en la casa, apartamento o en cualquier
recinto cerrado. EIl combustible se evapora continuamente y, ademéas de generar una
atmosfera de vapores toxicos, puede causar un incendio o una explosion. Y al ser
altamente volatil, permite que nos expongamos muy facilmente, pues la ruta de exposicion
mas comun es la via respiratoria, cuando respiramos los vapores en las estaciones de
servicio, cuando vamos a llenar el tanque de los automoviles, pero estan mayormente
expuestos las personas que suministran los combustibles (vendedores de servicios), ellos
inhalan el combustible permanentemente mientras trabajan y en muchas ocasiones también
estan expuesto por via dérmica. Debe evitarse el contacto con la piel y la inhalacién de
vapores debido a que estos son toxicos y en concentraciones altas pueden causar mareos,
pérdida del conocimiento y, en casos extremos, hasta la muerte.
(http://www.ecopetrol.com.co/especiales/catalogo/gasolina_corriente.htm).

Son muchos los efectos toxicos que se han vistos después de la exposicion a la gasolina.
Inhalar o beber grandes cantidades. Los niveles de gasolina que mata a las personas son
aproximadamente 10,000-20,000 ppm cuando se respira y aproximadamente 12 onzas
cuando se bebe. Las concentraciones altas de gasolina irritan los pulmones, al estbmago y
la piel. Respirando altos niveles de gasolina en periodos cortos de tiempo o beber grandes
cantidades también pueden causar efectos dafiinos en el sistema nervioso. Los efectos del
sistema nervioso menos serios incluyen vértigo y dolores de cabeza, mientras los efectos
mas serios incluyen coma y la incapacidad para respirar. Algunos animales del laboratorio
que respiraron concentraciones altas de vapores de gasolina sin plomo continuamente por 2
afios desarrollaron tumores en el higado y en el rifion (MacFarly et al., 1984). No hay
ninguna evidencia sin embargo, de que la exposicién a la gasolina causa cancer en los
humanos. Algunos informes de inhalacion accidental o intencional de vapores de gasolina
que producen la muerte se han publicado (Boeckx, et al., 1977; Poklis, 1976). Los motores
de gasolina son la causa principal de los contaminantes toxicos para el aire tales como la
bencina y el butadieno, los cuales son conocidos causantes de cancer en los humanos, y del
formaldehido y de la creolina, conocidos como irritantes del sistema respiratorio.
(http://www.nrdc.org/greengate/espanol/air/dieself.asp).

6.3.2 El diesel. O aceite combustible para motores (ACPM), es un destilado medio
obtenido de la destilacion atmosférica del petréleo crudo. Contiene una mezcla compleja
de hidrocarburos, compuesto principalmente de parafinas y aromaticos, con un contenido
de oleofina que alcanza solamente a un pequefio porcentaje por volumen. Su calidad de
ignicion se caracteriza por el indice de Cetano o el Ndmero de Cetano. EIl primero es
calculado a partir de algunas propiedades de destilacion y debe ser de 45 como minimo; el
segundo resulta mas preciso porque es medido en un motor bajo unas condiciones estandar.
El diesel es liquido claro de aspecto tornasolado, su punto de inflamacion es >55° (133°f)
y su punto de ebullicion es de 390°C. Se clasifica como un liquido inflamable clase 11 de



acuerdo con la Norma 321 de la NFPA (National Fire Protection Association).
(http://www.ecopetrol.com.co/especiales/catalogo/diesel_corriente.htm).

Los contaminantes mas importantes que se deben controlar en los motores diesel son el
material particulado, didxido de nitrogeno, monoxido de carbono, Oxidos de sulfuro,
aldehidos y humo. EI diesel es el segundo combustible mas utilizado para transporte
comun, usado principalmente en vehiculos rapidos y es la fuente de poder preferida debido
a la eficacia del combustible en los artefactos (aproximadamente 25 por ciento mas eficaz
que los artefactos de gasolina) y su durabilidad es muy alta.

Las emisiones del diesel causan una mayor contaminacion y tienen peores efectos en la
salud que la gasolina. El diesel es considerado por la EPA como un posible carcindgeno
para los humanos, también se sabe que las emisiones de diesel estan asociadas con el asma.
Las pequefias particulas de los motores diesel son también muy peligrosas, virtualmente
todas ellas son mas pequefias que un micrén. (Hay 25,400 micrones en una pulgada el
punto (.) al final de esta frase, tiene cientos de micrones a lo ancho. (Estas diminutas
particulas pueden evadir las defensas del sistema respiratorio y depositarse en los
pulmones. (En general, particulas de menos de 10 micrones en didmetro presentan este
problema.) Ellas pueden causar efectos a corto plazo, como dificultad en respirar, tos, asi
como problemas cronicos respiratorios. Estas particulas respirables son especialmente
peligrosas para los ancianos y aquellas personas con problemas respiratorios y
enfermedades cardiovasculares. Las emisiones de diesel causan cancer del pulmon, y
pueden también causar cancer de la vejiga. De acuerdo a los estudios del California Air
Resources Board, el estar expuesto durante toda la vida a la contaminacion del diesel puede
significar una muerte prematura de cancer para mas de 14,000 californianos. Estudios
hechos en el sur de California indicaron que el 70 por ciento del riesgo estimado de
contraer cancer durante la vida a causa de la contaminacion del aire se atribuye a las
emisiones de diesel. Los efectos de las emisiones diesel causan mas dafios en la salud de
los nifios por ser especialmente vulnerables al aire contaminado. Sus pulmones, todavia en
desarrollo, son muy sensibles y respiran mas aire que los adultos (y por lo mismo mas
contaminacion) con relacion a su tamafio.
(http://lwww.nrdc.org/greengate/espanol/air/dieself.asp)

6.3 3 Evaporacion de los Combustibles en las Estaciones de Servicio. Durante el cargue
se evaporan 0.2% de combustible y en el tanque principal donde es tomado el combustible
se evapora 0.25%. Durante el descargue se evapora 0.07% en el camion cisterna y 0.06%
al ser pasado el combustible al tanque principal de la estacion de servicio. Para un total de
0.58% de evaporacion de combustibles en las estaciones de servicio. (Federacion Nacional
De Distribuidores De Derivados Del Petroleo, 2002)


http://www.ecopetrol.com.co/especiales/catalogo/diesel_corriente.htm

6.3.4 Marcador para productos del petréleo. A partir del 2002 a los combustibles
derivados del petroleo se les realiza un proceso de marcaje, esto con el fin de poder detectar
combustibles ilicitos que lleguen a las estaciones de servicio. La composicion quimica del
marcador es: Hidrocarburos arométicos pesados 60%, O-sec-butylfenol 15% y activos 25%.
Esta formulacion no fue corrosiva a la piel en pruebas con conejos. Los hidrocarburos
aromaticos: irritan la piel, los ojos y el tracto respiratorio; DL50 oral en ratas: >5,000
mg/kg, DL50 dermal en conejos: >2,000 mg/kg, irritacion en los 0jos en conejos:
12.3/110, irritacion en la piel de conejos: 1.8/8. 0-sec-Butylfenol: es corrosivo, causa
quemaduras en la piel y en los ojos, DL50 oral en ratas: >2,700 mg/kg. Y el naftaleno
puede causar dafios en higado y rifion, DL50 oral en ratas: >490 mg/kg y el DL50 dermal
en conejos: >2,500 mg/kg. (Federacion Nacional De Distribuidores De Derivados Del
Petréleo, 2002)

6.4 NORMAS DE BIOSEGURIDAD EN SURTIDORES DE COMBUSTIBLE EN
ESTACIONES DE SERVICIO

A pesar de que existe un manual con normas de bioseguridad, los trabajadores no las tienen
en cuenta. Dentro de estos manuales de operaciones de las estaciones de servicio se
encuentran los siguientes puntos y dispositivos de seguridad, los cuales deben ser
cumplidos por los trabajadores. Segln (Manuales Mobil, Esso, Texaco y Terpel, 2000),
estos dispositivos tienen un fin de ahorrar dinero en los seguros, gastos medicos y evitar
accidentes tragicos.

6.4.1 Procedimientos para tener el menor contacto con los combustibles

Usar zapatos antideslizantes con suelas sintéticas, y que no se expongan los dedos de los
pies.

Protegerse los 0jos con gafas o0 méascaras de seguridad

Quitarse cualquier prenda de vestir que se contamine de combustible o productos quimicos,
y lavarse bien la piel.

Lavarse a menudo las manos y los brazos con agua y jabén para eliminar la tierra y la
grasa.

Tener cuidado de no tocarse la cara ni los ojos.

Usar guantes de nitrilo para sondear tanques, limpiar los bafios, drenar aceite o manejar
cualquier producto quimico o residuo peligroso.

6.5 PRUEBAS CITOGENETICAS

El DNA es una macromolécula altamente reactiva, por tener grupos nucleofilicos, y es el
blanco de muchos agentes portadores de atomos electrofilicos; en consecuencia, muchos
agentes fisicos y quimicos son la mejor causa de alteracion del material genético en células
eucaridtas, por lo que muchos dafios pueden ser dados por radiaciones ionizantes o
quimicos carcinogénicos. (Evans, 1977). Pero gracias a que en las células de todos los



organismos existen sistemas de reparacion a cargo de enzimas especificas y muy eficientes
algunos dafios (lesion primaria) pueden ser reparados, pero debido a la accion de agentes
toxicos del medio, los sistemas de reparacion pueden ser alterados y el ADN se vuelve mas
susceptible a una mayor frecuencia de lesiones las cuales pueden ser no reparadas o mal
reparadas. Esto puede expresarse en mutaciones irreversibles que pueden ser manifestadas
en problemas de salud, ejemplo el cancer.

Las pruebas citogenéticas se usan en células somaticas de animales o en cultivo y de
humanos principalmente en linfocitos de sangre periférica y son una de las mas aceptadas
para evaluar efectos genotoxicos por exposicion a agentes mutagénicos, carcinogénicos y
teratogénicos, potencialmente conocidos. Las pruebas citogenéticas mas frecuentemente
empleadas para la evaluacion de los efectos genotdxicos han sido la prueba de Alteraciones
cromosomicas (AC); intercambio de crométidas hermanas (ICH), y microndcleos (MN)
(Hoyos, 1998). Las pruebas cortas (In vitro e in vivo) y el monitoreo de personas
ocupacionalmente expuestas son necesarios para estudiar sustancias en el ambiente que
puedan ser mutagénicas o potencialmente cancerigenas antes de que se presente el cancer,
defectos de nacimiento u otros problemas en humanos (Hoyos, 1998).

6.6 LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA: CELULAS CENTINELAS

Los linfocitos T de sangre periférica total, son células muy dtiles por su facil obtencion,
cultivadas por métodos bien estandarizados, y valiosas e ideales para realizar estudios de
exposicién a agentes genotoxicos, ademas porque estas células circulan a través de todo el
cuerpo en consecuencia son centinelas de lo que puede estar sucediendo en todo el
organismo. Los linfocitos tienen una vida media de aproximadamente 4 meses, con una
duracion del ciclo celular de 24 horas, se encuentran en estado no proliferativo lo cual
agregamos fitohemaglutinina al cultivo para estimular los linfocitos a que sufran division
celular. En el caso de las lesiones primarias inducidas por un agente genotoxico, la célula
debe pasar por la etapa de sintesis (fase S), para que la lesién sea expresada como una
mutacion irreversible. Solo las lesiones primarias que permanecen sin ser reparadas pueden
ser expresadas como alteraciones cromosdmicas en metafase y microndcleos en interfase y
pueden ser registradas en el microscopio. (Au, 1991).

6.7 PRUEBA DE MICRONUCLEOS (MN)

Los micronucleos se originan de fragmentos cromosomicos acentricos, cromosomas
guebrados o cromosomas enteros que no son incorporados dentro del nacleo de la célula
hija durante la divisién mitética (Fenech, 2.000). En la telofase, una envoltura nuclear se
forma alrededor del cromosoma o fragmento perdido y asume la morfologia de un nicleo
en interfase mas pequefio que el ndcleo principal. Por su morfologia, los microndcleos son
facilmente detectados al microscopio ya que son pequefios, de forma redonda a ovalada,



compuestos de cromatina, fisicamente difieren del nucleo principal haciendo facil su
registro en células interfasicas.

Figura 2. Origen de los Micronucleos

CELULA BINUCLEADA CON DOS MICRONUCLEOS

Micronucleos

CROMOSOMA TOTAL
FRAGMENTO ACENTRICO

Fuente: Reformado de the In Vitro micronucleus tecnique; Fenech, 2000

Una de las grandes ventajas de la prueba de micronlcleos es que es una técnica muy
sensible, sencilla, de bajo costo, de facil manejo y estadisticamente es mas precisa que las
alteraciones cromosomicas e intercambio de cromatidas hermanas porque en la prueba de
micronucleos se contabiliza un niamero mayor de células (miles), mientras en las otras
pruebas son unas (cientas). En los microndcleos se pueden observar translocaciones de
cromosomas, pero las translocaciones asimétricas como cromosomas dicéntricos y sus
fragmentos acéntricos se asocian formando un puente nucleopldsmico. La frecuencia
promedio de micronucleos en una persona normal es de 4.4 + 2.6 MN en 500 células
bloqueadas en citocinesis. EI nimero de células binucleadas varia entre los individuos de 5-
50% (Fenech y Morley, 1985). Ocasionalmente pueden originarse células trinucleadas o
tetranucleadas, pero las células que se registran son las que han pasado por una sola
division, porque en un segundo ciclo existe la probabilidad de que el dafio sea reparado.

Esta técnica ha tenido tanta relevancia que alrededor de ella se ha constituido el proyecto
internacional de Micronucleo Humano (HUMN), este proyecto involucra actualmente a
mas de 30 laboratorios. Los objetivos de este proyecto son: comparar los resultados
obtenidos en las frecuencias MN de los laboratorios, establecer los valores normales de la



frecuencia de MN en la poblacion, detectar las variables que afectan la prueba, establecer
criterios de restriccion para los laboratorios, comparar y establecer un protocolo estandar
que determine la reproducibilidad de la prueba, hacer un estudio prospectivo y determinar
la asociacion de la frecuencia MN con el envejecimiento y riesgo de cancer.

6.7.1 La prueba de micronucleos convencional. Fue desarrollada independientemente
por Schmid (1975) y por Heddle (1973) en células de medula dsea, en eritrocitos de sangre
periférica, y se usan ampliamente para detectar agentes mutagenos o carcindgenos los
cuales pueden inducir quiebres o rupturas en los cromosomas o alterar el aparato del huso
mitotico. El registro de micronucleos se hace luego de que ocurra una sola division celular.
El método de Micronucleos Convencional, el cual examina células mononucleadas, ha sido
cuestionado porgue no permite distinguir las células que se han dividido de las que no lo
han hecho en el total de la poblacion de linfocitos; por ello para obviar este problema
cinético, se desarrollaron técnicas para conteo de microndcleos en células que se han
dividido una sola vez, como son: La Técnica de Autorradiografia, en la cual se les da a las
células un pulso de timidina tritiada que es un marcador. Los microndcleos apareceran
cuando al tiempo del pulso, las células que estaban en etapa S del ciclo celular, progresaron
a traves de las etapas G2+M. Tomando muestras periddicas y aplicando autorradiografia, es
posible contar con micronucleos en células que han sufrido solo una division. Sin embargo,
este método tiene la desventaja que la timidina por si misma induce a micronudcleos debido
probablemente a la radiacién emitida por el decaimiento del tritio. La Técnica de Marcaje
con Bromodeoxiuridina (Pincu, et al, 1984), permitié que las células incorporen esta
sustancia analoga de la timidina del DNA vy luego analizando las células por tincion
diferencial lo cual permitia ver las que estaban en un primer ciclo de division. Sin embargo,
este método también tenia la desventaja de que la bromodeoxiuridina puede por si misma
producir alteraciones cromosomicas evidenciadas (Mazrimas y Stetka, 1978).

6.7.2 Prueba de Micronucleos con Citocalasina-B. Fue desarrollada por Fenech y
Morley en 1985, quienes utilizaron citocalasina-B para obtener células binucleadas y de
esta manera poder registrar microndcleos en células que solo han experimentado un primer
ciclo de division celular. La citocalasina B es una sustancia que inhibe la polimerizacion de
la actina requerida para que se formen microfilamentos que constrifien el citoplasma entre
los nucleos de las células hijas, bloqueando la citocinesis o division citoplasmatica de la
célula, generando células binucleadas La citocalasina B por si sola no induce micronucleos.
(Fenech y Morley, 1985). La prueba de microndcleos con citocalasina-B es el método
actualmente mas usado para medir la frecuencia de microndcleos en linfocitos humanos, los
métodos para desarrollar esta técnica han sido recientemente descriptos, (Fenech, 2000;
Fenech et al., 2003). Esta prueba es aplicada en monitoreo de poblaciones para estudiar el
efecto de los dafios en el ADN en la exposicion in vivo, para ver efectos genotoxicos de
nuevos quimicos y en poblaciones que han estado expuestas a bajas dosis de radiaciones



gamma, organoclorados, enfermeras (oxido nitroso, anticancerigenos), fumadores e
individuos con enfermedades crénicas, (Fenech et al.,1999).

6.7.3 Significancia biologica de los micronucleos. El estudio de dafios al DNA a nivel
cromosomico, es una parte importante de la Toxicologia Genética porque las mutaciones en
el ADN constituyen un evento inicial en el proceso de carcinogénesis (Fenech, 2000). La
prueba de microndcleos puede ser utilizada para ver tanto efectos clastogénicos como
aneugénicos (Norppal y M.Falck, 2003). La presencia de micronucleos puede tomarse
como un indicador de la existencia previa de alteraciones cromosémicas, porque estos
contienen piezas quebradas de cromosomas. Los defectos producidos en los cromosomas
pueden conducir a largo plazo al desarrollo de enfermedades como el céncer, defectos de
nacimientos y otras enfermedades genéticas (Au, 1991). Las anomalias cromosomicas han
sido asociadas a diversos tipos de cancer como leucemia, retinoblastoma, entre otros. Una
frecuencia alta de micronucleos es observada en células de pacientes con enfermedades
congénitas como el sindrome de bloom, ataxia telangiectasia (Duffaud et al., 1997). Asi
mismo los fumadores regulares de cigarrillo tienen una elevada frecuencia de micronucleos
en comparacién con los no fumadores (Hosted et al, 1983), al comparar la frecuencia de
micronucleos en pacientes con cancer con pacientes sanos, encontraron un 20% para el
grupo con cancer y un 9.7% para el grupo control (Duffaud, et al, 1997).



7. METODOLOGIA

7.1 TIPO DE ESTUDIO
Se realizé un monitoreo genético; tipo cross-sectional. Se emple6 un biomarcador de
efecto, la prueba de microntcleos MN.

7.2 POBLACION OBJETO DE ESTUDIO
El estudio se realizé en los vendedores de servicio de combustibles en la ciudad de
Popayan.

Figura 3. Vendedores de Servicio
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7.3 MOTIVACION E INDUCCION AL ESTUDIO

Se hiz6 una presentacién del estudio a los duefios de las estaciones de servicio
mostrandoles los objetivos, metodologia y plan de actividades. Una vez valorado el estudio
por los duefios, se presentd el proyecto a la poblacién total objeto de estudio, para que en
forma voluntaria se decidieran y motivaran a participar en el estudio.

7.4 SELECCION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

Una vez informados y motivados a participar en el estudio, se les realizé una encuesta corta
con el fin de aplicar los criterios de inclusion y exclusion, el primer criterio de inclusion era
que llevaran cinco o0 mas afios trabajando en las estaciones de servicio y el de exclusién que
fueran fumadores.



Después de realizar la encuesta corta y hacer una preseleccion de la poblacion se les hizé
una encuesta mas completa, para hacer la seleccion del grupo con el fin de conocer un poco
mas sobre sus actividades rutinarias, estilo de vida y obtener sus datos personales (edad,
direccion de su residencia, teléfono etc.) y terminar de aplicar los criterios de inclusion y
exclusion. Los criterios de inclusién eran: aceptacion voluntaria a participar en el estudio,
que fueran trabajadores saludables, minimo cinco afios de exposicién a los combustibles,
que no usaran medidas de proteccion. Los criterios de exclusion: fumadores, consumir
demasiado alcohol, drogas o medicamentos permanentemente y haber estado expuestos a
otro tipo de agentes fisicos o quimicos, tales como radiaciones ionizantes y quimicos
carcinogénicos.

El grupo control fue seleccionado y rechazado con base en criterios similares a los
empleados en la seleccion del grupo expuesto, excepto que no debian haber estado
expuestos a los combustibles ocupacionalmente, pero que tuvieran las mismas
caracteristicas fisicas, socioeconémicas y que fueran personas saludables, para ser
emparejadas o mejor posible con el grupo expuesto; de manera que los integrantes de cada
pareja solo se diferenciaron entre si por la exposicién a combustibles. Las personas del
grupo control se seleccionaron en instituciones educativas (universidades y colegios
nocturnos). Los seleccionados firmaron un consentimiento informado con previo
conocimiento de los beneficios, riesgos, objetivos, metodologia y propdsito del estudio,
para participar y colaborar. En este proyecto se estudiaron 20 personas por el grupo control
y 20 personas para el grupo expuesto.

7.5 DISENO EXPERIMENTAL

En este estudio se tuvo en cuenta dos variables, una de tipo dependiente que es el nimero
de Micronucleos, la cual toma esta clasificacion porque su frecuencia va a depender de la
exposicion a los combustibles, constituyéndose esta Ultima en una variable de tipo
independiente.

Del total de encuestados expuestos a los combustibles y de los no expuestos se selecciond
una poblacion de 20 individuos expuestos y de 20 individuos para el grupo control. En la
metodologia del proyecto de MN en humanos se recomienda registrar una frecuencia de
MN/1000 células binucleadas, en el presente estudio se registraron 2000 lo que hace mas
significativos estadisticamente los resultados. Dos cultivos fueron establecidos por
individuo, de cada cultivo se obtuvieron tres placas, para un total de seis placas y en cada
placa se leyeron 333 células.



7.6  TAMANO DE LA MUESTRA

Es claro que entre mayor sea la muestra mejor seré el poder de anélisis estadistico, pero lo
mas importante es la precision con que se recopilen los datos y la forma de obtener una
muestra representativa. Cuando mayor sea el tamafio de la muestra, mayor serd la
probabilidad de encontrar una diferencia significativa. El tamafio de la muestra para el
andlisis de alteraciones cromosdmicas y de micronucleos segun Whorton, 1981 puede ser
de 20 individuos en el grupo control y de 20 individuos en el grupo expuesto.

7.7 ADQUISICION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Se tomaron muestras de sangre periférica de aproximadamente 2 ml, obtenidas por personal
capacitado, de las personas expuestas y de las no expuestas. Las muestras fueron tomadas
en el lugar de trabajo asépticamente en tubos vacutainer con anticoagulante heparina.
Inmediatamente las muestras fueron rotuladas y transportadas a temperatura ambiente al
laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética, donde se realizé la siembra y cosecha
de linfocitos para el registro de los microntcleos MN.

7.8 CULTIVO DE LINFOCITOS

La muestras se cultivaron segin la metodologia IAEA (1986), en la camara de flujo
laminar, en condiciones estériles, afiadiendo 0.5 mL de sangre total en 4.5 mL de medio
completo RPMI 1640 y 0.05 mL de fitohemaglutinina, por tubo de cultivo de acuerdo a
parametros establecidos (Au et al, 1991). Se establecieron dos cultivos por persona. El
medio completo se prepar6é con 50 mL RPMI 1640, 5 mL de suero bovino fet al y 0.5 mL
de L-Glutamina.

7.9 COSECHA DE LINFOCITOS

Los tubos de cultivo fueron incubados a 37°C por 72 horas. A las 44 horas despues de
iniciados los cultivos, se les adicioné a cada cultivo 0.2 mL de citocalasina B a una
concentracion de 6 ug/mL, para inhibir la citocinesis y obtener células binucleadas (primer
ciclo de division celular); luego de las 72 horas después de la siembra se realizé la cosecha
de linfocitos. Los tubos fueron centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos, luego las células
fueron tratadas con solucién hipotonica por 3 minutos e inmediatamente fijadas con fijador
carnoy (3 Metanol- 1 Acido acético) bien frio. Se removi6 el boton celular con mucho
cuidado y se volvio a centrifugar en iguales condiciones. Después se retird el sobrenadante
y se agrego fijador por tres veces sucesivamente, luego se procedio a la obtencion de las
preparaciones citogenéticas. Las placas fueron limpiadas con etanol al 100% y colocadas
en el refrigerador por 10 minutos para que se enfriaran. Se colocaron 3 gotas de la
suspension celular sobre la placa bien fria a una altura de 0.5 cm., se codificaron y luego se
pusieron a secar por 30 minutos a un temperatura de 56°C. De cada cultivo se realizaron
como minimo tres placas, con el fin de obtener una muestra estadisticamente confiable. En
cada placa se analizaron aproximadamente 333 células para un total de 2000 células



binucleadas por persona. Una vez bien secas las preparaciones, dos dias después fueron
teflidas con Giemsa al 10% por 3 minutos.

7.10 PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El andlisis Citogenético y el registro de Micronlcleos en las placas se realizaron bajo
objetivo de 40X y 100X aplicando la técnica del doble ciego para evitar sesgar los
resultados y garantizar la confiabilidad de los mismos, teniendo en cuenta los mejores
campos para el conteo y el registro fotografico. Para la identificacion de MN se analizaron
2000 interfases binucleadas por persona y se emplearon criterios establecidos por (Fenech,
2.000), el registro de MN solo se hizd en células binucleadas con membranas nucleares y
citoplasma intacto, los dos nucleos dentro de la célula deberian tener un tamafio
aproximadamente igual y con la misma intensidad de coloracion, los dos nucleos pueden
estar o no unidos por un fino puente nucleopldsmatico y pueden tocarse o traslaparse en las
preparaciones donde se ha preservado el citoplasma. Los dos nucleos debian tener
membranas nucleares y estar situados dentro del mismo citoplasma de la célula; el
citoplasma de las células debe diferenciarse de otros citoplasmas de células adyacentes. Los
micronucleos deben ser morfolégicamente idénticos al nucleo pero més pequefios. El
diametro del micronucleo varia entre 1/16 y 1/3 del diametro del nucleo principal. Los
microndcleos tienen la misma intensidad de coloracién del ndcleo principal aunque
ocasionalmente pueden ser mas intensos y estos pueden tener forma redonda u ovalada El
dato de MN por persona se expresé como numero de MN/2000 células, (Fenech, et al,
2003)

Los datos de la frecuencia de micronucleos en 2000 células binucleadas se registraron en la
tabla maestra (ver anexo D). Después los datos fueron ingresados al programa Excel y una
vez organizados se transfirieron al paquete estadistico SPSS (Statiscal Package for to Social
Scientific), para su analisis estadistico descriptivo y referencial. Se aplicaron pruebas de
distribucion normal, independencia de datos y uniformidad de varianza para determinar si
los datos cumplieron con los requerimientos para aplicar pruebas paramétricas o no
paramétricas en el analisis de las frecuencias de micronucleos, con el fin de comparar los
grupos y demas factores importantes en el estudio, asi como un analisis de correlacion y
regresion lineal para identificar la asociacion entre variables cuantitativas (Ej.: nimero de
MN vy tiempo de exposicion a los combustibles). EI nGmero promedio de microndcleos en
2000 células binucleadas cumplié con la asuncién de igualdad de varianza (Levene:
p>0.05), pero no se adaptod a la distribucion normal (Shaphiro-WilK: p<0.05); por lo tanto
el analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante las pruebas no paramétricas de
Wilcoxon.

Los resultados de este estudio serdn comunicados a la poblacion objeto de estudio para
alertar sobre ele riesgo y motivar a la promocion y prevencion de la salud



8. RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO
En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas demograficas de 20 trabajadores expuestos
ocupacionalmente a los combustibles y de 20 individuos no expuestos; todos los individuos
objeto de estudio fueron hombres. Entre los dos grupos no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa (P>0.05) con relacion al consumo de bebidas alcohdlicas y
edad, indicando que los dos grupos estudiados fueron apareados de manera muy
homogénea, para evitar posibles sesgos en el analisis de los datos de la prueba evaluada en
este estudio (micronucleos). Como se ha de esperar solo para el tiempo de exposicion se
encontro diferencia estadisticamente significativa (p = 0.00) entre los dos grupos.

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas de la poblacién de estudio

CARACTERISTICA EXPUESTOS NO EXPUESTOS  SIGNIFICANCIA

N(%0) N(%0) (P)
Consumo de Bebidas Alcohdlicas
Si 4(20) 5(25) 1,002
No 16(80) 15(75) '
Edad (Afos)
N 20 20
Rango 28-50 27-52 0.86°
Media + Error 37.70+1.12 37.40+1.28 '
Estandar
Tiempo Exposicion
(Afos)
N 20 20
Rango 6-18 0 0.00P
Media + Error 10.60+0.97 0.00+0.00 '
Estandar

N nimero de individuos
3 Estadistico exacto de Fisher
b pryeba t de Student

8.2 EFECTO GENOTOXICO POR LA EXPOSICION OCUPACIONAL A
COMBUSTIBLES

En la Tabla 2 y en la Figura 4 se observa que existe una diferencia estadisticamente
significativa (P=0,00) en el N° promedio de MN/2000 células binucleadas entre el grupo
expuesto a combustibles (7.99+0.64) y el grupo no expuesto (4.36+0.63). Esto es
independiente del consumo de bebidas alcohdlicas y de la edad; pero si es dependiente del
tiempo de exposicion a los combustibles.



Tabla 2. Namero Promedio de Micronucleos del grupo expuesto a combustibles y del
grupo no expuesto

NUMERO DE CELULAS MICRONUCLEOS
BINUCLEADAS

GRUPO N ExAMINADAS POR M+ EE® P
INDIVIDUO
No 20 2000 4.36+0.63
Expuesto 0.00
Expuesto 20 2000 7.99+0.64

& Media + Error Estandar

b p = 0,000 basado en contrastes univariados, mediante el ANOVA ajustado con las variables reportadas en la
Tabla 1.

¢ probabilidad confirmada con la prueba no paramétrica de Mann- Whithey

Figura 4. Numero promedio de micronudcleos del grupo expuesto a combustibles
respecto al grupo no expuesto
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8.3 ASOCIACION ENTRE,NUMERO PROMEDIO DE MI~CRONUCLEOS, EDAD
Y TIEMPO DE EXPOSICION A LOS COMBUSTIBLES (ANOS).

Figura 5. Analisis de asociacion lineal entre el nUmero promedio de micronucleos y la
edad (afos)
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EDAD (Afios)

En la Figura 5 se observa que mediante el andlisis de regresion lineal no hay una relacion
estadisticamente significativa (P>0.05) entre la edad de los individuos (N=40) y el nimero
promedio de micronucleos, el cual solo depende en 0.8% de la edad



Figura 6. Analisis de asociacion lineal entre el nimero promedio de micronucleos y el
tiempo de exposicion a los combustibles (afios)
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En la figura 6 se observa que existe una asociacion lineal estadisticamente significativa
(P<0.05), entre el tiempo de exposicion a los combustibles y el nimero de micronucleos, el

cual solo depende en 74.3% del tiempo de exposicion.



8.4 REGISTRO FOTOGRAFICO

El andlisis Citogenético y el registro de Micronlcleos en las placas se realizaron bajo
objetivo de 40X y 100X teniendo en cuenta los mejores campos para el conteo y el registro
fotogréfico. Los MN solo se registraron en células binucleadas con membranas nucleares y
citoplasma intacto, los dos nucleos debian tener membranas nucleares y estar situados
dentro del mismo citoplasma de la célula. Los microndcleos deben ser morfolégicamente
idénticos al nucleo pero mas pequefios, estos pueden tener forma redonda u ovalada
(Fenech, et al, 2003),

Figura 7. Panoramica de células binucleadas 40X
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Figura 8. Células binucleadas (BN) de linfocitos humanos generadas por bloqueo de
citocinesis con Citocalasina-B. 100X.




Figura 9. Células binucleadas con micronucleos (MN), 100X.




9. DISCUSION

En este estudio se utilizd la prueba de micronucleos por bloqueo de citocinesis con
Citocalacina-B en linfocitos de sangre periférica. Este es el procedimiento de preferencia
para cuantificar microndcleos en linfocitos humanos (Fenech, 2003) porque garantiza el
registro de MN solo en células que han realizado un primer ciclo de division celular. Las
celulas empleadas para este estudio fueron los linfocitos, células centinelas que circulan por
todo el cuerpo e ideales para evaluar el efecto genotdxico por su largo promedio de vida y
capacidad para acumular dafios por mucho tiempo (Au, 1991). Ademas, se utilizaron los
linfocitos porque son faciles de obtener y estan aceptados ética y cientificamente.

La prueba de micronucleos en células binucleadas de linfocitos humanos es considerada
como un método relevante para cuantificar dafios cromosomicos inducidos (Fellay-Reynier,
et al, 2.000). Los defectos producidos en los cromosomas pueden conducir a largo plazo al
desarrollo de serias enfermedades como el cancer, defectos de nacimientos y otras
enfermedades genéticas (Au, 1991). Esta prueba puede ser utilizada para ver tanto efectos
clastogénicos como aneugénicos (Norppal, H. y M.Falck G, 2003). Kirsh-volders, (1997)
sugiere la prueba de micronucleos para evaluar efectos genotoxicos en lugar de la prueba de
alteraciones cromosémicas para medir la genotoxicidad de quimicos nuevos, ya que es de
facil manejo, bajo costo y se evita la complejidad de analizar dafios en metafases.

Muchos quimicos son utilizados en todo el mundo, algunos de estos son toxicos. Sus
efectos a corto plazo se conocen (dolor de cabeza, dermatitis, problemas respiratorios,
conjuntivitis, mareos, etc.), pero los efectos a largo plazo, como los mutagénicos,
carcinogénicos y teratogénicos, son poco conocidos, razén por la cual es importante y
prioritario realizar investigaciones para evaluar los efectos genotdxicos que estos pueden
Ilegar a producir.

Uno de los quimicos mas utilizados y explorados en todo el mundo son los combustibles
derivados del petroleo, estos contienen hidrocarburos aromaticos policiclicos, los cuales
son carcinogénicos y han sido asociados con efectos genotoxicos (Farmer et al., 2003). El
benceno es un hidrocarburo aromatico, componente de los combustibles y un contaminante
ampliamente distribuido en el ambiente. Hoy, cerca del 98% del benceno se deriva de
petroquimicos y del petrdleo refinado, (Ayla et al., 2003). Este compuesto es considerado
por la IARC, (1989) como un carcindgeno humano, y los vapores de la gasolina como
posible cancerigeno por tener este compuesto. La poblacion en general se expone al
benceno cuando va a tanquear su vehiculo con gasolina o diesel, y con el humo del
cigarrillo (Zhang et al., 2002); pero se encuentran en mayor riesgo los vendedores de
servicio, porque constantemente estan expuestos a los combustibles en su lugar de trabajo.



La exposicion ocupacional al benceno ha sido principalmente asociada con un aumento en
la incidencia de leucemias (Hayes et al., 2000). Estudios epidemiolégicos muestran que hay
una relacion entre el aumento en la frecuencia de micronucleos (MN) y exposicion al
benceno y metabolitos del benceno (Tompa et al., 1994; Turkel y Egeli, 1994).

Los vendedores de servicio seleccionados en este estudio no emplean medidas de
proteccion (guantes, caretas, etc.), razon por la cual se encuentran en mayor riesgo de
desarrollar problemas de salud por la exposicion a los combustibles. Estos trabajadores no
solo se exponen a los hidrocarburos presentes en los vapores de los combustibles por
inhalacion, sino también por la via epidérmica, asi la piel este intacta. Se ha demostrado
que el benceno es facilmente absorbido a través de la piel y biotransformado por la enzima
del citocromo P450 a metabolitos que pueden inducir a rupturas en la cadena sencilla de
ADN, (Pellack y Blumer, 1986). Algunos trabajadores presentaban dermatosis, cambios en
la piel, conjuntivitis, dolor de cabeza etc, después de su jornada de trabajo. Un estudio
realizado por Jia et al., (2002) en estos trabajadores y en un grupo control empleando
cromatografia de capa fina, evaluaron algunos lipidos (colesterol, acido graso y ceramida)
de las manos de estos individuos. Los resultados mostraron que habia mayor resequedad,
hiperqueratosis y dermatitis en el grupo expuesto que en el grupo control. Estos
trabajadores también estan expuestos a las emisiones vehiculares. Un estudio mostrd que
estas emisiones también pueden causar efectos citotoxicos y genotoxicos tales como AC,
ICH (Hadnagy y Seemayer, 1988).

En la poblacién de vendedores de servicio se han realizado diferentes pruebas citogenéticas
entre ellas AC, ICH, MN vy prueba cometa. Sin embargo, los datos de estos estudios son
bastantes contradictorios, porque en algunos estudios se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas (P=0,00) en la frecuencia de dafios citogenéticos entre el
grupo expuesto a combustibles y el grupo no expuesto; mientras que en otros estudios no se
han encontrado diferencias (P>0,05). Investigaciones realizadas por Pitarque et al., (1996 y
1997), Bukvic et al., (1998), Carere et al., (1995 y 1998); utilizando la prueba de ICH y
MN no hallaron incremento en la frecuencia. Estos autores argumentan que este resultado
puede ser atribuido a que los niveles de benceno en la poblacion expuesta eran bajos
(<0.1ppm) para poder ser detectados por las pruebas citogenéticas dando un resultado
negativo; hay que tener en cuenta que la exposicion a el benceno en los vendedores de
servicio puede variar ampliamente debido a varios factores, como la cantidad de
combustible vendido, el tipo y numero de vehiculos tanqueados, a las medidas de
proteccion que utilicen y al volumen total de benceno en los combustibles.

Diferencia significativa fué encontrada entre los grupos, en estudios realizados por Santos-
Mello y Cavalcante, (1992), Carere et al., (1995) y Ayla Celik - Etem Akbas, (2003)
aplicando la prueba de ICH y AC; Hogstedt et al. (1991), Bukvic et al., (1998) y Ayla



Celik et al (2003) empleando la prueba de MN; Oesch, et al., (1995) y andreoli, et al.
(1997) encontraron rupturas en la cadena de ADN en linfocitos de sangre periférica de
vendedores de combustibles usando la prueba del cometa. Los combustibles son una
mezcla compleja de muchos quimicos, entre estos los hidrocarburos aromaticos y en
especial el benceno, este compuesto es considerado por la IARC, (1989) como un
carcindgeno humano y los vapores de la gasolina como posible cancerigeno por tener este
compuesto. La gasolina contiene un porcentaje del 33.2% de hidrocarburos aromaticos.

Segun datos obtenidos de las estaciones de gasolina cada vendedor expende un promedio
de 2000 litros de combustible, conteniendo el 5% de benceno (v/v), durante su turno de
trabajo diario de 8 horas, (Ayla et al., 2003). Una investigacion realizado por Foo, (1991)
demostro que la gasolina contiene un promedio de benceno entre 1.8% a 3.7%, por esta
razon la exposicion a la gasolina, nos lleva a un riesgo significante ante el benceno. Los
vendedores de combustibles en su turno de 8 horas estan en promedio expuestos a 0.028 a
0.71 ppm. La reglamentacion Europea clasifica la gasolina como un agente carcindgeno
debido a la cantidad de benceno>0.1% que en ella se encuentra, (Maranelli et al, 2000). Sin
embargo los vendedores de servicio se encuentran expuestos a una mezcla compleja de
varios quimicos, factores fisicos, estilo de vida y a la susceptibilidad que posee cada
individuo, por eso es muy dificil determinar la causa exacta del incremento en la frecuencia
de los dafios citogenéticas, (Ayla et al., 2003).

En este estudio se encontrd una diferencia estadisticamente significativa (P=0.00) en la
frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica del grupo expuesto (7.99+0.64)
respecto al grupo control (4.36+0.63). Los resultados muestran que las caracteristicas
demogréficas entre el grupo expuesto y el grupo control no difieren significativamente
(P>0.05). Fumar cigarrillo es uno de los factores que pueden influir en el aumento de dafios
citogenéticos como las AC, ICH y MN (Pitarque, et al., 1997) razon por la cual en este
estudio no se incluyeron personas fumadoras. Las diferencias observadas en la frecuencia
de micronucleos podrian atribuirse a la exposicion ocupacional a los combustibles y
posiblemente a sus componentes como es el benceno, sabemos que este compuesto es un
carcindégeno humano, es posible que el porcentaje de este en la gasolina y el diesel sea alto
y este ocasionando dafios citotoxicos y genotoxicos en estos trabajadores. Un estudio
realizado por Muzyka et al., (2002) en trabajadores que distribuyen diesel mostraron que
este contiene benceno y que causa alteraciones en el metabolismo de las porfirinas, algunas
de estas pueden llevar a la generacion de tumores. A partir del 2002 a los combustibles se
les esta realizando un proceso de marcaje; la composicién quimica del marcador contiene
un 60% de hidrocarburos aromaticos, 15% O-sec-butylfenol y 25% de activos.

Como se puede observar este proceso esta ayudando aumentar la concentracion del benceno
en los combustibles. La exposicion a combustibles en los vendedores de servicio de esta



ciudad puede variar debido a la cantidad de combustible vendido, el tipo y ndmero de
vehiculos que tanquean, a las medidas de proteccion que utilicen, y al volumen total de
benceno en los combustibles; el volumen de benceno en los combustibles y los niveles de
este en las estaciones de servicio del pais son desconocidos, esto es una dificultad para
determinar claramente si la ausencia/presencia de dafios genéticos puede ser asociada a
alta/baja exposicion.

Se conoce que la evaporacion de los combustibles en las estaciones de servicio del pais es
de 0.2% durante el cargue, 0.25% en el tanque principal donde es tomado el combustible,
0.07% durante el descargue y 0.06% al ser pasado el combustible al tanque principal de la
estacion de servicio. Para un total de 0.58% de evaporacion de combustibles. (Federacion
Nacional del Petroleo, 2002). Cada trabajador en el turno diario revisa dos veces el tanque
principal de la estacion de servicio y en cada oportunidad estan expuestos a 0.06 % de
evaporacion de combustible; esta actividad expone aun mas a los trabajadores a los vapores
de la gasolina y el diesel, ademés de la inhalacion a la cual estan expuestos cada vez que
tanquean los carros y a las emisiones vehiculares que estos producen.

En el andlisis de asociacion lineal entre el nUmero promedio de microndcleos y la edad
(afos), no se encontrd relacion estadisticamente significativa (P>0.05), revelando que la
edad de los individuos no influye con el nimero de microndcleos que ellos puedan
presentar. Por el contrario se encontrd una asociacion significativa entre el tiempo de
exposicién a los combustibles (afios) y el nimero promedio de microndcleos, esto muestra
que entre mayor sea el tiempo de exposicion mayor seran los dafios citogenéticos que los
combustibles puedan ocasionar en los individuos y mayor sera el riesgo a desarrollar
problemas de salud como el cancer.

Fenol es el metabolito principal del benceno. Por consiguiente, la concentracion del fenol
en la orina de los vendedores de combustibles pueden usarse como un biomarcador de
exposicion externa. Estudios realizados en los vendedores de combustibles respecto a un
grupo control, mostraron un nivel mas alto de fenol en la orina de los individuos del grupo
expuesto, (Vermay Rana, 2001; Ayla et al, 2003). Seria interesante aplicar esta prueba en
nuestro grupo de estudio y asi poder documentar la exposicion a la cual estas expuestos los
vendedores de combustibles de la ciudad de Popayan.

Identificar a tiempo los efectos genotdxicos causados por la exposicion ocupacional en las
personas que aun no presentan problemas de salud, permitiran tomar medidas para reducir
la exposicion y disminuir el riesgo de enfermedades de origen ambiental. (Anderson et al.,
1996).



10. CONCLUSIONES

La exposicién a combustibles tiene un efecto genotoxico para los linfocitos de los
vendedores de combustibles, incrementando la frecuencia promedio de micronucleos (MN).

Se observo que existe una asociacion lineal positiva entre el incremento de MN y el tiempo
de exposicion (afios) a los combustibles, a medida que se aumenta los afios de exposicion,
hay una tendencia a causar mayor efecto genotoxico, incrementando el nimero promedio
de MN.

Con este estudio se pudo determinar que la edad de los individuos seleccionados no
presenta asociacion significativa con el incremento de MN, es decir que la edad no influye
en la formacion de dafios genotoxicos.

Este estudio permitio identificar los efectos genotéxicos precoces causados por la
exposicién ocupacional a los combustibles en las personas que aun no presentan problemas
de salud, lo cual servird para tomar medidas que reduzcan la exposicion y disminuyan el
riesgo de enfermedades de origen ocupacional.

Estos resultados revelan que los vendedores de combustibles podrian estar en mayor riesgo
de desarrollar problemas de salud. Los MN son un biomarcador util para evaluar dafios
genotoxicos causados por la exposicion ocupacional a los combustibles.

El estudio de dafios al DNA a nivel cromosdmico, es una parte importante de la toxicologia
genética porque las mutaciones cromosémicas son un evento inicial en la génesis de las
enfermedades como el cancer y es importante dentro del proceso investigativo desarrollar
técnicas que permitan identificar los dafios precoces en el material genético por exposicion
a agentes genotoxicos?



11. IMPACTO

Los resultados de este estudio seran presentados a la poblacion afectada (vendedores de
servicio) y a los interesados, con el proposito de dar a conocer los posibles riesgos de la
exposicion a los combustibles; mediante un seminario mostrandoles como se desarrollo el
trabajo, que fue lo que se hizo y que se obtuvo, ademas se les daran charlas de prevencién y
de autocuidado para que cuiden su salud. Esto con el fin de poder realizar estrategias de
prevencion que reduzcan o eliminen la exposiciéon y de esta manera minimizar o evitar
posibles problemas de salud en el futuro, como por ejemplo adquirir una enfermedad
relacionada con dafios genéticos (cancer), en las personas expuestas y en su posterior
descendencia, y con esto ayudar a mejorar la calidad de vida de las personas.

Ademas, los resultados de este estudio son de gran impacto ya que investigaciones de este
tipo de exposicion (combustibles) no han sido realizadas en Popayan, con lo que
ayudariamos a ampliar el conocimiento de los riesgos de salud relacionados con la
exposicion ocupacional y ambiental. Y se contribuye a la base de datos sobre la frecuencia
de MN en poblaciones controles que permitan en un futuro establecer la frecuencia normal
de MN en nuestra poblacion.

Esta investigacion aporta nuevos conocimientos que amplian la bibliografia cientifica sobre
los efectos genotoxicos de los combustibles. Se proyecta que la formacion profesional
adquirida en el transcurso de la carrera se proyecte en el bienestar de la comunidad,
educando a las personas sobre como algunos quimicos pueden ser genotdxicos, en este caso
los componentes de los combustibles y que estos pueden llegar afectar su salud y de esta
forma motivar para que las personas se preocupen por el autocuidado y cuiden de su salud
que sera transmitida a las futuras generaciones.
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ANEXOS

Anexo A. ENCUESTA CORTA

EFECTO GENOTOXICO POR LA EXPOSICION OCUPACIONAL A
COMBUSTIBLES EN LAS ESTACIONES DE SERVICIO, EVALUADO
MEDIANTE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS (MN), EN LA CIUDAD DE
POPAYAN

Nombre

Edad

Estacioén de servicio Teléfono:

Direccion y teléfono de la casa

Sexo M F

Fumador: Si_ No

Dejo de Fumar hace afios meses

Trabaja en estaciones de servicio hace anos.

Consume bebidas alcohdlicas, ¢cuales?, ;Con qué frecuencia?

¢Esta usted bajo algun tipo de tratamiento meédico: cudl?

Existe algan familiar con cancer en su familia: Si No
Padres Hermanos Hijos Otros

Ha sido irradiado si__no ___ cuanto tiempo

Ha sufrido de alguna enfermedad infecciosa

Que otros trabajos han tenido




Anexo B. ENCUESTA LARGA

EFECTO GENOTOXICO POR LA EXPOSICION OCUPACIONAL A
COMBUSTIBLES EN LAS ESTACIONES DE SERVICIO, EVALUADO
MEDIANTE LA PRUEBA DE MICRONUCLEQOS (MN), EN LA CIUDAD DE

POPAYAN
Fecha Lugar Encuestador
Cadigo del Paciente Numero de la encuesta
1. Expuesto 2.No expuesto

1. Nombre:

2. Direccion y Teléfono residencia:

3. Direccion y Teléfono Estacion de servicio:

4. Fecha de Nacimiento:

5. Sexo: 1.Masculino 2.Femenino

6. Grupo étnico: 1.Blanco  2.Mestizo 3.Negro___ 4.0tros

7. Trabajo en la estacion de servicios hace afnos.

8.Fumador: 1.Si  2No__ Dejé de Fumar hace afios meses

9. Consume bebidas alcohdlicas: 1.Si_ 2.No___

Cuales: 1.Ron___ 2. Aguardiente_ 3.Cerveza___ 4.Vino___ 5.Guarapo___

Combinaciones 7.0tros

Frecuencia: 1.Todos losdias_ 2.Unavez por semana___ 3.Unavez por mes___4.Casi nunca

Esta usted bajo algun tipo de tratamiento médico: 1.Si_ 2.No___ De que tipo:
Existe algun antecedente de cancer en su familia: 1.Si_ 2No___
1. Padres 2.Hermanos___ 3.Hijos 4.Abuelos__ 5.0tros

cancer

Hasidoirradiado 1.Si __ 2.No __ Hace cuanto tiempo

Que parte del cuerpo

Ha sufrido de alguna enfermedad infecciosa: 1.Si_ 2.No__ De que tipo

Que tipo de

Consume algun tipo de medicamento: 1.Si_ 2.No___ Cuales

Con que frecuencia: 1. Todos losdias__ 2.Unavez por semana___ 3.Rara vez

Ha tenido trabajos en donde ha estado expuesto a quimicos: 1.Si__ 2.No___
Cuales Cuanto tiempo
Cuantas horas trabaja por semana en la estacion de servicio: Horas

Ha notado algun efecto secundario después de su ingreso a este trabajo: 1.Si __ 2.No__

Cuales:
Consume frutas y vegetales: 1.S5i  2.No__ Cuales

Con que frecuencia: 1.Todos los dias___ 2.Una vez por semana___ 3.Raravez



Anexo C. CONSENTIMIENTO INFORMADO

N

)
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UNIVERSIDAD DEL CAUCA

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, CENTRO DE INVESTIGACIONES Y
EXACTAS Y DE LA EDUCACIO/N SERVICIOS

DEPARTAMENTC CONSENTIMIENTO INFORMADO 'DE TOXICOLOGIA

MONITOREO BIOLOGICO EN PERSONAS EXPUESTAS
OCUPACIONALMENTE A COMBUSTIBLES

Yo , mayor de edad, identificado con cedula de ciudadania
namero de , he sido informado que el grupo de
investigacion en toxicologia genética y citogenética de la Universidad del Cauca realizard un
estudio de investigacion titulado “efecto genotoxico por la exposicion ocupacional a
combustibles en las estaciones de servicio, evaluado mediante la prueba de micronucleos
(MN), en la ciudad de Popayan”; en trabajadores surtidores de combustibles en estaciones de
servicio, este estudio es dirigido por la profesora Luz Stella Hoyos.

OBJETIVO Y PROPOSITO DEL ESTUDIO. El objetivo consiste en determinar el efecto
genotoxico de los combustibles en la poblacion de vendedores de servicios de la ciudad de Popayan,
mediante la identificacion de dafios cromosémicos que incrementan la frecuencia de Micronuicleos
(MN).

Los resultados de este estudio son de gran utilidad para motivar el disefio y ejecucion de estrategias
de prevencion de problemas de salud por exposicién ocupacional a combustibles, como
implementacion de medidas de higiene, empleo de proteccidn y educacion, en el marco del sistema
de vigilancia epidemioldgica del Ministerio de Trabajo tendientes a reducir los riesgos por
exposicion ocupacional a agentes quimicos.

REQUERIMIENTOS Y PROCEDIMIENTO. Yo en pleno uso de mis facultades mentales, libre
y conciente, estoy de acuerdo en participar en este estudio y entiendo que este requiere de mi lo
siguiente: Contestar un cuestionario en aproximadamente 20 minutos, para suministrar informacion
personal referente a mi edad, estado de salud, estilo de vida, historia ocupacional y familiar. Si soy
seleccionado para el estudio debo donar aproximadamente 2 mL de sangre tomada de la vena de mi
brazo, para ser procesada en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la
Universidad del Cauca, a la cual se le aplicara la prueba de MN segun los protocolos establecidos
en el grupo de investigacion, para identificar deficiencias que se puedan derivar de la exposicion a
combustibles.



RIESGOS DE PARTICIPACION. Los posibles riesgos que puedo sufrir son sangrados e
infeccion en el sitio de toma de la muestra, los cuales seran controlados por un profesional experto
en la toma de muestras del brazo, y el empleo de técnicas méedicamente aceptadas e implementos
estériles.

También la posible perdida de confidencialidad de la informacion suministrada sera evitada
almacenando los datos obtenidos bajo un c6digo numérico en lugar del nombre del individuo
participante. Las muestras de sangre seran codificadas, asi como los datos recolectados y los
resultados se dardn en forma grupal. Los resultados de este estudio no seran usados para
discriminacion laboral, social, religiosa, politica, econémica u otra de cualquier indole.

Tengo claro que no se me proveera de ninguna compensacion econémica.

BENEFICIOS PARA EL PARTICIPANTE. Asistir a un curso de capacitacion sobre los
diferentes riesgos a corto y largo plazo en la salud, por la exposicion ocupacional a combustibles.
Asi como una motivacién hacia el cambio de actitud para la prevencién de riesgos a la salud por
exposicion ocupacional a combustibles.

YO HE SIDO INFORMADO SOBRE LOS OBJETIVOS, PROPOSITO, JUSTIFICACION,
METODOLOGIA, RIESGOS Y BENEFICIOS DEL ESTUDIO. Es este estudio seran
seleccionados 20 trabajadores expuestos a combustibles y 20 personas no expuestas como grupo
control, con el fin de diferenciar, al momento del analisis de los resultados, si la presencia de MN
en los linfocitos de sangre periférica de los trabajadores expuestos, se relaciona con la exposicion
laboral a combustibles. EI propoésito de la investigacion tiene relevancia social y cientifica y
obedece a una problemaética de salud ocupacional. Participar en este estudio supone un minimo
riesgo especial contra mi salud, por la competencia, formacion integral y calidad de los
investigadores responsables de la Universidad del Cauca.

YO ENTIENDO QUE:

- La firma de un documento de consentimiento es requerido para todas las personas participantes del
estudio.

- Los procedimientos principales y alternativos de este estudio me han sido explicados en un
lenguaje claro que yo pude entender.

- También se me ha informados de los riesgos y molestias que se pueden presentar durante la toma
de la muestra de sangre.

- Se me ha ofrecido aclarar cualquier duda que tenga acerca de los procedimientos que se realizaran
y si tengo alguna pregunta antes, durante o después del estudio, podré comunicarme con la
profesora asignada que dirige el trabajo “Luz Stella Hoyos”, en el laboratorio de Toxicologia
Genética y Citogenética, en la carrera 2% # 1A-25 Barrio Caldas, Popayan, en el teléfono 8209800
ext. 2614.

- Se me ha informado que mi participacion es completamente voluntaria y puedo rehusar a
rehusarme a responder cualquier pregunta o detener mi participacion en este, en el momento que
desee, sin que ello represente perjuicios de indole legal con mi trabajo.

- Si soy lastimado o presento una reaccion adversa debido a mi participacion en este estudio, podré
contactar a las personas mencionadas, o0 a sus asociados, y el tratamiento médico de esta emergencia
estara disponible para mi sin costo alguno.



Entiendo que las células sanguineas y el material genético sobrantes que no sean usadas en este
estudio permaneceran en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad
del Cauca y podran ser usadas en futuras investigaciones. Mi nombre y otra informacion que me
pudiese identificar no estaran disponible y no podra ser posible su vinculacién con estos
especimenes. Yo entiendo que futuras investigaciones con este material podran a ayudar a
identificar individuos que estén en mayor riesgo de sufrir problemas de salud debido a ciertas
caracteristicas de su ADN. Entiendo que le estoy dando permiso a la Universidad del Cauca para
conducir dichos estudios. También entiendo que, como mi nombre no serd vinculado con los
especimenes anteriormente mencionados, la profesora Luz Stella Hoyos y sus estudiantes
investigadores no estaran en la posibilidad de informar a mi o mi familia si tengo algunos factores
de riesgo genéticos que ellos puedan descubrir en su investigacion.

Yo tengo el derecho a la privacidad, y toda la informacion que es obtenida en conexion con este
estudio y que pueda ser identificada conmigo, permanecera tan confidencia como sea posible. Sin
embargo, los datos obtenidos en este estudio, que pueda ser relacionada con mi nombre, no pueden
ser dados a conocer a personas diferentes a los investigadores y a mi médico. Los resultados de este
estudio podran ser publicados en revistas cientificas sin que se dé a conocer mi nombre.

He leido este consentimiento, he entendido en que consiste este estudio y también me fueron
aclaradas las dudas al respecto; en consecuencia, voluntariamente acepto participar como sujeto de
estudio en el monitoreo bioldgico: “efecto genotdxico por la exposicion ocupacional a
combustibles en las estaciones de servicio, evaluado mediante la prueba de microndcleos
(MN), en la ciudad de Popayan”.

Fuente (Hoyos, 2003)

Nombre del Participante Firma del Participante

Nombre del testigo Firma del Testigo

Firma de la Directora del Proyecto

Firmado en la cuidad de alos dias del mes de 2004




Anexo D. TABLA MAESTRA PARA EL REGISTRO DE MICRONUCLEOS

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NAT, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
UNIDAD DE TOXICOLOGIA GENETICA Y CITOGENETICA

EFECTO GENOTOXICO POR LA EXPOSICION OCUPACIONAL A COMBUSTIBLES EN LAS
ESTACIONES DE SERVICIO, EVALUADO MEDIANTE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS
(MN), EN LA CIUDAD DE POPAYAN

REGISTRO DE MICRONUCLEQOS

Microscopio N° : Fecha:

Paciente N°: Placa N°:

N° células binucleadas N° de Micronucleos Coordenadas importantes




