UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS
CARRERA DE BIOQUIMICA

EVALUACION DEL EFECTO GENOTOXICO DE LA GASOLINA, DIESEL Y
GAS EN EXPENDEDORES DE ESTACIONES DE SERVICIO Y EN EL MEDIO
AMBIENTE CIRCUNDANTE

TESIS PARA OPTAR AL TITULO DE LICENCIATURA EN BIOQUIMICA

POR: DANA GABRIELA URQUIETA GEMIO

TUTOR:

M.Sc. Ximena Taborga Manrique
Docente de la carrera de Bioquimica-UMSA

La Paz-Bolivia

2023



DEDICATORIA:
A Dios por amarme y guiarme ABBA PAPITO.

A mis hermanos en especial a mis angeles preciosos mis
padres que han sido mi fortaleza y que con su
sacrificado diario han forjado en mi persona una mujer

de bien.

A mi hija Mayte Fernanda que, con su hermosa sonrisa,
ocurrencias que ilumina mis dias oscuros y me da toda

la fuerza para seguir remando en esta vida.

Si la vida es amor, bendita sea. jQuiero mas vida para

compartirla con ustedes!

Este logro alcanzado en mi vida va a la memoria de mi
Abuelita Aida Mena que la recuerdo con mucho amor

desde el cielo sé que esta orgullosa de mi.



INDICE

RESUMEN

AGRADECIMIENTO

A Dios mi padre celestial, por permitirme llegar
a este punto de mi vida, por los momentos
dificiles que me ha ensefiado a valorar cada dia

mas.

A mi familia por confiar en mi, ser el centro de
mi vida y la motivacién para cosechar éxitos
personales y profesionales, agradecida por su
apoyo incondicional como asesora de la tesis. A
la Dra. Ximena Taborga por su comprension,

apoyo en la culminacién de la tesis.

Error! Bookmark not defined.ABSTRACT 9



INTRODUCCION Error! Bookmark not defined.2.

ANTECEDENTES 13
JUSTIFICACION Error! Bookmark not defined.4.
OBJETIVOS 21
4.1 OBJETIVO GENERAL Error! Bookmark not defined.4.2
OBJETIVOS ESPECIFICOS 21

5. FUNDAMENTO TEORICO Error! Bookmark not defined.5.1
CONTAMINACION AMBIENTAL 22

5.2 CONTAMINANTES AMBIENTALES PROCEDENTES DE ESTACIONES DE SERVICIOError!

Bookmark not defined.5.2.1 GASOLINA 23
5.2.1.1 COMPOSICION QUIMICA 23
5.2.1.2  METABOLISMO DE LOS COMPONENTES DE LA GASOLINA 24
5.2.1.3  POTENCIAL TOXICO DE LA GASOLINA 26
52.1.4  COMPONENTES ALTAMENTE TOXICOS DE LA GASOLINA 26

5.2.2 DIESEL 29

5.2.3  GAS NATURAL VEHICULAR (GNV) 30

524 GAS LICUADO DE PETROLEO (GLP) 30

5.3 GENOTOXICIDAD EN CELULAS HUMANAS Y EN OTROS ORGANISMOSError! Bookmark not

defined.5.3.1 MICRONUCLEOS 32
5.3.1.1 FORMACION DE MICRONUCLEOS 32
5.3.1.2 PRUEBA DE MICRONUCLEOS 35

5.3.2 CELULAS BINUCLEADAS 36

5.3.3 CARIORREXIS 36

5.3.4 CARIOLISIS 36

5.3.5 NUCLEO LOBULADO 37

5.3.6  NUCLEO PICNOTICO 37

5.4 ALLIUM CEPA Error! Bookmark not defined.5.4.1

TEST ALLIUM 38

5.5 EISENIAFETIDA Error! Bookmark not defined.5.5.1

ENSAYOS CON EISENIA FETIDA 40

5.6 LACTUCASATIVA Error! Bookmark not defined.5.6.1
ENSAYOS CON LACTUCA SATIVA 41

6. DISENO METODOLOGICO Error! Bookmark not defined.6.1
TIPO DEESTUDIO: 41

6.2 LUGARES DE TOMA DE MUESTRA Error! Bookmark not defined.6.3

RECOLECCION DE MUESTRAS DE MUCOSA YUGAL Y DATOS DE VOLUNTARIOS 42



6.4 RECOLECCION Y PRE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE SUELO DE ESTACIONES DE

SERVICIO Error! Bookmark not defined.6.5

FLUJOGRAMAS DE TRABAJO 43

6.6 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS Error! Bookmark not defined.6.6.1

IDENTIFICACION DE ANORMALIDADES NUCLEARES EN CELULAS DE DESCAMACION DE

TRABAJADORES DE ESTACIONES DE SERVICIO Y GRUPO CONTROL 44
6.6.2 EFECTO DE SUELO CONTAMINADO DE ESTACIONES DE SERVICIO SOBRE EISENIA FETIDA,

ALLIUM CEPAY LACTUCA SATIVA 46

6.6.2.1 ENSAYO CON EISENIA FOETIDA 46

6.6.2.2 TEST ALLIUM. 47

6.6.2.3 ENSAYO CON LACTUCA SATIVA 48

6.6.3  ANALISIS ESTADISTICO 48

7. RESULTADOS Error! Bookmark not defined.7.1

ANORMALIDADES NUCLEARES EN TRABAJADORES DE ESTACIONES DE SERVICIO 49
7.2 RELACION DE MICRONUCLEOS Y CARIORREXIS CON VARIABLES ANTROPOGENICASError!

Bookmark not defined.7.3ALTERACIONES EN LAS CELULAS MERISTEMATICAS DE ALLIUM CEPA

PRODUCIDAS POR EXPOSICION A AGUA CONTAMINADA CON GASOLINA 56
7.4 ANORMALIDADES NUCLEARES EN EISENIA FOETIDA POR EXPOSICION A SUELOS

CONTAMINADOS CON GASOLINA Error! Bookmark not defined.7.5
EFECTO DEL SUELO CONTAMINADO CON DERIVADOS DEL PETROLEO SOBRE LA

GERMINACION Y EL CRECIMIENTO DE LACTUCA SATIVA 61
7.5.1 PORCENTAJE DE GERMINACION RELATIVO 61
7.5.2 CRECIMIENTO PROMEDIO DE LA RADICULA 62
8. DISCUSION. Error! Bookmark not defined.9.
CONCLUSION 72

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Error! Bookmark not defined.

INDICE DE TABLAS



TABLA 1. PORCENTAJE DE GERMINACION RELATIVA  Error! Bookmark not defined. TABLA 2.
CRECIMIENTO PROMEDIO DE LA RADICULA 62

INDICE DE GRAFICOS



GRAFICO 1. METABOLISMO DEL BENCENO. Error! Bookmark not defined.GRAFICO 2.

ESQUEMA DE FORMACION DE MICRONUCLEOS. 34

GRAFICO 3. MORFOLOGIA DE LA LOMBRIZ DE TIERRA.Error! Bookmark not defined.GRAFICO 4.

ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA LOMBRIZ ROJA CALIFORNIANA. 39

GRAFICO5. CON MUESTRAS DE TRABAJADORES DE ESTACIONES DE SERVICIO Y GRUPO CONTROL........
Error! Bookmark not defined.GRAFICO 6. CON MUESTRAS DE SUELO

44

GRAFICO 7. FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN TRABAJADORES DE ESTACIONES DE SERVICIOS FRENTE A
UN GRUPO CONTROL Error! Bookmark not defined.GRAFICO 8.

MICRONUCLEOS EN CELULAS DE DESCAMACION DE LA MUCOSA ORAL DE TRABAJADORES DE

ESTACIONES DE SERVICIO 50

GRAFICO 9. ANORMALIDADES NUCLEARES EN VOLUNTARIOS DE ESTACIONES DE SERVICIO FRENTE A UN

GRUPO CONTROL Error! Bookmark not defined.GRAFICO 10.
CELULAS CARIORREXICAS. 51
GRAFICO 11. CELULAS BINUCLEADAS Error! Bookmark not defined.GRAFICO 12.
FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS Y CARIORREXIS SEGUN SEXO 53

GRAFICO 13. FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS SEGUN EDADError! Bookmark not defined.GRAFICO

14, FRECUENCIA DE CARIORREXIS SEGUN EDAD 54

GRAFICO 15. FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS Y CARIORREXIS SEGUN ANTIGUEDAD LABORAL...... Error!

Bookmark not defined.GRAFICO 16.SiNTOMAS FRECUENTES EN TRABAJADORES DE ESTACIONES DE

SERVICIO...... 56

GRAFICO 17. CELULAS MERISTEMATICAS EN MITOSIS DE CEBOLLAS TRATADAS CON AGUA CONTAMINADA
CON SUELO DE ESTACIONES DE SERVICIO Error! Bookmark not defined.GRAFICO 18.

FRECUENCIA DE FASES MITOTICAS DE CEBOLLAS TRATADAS CON AGUA CONTAMINADA CON

GASOLINA 58

GRAFICO 19. FASES DE LA MITOSIS IDENTIFICADAS EN CELULAS APICALES DE ALLIUM CEPA, CON TINCION

PANOPTICA: FOTOS 15 Y 16: PROFASE, FOTOS 17 Y 18: METAFASE, FOTOS 19 Y 20: TELOFASE. Error!

Bookmark not defined.GRAFICO 20.ANORMALIDADES NUCLEARES EN EISENIA FOETIDA EXPUESTA A

SUELOS CONTAMINADOS CON DERIVADOS DE PETROLEO 60

GRAFICO21. CeLomocitos Error! Bookmark not defined.






RESUMEN

Las estaciones de servicio expenden derivados de petr6leo que son capaces de causar dafio
al ser humano y a los organismos que habitan en el entorno. La gasolina, diésel y otros
productos similares, contienen sustancias quimicas que ocasionan genotédxicidad vy
citotoxicidad cuando los organismos Vvivos estan expuestos constantemente, debido a esto
varias enfermedades pueden ser originadas, entre ellas el cancer. Para prevenir el desarrollo
de estas enfermedades en los trabajadores de estaciones de servicio es posible realizar un
analisis celular para determinar anormalidades nucleares que suelen aparecer como
consecuencia de rotura de doble hebra del DNA u otro tipo de dafio en el DNA o en proteinas;
de la misma forma, es posible analizar el efecto del suelo contaminado con los derivados del
petréleo sobre organismos animales y vegetales que son utilizados como bioindicadores. En
el presente trabajo se realizo la observacion microscopica de muestras de mucosa oral de 60
trabajadores de estaciones de servicio con el propésito de identificar y cuantificar
anormalidades nucleares. De la misma forma se determiné el efecto de suelo contaminado
con derivados de petroleo procedente de estaciones de servicio sobre Eisenia fétida (lombriz
de tierra), Allium cepa (cebolla) y Lactuca sativa (lechuga). Se observé un gran nimero de
células cariorréxicas en personas y en celomocitos de lombriz de tierra, asi como un
incremento del niUmero de anormalidades nucleares en relacion con los grupos control. En
cebolla se pudo determinar una disminucién de la frecuencia de fases mitoticas en relacion

al control y en lechuga se verificé inhibicion parcial de germinacion y crecimiento radicular.

ABSTRACT

Service stations sell petroleum derivatives that are capable of causing harm to humans and
the organisms that inhabit the environment. Gasoline, diesel, and other similar products
contain chemical substances that cause genotoxicity and cytotoxicity when living organisms
are constantly exposed, because of that several diseases can be caused, including cancer. To
prevent the development of these diseases in service station workers, it’s possible to perform
a cell analysis to determine nuclear anomalies that usually appear as a result of DNA double-
strand breakage or other types of DNA or protein damage; In the same way, it is possible to
analyze the effect of soil contaminated with petroleum derivatives on animal and plant

organisms that are used as bioindicators. In the present work, the microscopic observation of



oral mucosa samples from 60 service station works was carried out to identify and quantify
nuclear anomalies. In the same way, the effect of soil contaminated with oil derivatives from
service stations on Eisenia fetida (earthworm), Allium cepa (onion), and Lactuca sativa
(lettuce) was determined. A large number of karyorrhexic cells were found in humans and in
earthworm coelomocytes, as well as an increased number of nuclear abnormalities relative
to control groups was found. In onion, it was possible to determine a decrease in the
frequency of the mitotic phase in the control. In lettuce, partial inhibition of germination and

root growth was verified.

1. INTRODUCCION

Algunos de los grandes problemas que enfrenta actualmente la poblacién mundial son la

contaminacién ambiental y enfermedades que van en aumento como el cancer, estas situaciones
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se van incrementando paulatinamente y se tornan en preocupacion creciente para la poblacién
mundial. Se debe tomar en cuenta, que gran parte de la contaminacion de nuestro planeta es
consecuencia de la actividad humana y que las grandes ciudades, especialmente las
industrializadas, emiten enormes cantidades de contaminantes al medio ambiente, aunque
también contribuyen los paises en desarrollo. Parte de esta contaminacion se debe a la
emanacion de gases de hidrocarburos, que se produce en las estaciones de servicio
(gasolineras) (Wei et al., 2010).

Existen muchas enfermedades producidas por la contaminacion ambiental que no se
presentan con sintomatologia en las etapas iniciales; pero, cuando la exposicidn es continua,
y el proceso es cronico, pueden dar lugar a enfermedades tan letales como el cancer, el cual
se caracteriza por ser una enfermedad que dafia gravemente a diversos tejidos y es una
enfermedad degenerativa, ademas, el nUmero de casos va en aumento a nivel mundial, puede
ser consecuencia de la actividad laboral y se encuentra asociado a habitos deletéreos, tales
como el consumo de tabaco, alcohol, alimentos procesados y falta de ejercicio (World Health
Organization- Who, 2018).

La exposicion a hidrocarburos es muy evidente en estaciones de servicio, en estos lugares,
los trabajadores estan expuestos a vapores de hidrocarburos por el expendio de gasolina,
diésel y gas vehicular, productos que contienen benceno, tolueno y xileno (BTX) que
representan un gran riesgo para la salud y el medio ambiente por el dafio genotdxico y
citotoxico que producen. Los BTX causan, ademas, efectos agudos y cronicos en el Sistema
Nervioso Central, pueden generar intoxicacion aguda produciendo cefalea, nauseas, mareos,
irritacion respiratoria (tos y dolor de garganta), desorientacion e inquietud (Hayashi et
al.,1991).

Las mezclas de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) que son derivadas del
petréleo, ocasionan ciertas patologias de origen mutagénico y carcinogénico, las cuales
producen estrés oxidativo a nivel nuclear, implicando dafio en los mecanismos de reparacion

del ADN vy predisponiendo al desarrollo de enfermedades (Gonzalez Torres et al., 2015).

Los disolventes organicos interaccionan con los &cidos nucleicos produciendo un efecto

genotoxico, que pueden dar lugar a graves patologias (Speit et al., 1996). El efecto de un
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agente genotoxico puede ser diferente entre individuos, pero en el 80% de los casos el
desarrollo de cancer es el resultado de una mayor exposicion a carcinégenos ambientales
(Van Damme et al., 1995).

El biomonitoreo genético es una herramienta primordial para la evaluacion de riesgos
asociados a agentes genotoxicos, el cual nos permite identificar no solo los riesgos, sino
también a la poblacion implicada, las medidas de prevencién de enfermedades y la
delimitacion de la exposicién a sustancias genotdxicas. Se debe tomar en cuenta también que
los ensayos citogenéticos son de gran utilidad para determinar el dafio genético inicial que
da lugar a una etapa neoplasica (diagnostico preventivo) (Speit, et al., 1996). Para realizar
un buen biomonitoreo se necesita contar con procedimientos precisos, sensibles y, si es

posible, faciles y rapidos.

Una técnica que cumple con los requisitos mencionados es el ensayo de micronucleos, a
través del cual se puede identificar la rotura cromosdmica y la pérdida de cromosomas en
células binucleadas (Kirsch Volders & Fenech, 2001). El ensayo de micronucleos realizado
en células bucales, exfoliadas ha resultado de gran utilidad y es minimamente invasivo y
ampliamente utilizado para controlar el dafo genético en seres humanos y en otros
organismos, con este proposito ha sido empleado desde 1980, especialmente para evidenciar
los efectos citogenicos de la exposicion ambiental y ocupacional, ademas de la interaccion
de otros factores, como el estilo de vida, deficiencias dietéticas y el efecto de algunas
enfermedades (Fenech et al., 1999). El ensayo de micronlcleos representa la citometria del
blogueo de la citocinesis, es un sistema que sirve para determinar rotura en el ADN que se
manifiesta cuando la célula se esta dividiendo durante la citocinesis, una de las dos células
resultantes puede tener un microndcleo. De esta manera, este ensayo, es un biomarcador de
la ruptura de cromosomas o bien de la incapacidad de un cromosoma completo de alinearse

en el ecuador del huso acromatico durante la metafase.

Ademas de los micronicleos, se puede identificar otras anormalidades nucleares (AN) en las
células epiteliales de la mucosa oral, las cuales suelen producirse por efecto de periodos
prolongados de induccion de lesion en el ADN, disminucion de la reparacion de la lesion, o
como consecuencia de procesos inflamatorios o necroticos. Entre las anormalidades

nucleares que pueden ser consecuencia de la exposicion a genotdxicos se ha identificado las
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siguientes: cariorrexis, cariolisis, nucleo picnotico, ndcleo lobulado, célula binucleada.
(Torrez et al, 2013). Las células con puentes nucleoplasmicos también han sido identificadas
como biomarcadores de reparacion incorrecta del ADN vy las células con nucleo lobulado,
son consideradas como biomarcadores de la eliminacién del ADN amplificado (Fenech,
2007).

A través de este trabajo se determiné el efecto genotdxico producido por la exposicién a la
gasolina, diésel y gas en las personas que se dedican al expendio de dichos productos y en el
medio ambiente, mediante pruebas de laboratorio, a través de las cuales se realiz6 la
identificacion de micronucleos y otras anormalidades nucleares en trabajadores de estaciones
de servicio, expuestos a gasolina, diésel y gas; por otro lado, y con el propdsito de explorar
el efecto de los hidrocarburos asentados en el suelo sobre otras especies, se identificaron
anormalidades cromosémicas mediante el test Allium, en células meristematicas de cebolla
(Allium cepa), se vio el efecto citostatico en raices de Lactuca sativa y se identificaron

anormalidades en celomocitos de Eisenia foetida.

2. ANTECEDENTES

La contaminacion ambiental producida por el petroleo y sus derivados ha sido estudiada por
varios investigadores, utilizando diferentes biomarcadores animales y vegetales y se ha
demostrado que afecta significativamente diversas estructuras macroscopicas Yy
microscopicas, asi como varias funciones celulares y organicas. Se infiere que un efecto
similar se produce en las personas que viven o trabajan en lugares contaminados y que un
efecto parecido se produce en los muchos tipos de vida que comparten estos ecosistemas con
el ser humano. Los siguientes son algunos ejemplos de los trabajos de investigacion que han

sido realizados para demostrar el efecto tdxico mencionado.

Arul et al., en el afio 2017 realizaron un estudio en India donde evaluaron la genotoxicidad
de la gasolina con la prueba de micronucleos en células epiteliales bucales exfoliadas de la
mucosa oral, en 50 trabajadores de estaciones de servicio y 50 trabajadores del personal
administrativo de un hospital, como grupo control. Los resultados que obtuvieron fueron que
los trabajadores presentaron una frecuencia media de micronucleos significativamente mayor

que la de los controles, concluyendo que los trabajadores de estaciones de servicio se
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encuentran en riesgo significativo de dafio citogenético y que los micronucleos son
biomarcadores Uutiles para la determinacién de exposicion ocupacional a quimicos

genotdxicos.

Shaikh et al., en el afio 2018 estudiaron las muestras de 70 trabajadores de una estacion
gasolinera y 70 hombres sanos también en la India, los trabajadores estuvieron expuestos
entre 8 a 12 horas a los vapores de la gasolina, todos los dias por un tiempo de 14 a 30 afios,
como resultado obtuvieron una alta prevalencia de todos los tipos de anormalidades
nucleares, excepto de células binucleadas, este resultado implica mayor grado de apoptosis,

necrosis y muerte celular.

Xiong et al., en el afio 2016 en China analizaron el estrés oxidativo y genotoxicidad de la
exposicion ocupacional a largo plazo a niveles bajos de benceno, tolueno, etilbenceno y
xileno (BTEX) en trabajadores de estaciones de servicio (BTEX son importantes compuestos
de la gasolina que se encuentran en niveles bajos en la atmosfera de estos centros laborales).
El estudio fue realizado en 200 trabajadores de estaciones de servicio y 52 trabajadores del
area administrativa como control, pudieron encontrar como consecuencia de la exposicion,
la reduccidn de la capacidad antioxidante y el dafio genético que generan los niveles bajos de
BTEX en los trabajadores de las areas de reabastecimiento de la estacion de servicio,

resultado que fue significativo en relacion a los trabajadores del area administrativa.

Gowdappa Doddawad et al., en el afio 2019 realizaron una investigacion en India para la
evaluacion, mediante la prueba de micronucleos, en personas que trabajan con petroleo y
que, por tanto, se encuentran expuestas a las sustancias toxicas de la mezcla de hidrocarburos
que representa el petréleo. Recolectaron muestras de 30 trabajadores de bombas de petréleo
y 30 muestras de individuos sanos como control, el resultado que obtuvieron fue que la
frecuencia de micronucleos aumento6 drasticamente en comparacion al grupo control, por lo
que se concluyd gue los trabajadores de petroleo se encuentran en riesgo laboral importante
y, por tanto, se deben tomar las medidas de bioseguridad para prevenir el desarrollo de

enfermedades de origen genético.

Aércio Maciel et al., en el afio 2019 en Brasil, estudiaron el dafio que genera el benceno en
trabajadores de estaciones de servicio, analizaron las muestras de la mucosa oral de 126

trabajadores de estaciones de servicio distribuidos en seis grupos, incluyendo los controles.
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Como resultado obtuvieron que la frecuencia de microntcleos es elevada en los trabajadores
de servicio en comparacion con los trabajadores que no se encontraron expuestos al benceno,
por lo cual la frecuencia de microndcleos fue significativamente mayor, pero la frecuencia

fue aln mas elevada en los trabajadores que consumian alcohol con regularidad.

Butt et al., en el afio 2017 realizaron una investigacion en Pakistan para analizar, mediante
la prueba de micronucleos en células epiteliales de la mucosa oral, la frecuencia de toxicidad
citogenética en trabajadores de estaciones de servicio. La poblacién estuvo compuesta por
100 trabajadores de estaciones de servicio y 100 individuos que no estuvieron expuestos a
gasolineras, como resultado obtuvo un aumento de frecuencias de diferentes tipos de
anomalias celulares. A traveés de este trabajo también se vio que incrementan la

genotoxicidad, variables como tiempo de trabajo, edad y habitos de fumar.

Mazzeo Christofoletti, en el afio 2009, realiz6 un estudio en Brasil para la evaluacion de los
efectos de sustancias citotoxicas, genotoxicas y mutagénicas, como son los BTEX, usando la
prueba de Allium cepa, evaluo el efecto en cinco concentraciones de BTEX biorremediadas
y no biorremediadas por microorganismos seleccionados de aguas residuales sin tratar de una
refineria de petroleo, encontré una reduccion significativa de las concentraciones de BTEX
en las muestras biorremediadas y pudo determinar que BTEX puede provocar dafios en el

material genético de las células de Allium cepa.

Da Silva Souza, en el afio 2010, realiz6 una investigacion en Brasil que tuvo como objetivo
investigar los efectos de la adicion de dos residuos agroindustriales, cascara de arroz y vinaza,
en la biorremediacion, genotoxicidad y mutagenicidad en suelo de cultivo de una refineria
de petroleo, usando la prueba de anomalias mitoticas y cromosomicas del test Allium, los
resultados que obtuvo mostraron una frecuencia estadisticamente significativa por la
frecuencia de puentes cromosémicos en todos los experimentos y la induccién de adherencias

y roturas cromosémicas.

Oliveira-Martins y Grisolia, en el afio 2009, también en Brasil, estudiaron la toxicidad y
genotoxicidad mediante la prueba de Allium cepa, por la cual evaluaron las aberraciones
cromosomicas, mala segregacién cromosomica y el indice mitético en las células de la raiz

de esta planta, el resultado que encontraron fue que ninguna de las muestras de aguas
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residuales fue genotoxica para la raiz de Allium cepa pero su proliferacion celular fue

inhibida significativamente principalmente con las concentraciones elevadas.

Mazzeo et al., en el afio 2011, en Brasil, evaluaron el potencial genotéxico y mutagénico de
los derivados de petréleo (BTEX), en el desarrollo de biodegradacion, mediante la prueba de
Allium cepa. Se analizaron aberraciones cromosémicas y la presencia de micronicleos en
celulas meristematicas. Como resultado obtuvieron una frecuencia significativa de
aberraciones cromosomicas y nucleares, asi como un valor significativo de puentes y roturas

cromosomicas.

Hoshina & Marin-Morales, en el afio 2009, evaluaron la calidad del agua del rio Atibaia
(Brasil) que se encuentra en un area receptora del efecto de una refineria de petréleo,
mediante las pruebas de microndcleos y aberraciones cromosémicas en Allium cepa. Para
este trabajo germinaron semillas de Allium cepa en aguas que recolectaron en cinco lugares
diferentes relacionados con la refineria, usando como control negativo agua ultra pura, los
resultados demostraron el efecto toxico del agua contaminada por la refineria, debido a que
el efluente que se encontraba mas préoximo a la refineria causé mayor numero de

micronucleos y aberraciones cromosomicas en las células meristematicas.

Morais Leme et al., en el afio 2008, también en Brasil, analizaron los mecanismos de accion
de los agentes quimicos presentes en aguas contaminadas con petrdleo en el rio Guaeca, ya
gue sus aguas se encontraban contaminadas por una fuga de un oleoducto. Utilizaron la
prueba de Allium cepa para ensayos de aberraciones cromosomicas. Los resultados que
encontraron fueron significativos por la presencia de aberraciones clastogénicas vy
aneugeénicas para las raices que fueron expuestas a las aguas contaminadas, dando lugar a la

muerte celular.

Tamada et al., en el afio 2012, realizaron una investigacion en Brasil, sobre los derivados de
biodiesel, considerandolos un riesgo ambiental cuando son desechados en suelos, debido a
que hay pruebas de toxicidad que indican que estos residuos afectan de manera brusca al
medio ambiente. Para el andlisis de fitotoxicidad utilizaron la prueba de Lactuca sativa para
analizar la germinacion de semillas en muestras de suelo contaminado, el cual realizaron en
cuatro periodos diferentes de biodegradacion en el suelo, los contaminantes en estudio fueron

el aceite de soja y biodiesel, la evaluacion de ambos contaminantes les dio como resultado
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una mayor toxicidad a medida que ocurria la biodegradacion, pero identificaron al biodiesel

como mas toxico entre ambos contaminantes.

Banks & Schultz, en el afio 2005, en Estados Unidos, compararon la germinacion de
diferentes plantas cuando son expuestas a contaminantes, entre ellas Lactuca sativa y Allium
cepa. Si bien todas las plantas fueron afectadas por el efecto tdxico, la Lactuca sativa mostro
mayor sensibilidad, probando que esta especie es idonea para pruebas de toxicidad de
germinacion en suelos contaminados por petréleo y sus derivados; sin embargo, Bamgbose
& Anderson, en el afio 2015, realizaron otro estudio en Estados Unidos con el objetivo de
conocer la fitotoxicidad de tres tipos de biodiésel de origen vegetal, para la evaluacion de la
fitotoxicidad utilizaron semillas de cuatro plantas: Lactuca sativa, Medicago sativa,
Raphanus sativus y Triticum aestivum. Se analizo la germinacion de semillas en muestras
de suelo contaminado y como resultado se evidencid la toxicidad producida por diésel y
biodiesel cuando se encontraba en altas concentraciones, lo cual produjo una germinacion
lenta. LIamo la atencidn la tolerancia a la contaminacion de Lactuca sativa, que alcanzo de
un 80 a 100%.

Cruz et al., en el afio 2014, efectuaron una investigacion en China para determinar la
biodegradacion de suelos contaminados con biodiesel, diésel y petroleo, con
microorganismos autoctonos y con la prueba de Lactuca sativa, evaluaron la fitotoxicidad en
suelo recientemente contaminado y después de 240 dias para establecer si la fitotoxicidad
persistia. Observaron que, en el suelo contaminado con biodiesel, a medida que pasa el
tiempo la fitotoxicidad se reduce; en cambio, en el suelo contaminado con petrdleo y diésel,

la contaminacion persiste.

Balseiro-Romero & Monterroso, en el afio 2014 en Espafia determinaron el efecto de suelos
contaminados con combustible sobre la germinacion, supervivencia y crecimiento temprano
de seis plantas, entre las cuales estaba Lactuca sativa. Se hall6 que la toxicidad del diésel fue
muy elevada en comparacién con la toxicidad de la gasolina y que afectd tanto a la
germinacion como a la supervivencia de las plantas. Se determind también, que el
crecimiento de las raices fue mas afectado que el crecimiento de los brotes, la biomasa

vegetal, el alargamiento y la ramificacidn, todo lo cual también resulté afectado.
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El afio 2003 Banks et al., evaluaron contaminantes tdxicos a diferentes concentraciones
durante la fitorremediacion en la base naval de Estados Unidos cuyo suelo estaba
contaminado con petréleo (diésel y aceite pesado), se estudiaron terrenos contaminados con
y sin vegetacion. El estudio se llevé a cabo por dos afios y se escogieron especies de plantas
que lograron germinar en ese terreno, al que, ademas, se habia integrado lombrices (Eisenia
foetida). Las lombrices de los terrenos con vegetacion fueron afectadas muy poco por la
contaminacién, mientras que las lombrices que se encontraban en terrenos sin vegetacion
fueron afectadas en gran manera. El efecto tdxico se determind realizando recuento de

anormalidades nucleares y evaluando la germinacion de las plantas.

Shinet al., en el afio 2005, realizaron una prueba de ecotoxicidad en Corea con Eisenia fetida
para hacer el seguimiento de la remocion del diésel y la variacion de toxicidad durante el
proceso de ozonizacion. La prueba de toxicidad en lombrices demostrd que las
concentraciones de diesel en el suelo superiores a 10.000 mg/kg causan pérdida de peso y

aumento en la frecuencia de muerte.

Liu et al., en el afio 2010, en China, evaluaron el estrés oxidativo y dafio del ADN en la
lombriz de tierra Eisenia fétida, ambos inducidos por tolueno, etilbenceno y xileno. Los tres
contaminantes llegaron a provocar estrés en sus enzimas, generando sensibilidad a los
contaminantes, ademas también se demostro dafio en el ADN por los tres contaminantes,

pero sobre todo por tolueno.

Li et al., en el afio 2020, en China, reportaron la contaminacién con petréleo del suelo,
determinada a través de Eisenia fétida. Los resultados obtenidos fueron: disminucion del
peso de las lombrices, genotoxicidad, estrés oxidativo y disminucion en la tasa de

reproduccion.

El afio 2016 Anyanwu & Semple, en Nigeria estudiaron el efecto del fenantreno y sus
analogos heterociclicos nitrogenados envejecidos, en suelos, utilizando la lombriz de tierra
Eisenia fétida. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos, homociclicos (HAP) y sus
analogos (N-HAP) se hallaron en el medio ambiente, después de su descarga producida por
actividades vinculadas con el procesamiento del petroleo. Para evaluar la ecotoxicidad se

expuso a las lombrices, a este suelo contaminado por 21 dias, después se evalud el estado de
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salud, la mortalidad y la biomasa. Concluyeron que los N-HAP son muy téxicos para Eisenia

fetida, en especial la benzo quinolina.

Bamgbose y Anderson, en el afio 2020, en Estados Unidos, evaluaron el impacto toxico de
biodiesel y diesel usando tres pruebas ecotoxicoldgicas, en una de las cuales se utiliz6
lombriz de tierra (Eisenia foetida). La prueba con las lombrices consistié en exponerlas al
suelo contaminado durante 14 dias, el resultado fue que el biodiesel es menos toxico que el
diésel porque produjo menos mortandad en las lombrices, el mayor efecto toxico del
biodiesel también se determiné a través de la pérdida de peso, enrollamiento, fragmentacion
anterior y posterior de las lombrices, liberacion excesiva del liquido celomico y disminucion

significativa de la reproduccion.

Ramadass et al., en el afio 2017, en Australia evaluaron la ecotoxicidad del suelo
contaminado con diésel utilizando lombrices (E. fétida). Tomaron en cuenta criterios de
supervivencia de las lombrices y actividad de la deshidrogenasa y la ureasa en el suelo. Como
resultado, pudieron observar anomalias morfologicas como hinchazédn y rizado del clitelo de
la lombriz, especialmente frente a concentraciones elevadas de diésel, asi mismo encontraron
un incremento significativo de deshidrogenasa (38- 58%) y de ureasa, dando a entender que
las lombrices mejoraron la actividad enzimatica en el suelo ain a expensas de su propia

integridad fisica y genética.

Los trabajos de investigacion mencionados avalan el uso de los bioindicadores elegidos para
el estudio del efecto genotoxico de los hidrocarburos en seres humanos y en otros organismos
(animales y vegetales), fue, por tanto, proposito del presente trabajo, determinar si las
condiciones medioambientales establecen una diferencia en el resultado de la exposicion a

hidrocarburos, de seres humanos, lombrices de tierra, cebolla y lechuga.

3. JUSTIFICACION

La incidencia de cancer a nivel mundial es elevada, segin GLOBOCAN alcanza a
19.292.784 millones y 9.958.133 millones de personas mueren anualmente por esta
enfermedad y mas de 25 millones de personas viven con cancer durante varios afios (Global
cancer observatory, 2022). En Bolivia, el cancer se constituye en un problema creciente, se

registran valores de 18.600 pacientes nuevos con cancer cada afio, por lo cual, esta
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enfermedad se ha vuelto uno de los problemas prioritarios de la salud publica del pais (Pérez,
2017). Segun datos del Ministerio de Salud, al afio se diagnostica 7.276 pacientes de sexo
femenino y 3.918 pacientes varones y por afio mueren 27 por ciento, la principal razén para
este alto nimero de muertes es que no se realiza una deteccion oportuna, generalmente por
falta de recursos econémicos. (La Tasa Del Padecimiento de Cancer Aumenta En Bolivia,
2018).

Las estaciones de servicio, donde se expende gasolina, diésel y gas, contribuyen
considerablemente a la contaminacién del medio ambiente y predisponen al desarrollo de
enfermedades como la citada anteriormente. Los propios trabajadores son los que estan mas
expuestos a los contaminantes, pero también otras personas que viven o trabajan en el area
proxima a las estaciones de servicio. Ademas, debido a que estos hidrocarburos contienen
genotoxicos volatiles que penetran facilmente en los tejidos de las personas que los
manipulan y se dispersan por la zona circundante, pueden dafiar a todo ser vivo (animales y
plantas) que habiten en estas zonas. La gamma de enfermedades que puede generar es muy

grande, pero una de las mas letales resulta el cancer.

Se debe tomar en cuenta que una de las causas para desarrollar cancer es estar expuesto
constantemente a sustancias genotoxicas, ejemplo de las cuales son los hidrocarburos que
pueden generar células con anormalidades nucleares y de otro tipo, estas células son

bioindicadores de riesgo de mutagénesis, a corto plazo, y carcinogenesis a largo plazo.

Por lo expuesto, el presente trabajo de investigacion tiene dos propositos: 1) evidenciar el
dafio genético que esta produciendo el expendio de gasolina, diésel y gas a las personas, que,
por razones laborales, estan expuestas constantemente y 2) determinar si la contaminacién

de la tierra circundante a las estaciones de servicios, representa riesgo genotoxico.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto genotdxico de la gasolina, diésel y gas en expendedores de estaciones de

servicio y en el medio ambiente circundante.
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4.2 Objetivos especificos

e Determinar la frecuencia y tipo de alteraciones nucleares en células epiteliales de la
mucosa oral de expendedores de gasolina, diésel y gas.

e Determinar, a través de una encuesta, qué factores personales (edad, sexo, habitos
nocivos, condiciones de trabajo) agravan el efecto genotédxico de la gasolina, diésel y gas
en expendedores.

e Establecer el potencial genotdxico del suelo contaminado por los hidrocarburos
expendidos en estaciones de servicio a través de la evaluacion de alteraciones en la
mitosis en Allium cepa y el efecto citostatico en Lactuca sativa.

e |dentificar las alteraciones nucleares producidas en lombrices (Eisenia foetida) como

consecuencia de la exposicion a suelo contaminado con gasolina, diésel y gas.

5. FUNDAMENTO TEORICO

5.1 Contaminacion ambiental

El aire atmosférico en las ciudades estd compuesto por una mezcla de contaminantes
ambientales, dia a dia se va incrementando con mayor frecuencia la contaminacién ambiental
debido a agentes quimicos, fisicos y bioldgicos, que se generan por distintos medios de
emision, tales como son las fabricas industriales, el parque automotor, los rellenos sanitarios,
la quema de basura, la radiacion, los metales pesados, los fertilizantes, etc. Estos agentes
ocasionaran diversos problemas de salud en el ser humano, que se manifiestan con signos y
sintomas variados, como por ejemplo problemas respiratorios, cefalea, y malestar general, y
aumentan la vulnerabilidad de las vias respiratorias para ser colonizadas por virus, hongos o
bacterias, dando como resultado, complicaciones en diversos sistemas y 6rganos y generando
enfermedades que pueden llegar a causar incluso la muerte de la persona. Ademas, asi como
afecta al ser humano, afecta también al ecosistema (Baquerizo, Escobar & Guaman
Chisaguano, 2018).

Uno de los tipos de contaminacion constante, es la contaminacion del suelo, debido a la
descarga de desechos industriales y municipales, al uso inapropiado de ciertos fertilizantes
quimicos y pesticidas, a aguas residuales, etc., constituyéndose por ello, en un peligro para

la seguridad alimentaria, para la salud humana y para el medio ambiente.
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Entre los contaminantes del suelo se encuentran también los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) que han sido relacionados con el aumento de la incidencia de diversos
tipos de céancer, pero especialmente con el cancer de mama (Song et al., 2017). La
contaminacién por hidrocarburos es un problema de tipo mundial porque afecta una extensa
region geogréfica en la que se incluyen suelos, lagos y rios, y, habiendo sufrido
transformaciones bioldgicas y fisicas, afecta también a los mares y a los océanos (Gonzales
Bellido, 2018).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs) forman parte de la gasolina, la mayoria de
estos componentes sufren de fotoxidacion, proceso a través del cual son liberados al medio
ambiente. Los PAHSs pueden ser cancerigenos o no dependiendo de la reaccién que tengan
con otras sustancias las cuales pueden llegar a formar sustancias altamente cancerigenas. Los
PAHSs se encuentran en el aire, en la tierra y en el agua, pero especialmente donde se libera
altas concentraciones de PAHSs es durante la combustion de fosiles, combustion de residuos
de los vertidos de petroleo, ya sea crudo o refinado. En menores cantidades también se
encuentran en el humo de cigarrillo, los alimentos cocinados a la parrilla, los alimentos

ahumados v los fritos (Mastandrea et al., 2005).

5.2 Contaminantes ambientales procedentes de estaciones de servicio
5.2.1 Gasolina

5.2.1.1 Composicion quimica

La gasolina estd compuesta por especies de hidrocarburos que se clasifican en parafinas,
isoparafinas, compuestos aromaticos, nafténicos y olefinas (Rodriguez Martinez, 2019).
Entre los compuestos nafténicos se encuentran los siguientes: nafta ligera, nafta pesada, nafta
debutanizada, nafta tratada y nafta reforzada. Las caracteristicas de la gasolina pueden variar
ligeramente dependiendo de los tipos de hidrocarburos que contiene, la composicion depende

de su origen, uso y los procesos de refinado (Encalada Cajisaca & Nauta Uzhca, 2010).

Los hidrocarburos que constituyen la mezcla compleja conocida como gasolina, son
inflamables y volatiles, derivados del petrdleo crudo, estos hidrocarburos son de dos tipos,
los alifaticos que se caracterizan por tener un nimero de carbonos entre 4 y12 y entre los

aromaticos estan el benceno, tolueno, etilbenceno, y xilenos isoméricos (BTEX), estos
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compuestos se caracterizan por su elevada toxicidad. (Silva et al., 2009; Poveda Paredes &
Chavez Diaz, 2016). Los compuestos monoaromaticos se encuentran en una baja cantidad,
entre 0,12 a 3,5 %, el naftaleno entre 0,09 a 0,49 %y el que se encuentra en porcentajes altos
es el tolueno, que alcanza hasta 21,8%, pero, en general, los BTEX se encuentran en altas

concentraciones en la gasolina (Lesser & Saval, 2001; Boluda et al., 2019).

En afios anteriores solia utilizarse el plomo como antidetonante, pero la Agencia de
Regulacion y Control Hidrocarburifero (ARCH) prohibi6 su uso debido a que es un elemento
agresivo para la salud; sin embargo, no se tiene certeza de que la gasolina actualmente

comercializada no contenga este metal (Poveda Paredes & Chavez Diaz, 2016).

5.2.1.2 Metabolismo de los componentes de la gasolina

El metabolismo de estos componentes requiere de un proceso de activacion metabolica, que
principalmente se produce a través de monooxigenasas, entre las cuales es clave la funcion
del citocromo P450. Los genes que codifican a las enzimas que participan en estas rutas, son
muy polimdrficos, debido a que se evidencio que su actividad y la inducibilidad de las
enzimas es diferente de una persona a otra. Estas enzimas tratan de volver hidrosolubles a
los diferentes xenobidticos para eliminarlos del organismo, pero, en este proceso, los activan,
transformandolos en procarcindgenos. La CYP1A1 es uno de los principales citocromos que
participa de la primera fase de la ruta metabdlica de eliminacion de hidrocarburos aromaticos
policiclicos del benzopireno. Se considera que, en la poblacion de raza blanca, un 10% tiene
un mayor riesgo de padecer cancer de pulmon entre el grupo de fumadores debido a que la
enzima, por ser altamente inducible, puede generar mas facilmente procarcindgenos. Las
personas que estan expuestas a componentes de la gasolina o sus derivados y fuman, pero
tienen un genotipo de CYP1AL que es altamente inducible, generan un riesgo mayor a

desarrollar cancer de pulmon.

La enzima glutation S-transferasa (GST) participa activamente en la detoxificacion
ocasionada por los hidrocarburos aromaticos policiclicos, pero se ha encontrado que en un
50% de personas de raza blanca, existe una delecion en el gen que codifica esta proteina,
predisponiendo al desarrollo de cancer de pulmén y vejiga, principalmente en personas

expuestas a hidrocarburos y mas adn si también lo estan al humo del tabaco.
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No todas las variaciones en la activacion de los carcindgenos o en el proceso de
detoxificacion tienen como base central la genética, también existen otros factores de riesgo
como la edad, la alimentacidn, el sexo, estos factores y otros determinan que los carcin6genos
actien por la acumulacion de distintos agentes toxicos (Ordofiez Leon, 2013), que son
catalizados por enzimas de familia del citocromo p450 (CYP) y de otras enzimas que acttan
en la segunda fase de la ruta de degradacion de xenobiéticos, entre ellas la glutation S-
transferasas (GST). Estas enzimas estan implicadas en la respuesta adaptativa al ataque de
sustancias toxicas ya que son encargadas de desintoxicar de mutadgenos como son los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, las nitrosamidas, los fenoles, el cloroformo, el
nitrocloroetileno, el benceno, el tolueno y otros disolventes organicos. Los cuales son

marcadores de susceptibilidad (Torres et al., 2008).

Cuando los genes de las enzimas mencionadas sufren mutaciones en el momento de la
divisidn o antes, si no son reparados, las celulas hijas son portadoras de esta mutacion, segin
la teoria de la clonacion, esto favorece la formacion de células cancerosas. Por lo general, los
genes supresores de tumores se encargan de reparar el dafio antes de que se forme un clon
mutante, evitando, de esta manera, la posibilidad de cancer, al inhibir la proliferacion celular
excesiva; sin embargo, cuando el gen supresor de tumores sufre una lesiébn o mutacion,
aumenta la probabilidad de la formacidn de tumores, debido a que un gen supresor tumoral
alterado tiene caracteristicas similares de un oncogén. Las enzimas involucradas en el
proceso de desintoxicacion de compuestos quimicos como lo son glutation -S-transferasa y
algunas isoenzimas de citocromo p450, también pueden sufrir alteraciones estructurales y
funcionales, dando lugar a inestabilidad genémica que puede coadyuvar en el desarrollo de
neoplasias. Se debe tomar en cuenta también que la acumulacion de mutaciones en las células
germinales puede generar enfermedades hereditarias; por otro lado, si existe dicha
acumulacion en células somaticas, se favorece el desarrollo de cancer (Zuluaga Quintero et
al., 2009).

Los genotdxicos tienen distintos mecanismos de accion que pueden ser clasificados como
intrinsecos, por ejemplo, el estrés oxidativo, o extrinseco como la radiacion solar, este
proceso ademas es influido estrechamente por el estilo de vida de la persona y el entorno que

lo rodea. Entre los componentes con mayor actividad genotdxica de la gasolina se encuentran
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los hidrocarburos aromaticos policiclicos, los cuales producen diversos tipos de enfermedad
debido a que tienen una marcada actividad citotoxica, mutagénica y carcinogénica, este tipo
de sustancias ocasiona el desarrollo de estrés oxidativo el cual afecta directamente al ADN y
a sus mecanismos de reparacion; en el DNA produce rompimiento de una o de las dos hebras,
cuando el dafio afecta a los cinetocoros, un cromosoma entero puede quedar excluido del
conjunto que se procesa durante la mitosis, pero también existe la posibilidad de que se
produzca rotura de un fragmento de cromosoma, en ambos casos, una de las células tendra
un microndcleo cuyo tamafio depende de su origen . Por otro lado, también se pueden
producir otro tipo de anormalidades nucleares, como consecuencia de puentes de anafase
dando lugar a la formacion de micronicleos y otras anormalidades nucleares que son
consecuencia de procesos inflamatorios, asi como dafio de la integridad de las membranas

celulares y alteracion de la estructura y funcion enzimatica. (Aguilar De Prada, 2019).

5.2.1.3 Potencial toxico de la gasolina

Todos los componentes de la gasolina representan un riesgo para la salud de los trabajadores,
pero se ha establecido mayor evidencia de actividad toxica en los hidrocarburos alifaticos, el
plomo, el benceno y los derivados. La alta exposicion a estos compuestos, la carencia de
proteccion y las largas jornadas de trabajo predisponen el desarrollo de muchas
enfermedades, incluso cuando la exposicion es baja pero constante, se ha establecido que

representa un riesgo para la salud.

Los efectos de la exposicion constante a la gasolina se relacionan principalmente con hipoxia,
asma, lesiones pulmonares que, a la larga, dan origen a problemas respiratorios, bronquitis,
tos cronica defectos en la sintesis de hemoglobina, anemia, nefropatias, abortos, dafio
cerebral y pueden contribuir a la formacion de tumores y leucemias (Poveda Paredes &
Chavez Diaz, 2016). Por otro lado, también se ha demostrado que ocasionan efectos toxicos
en la piel, especialmente dermatitis aguda y cronica que se manifiesta con irritacion,
resequedad, ardor, edema, grietas que pueden infectarse rapidamente y también se produce
despigmentacién. Los componentes de la gasolina irritan los ojos, generando un lagrimeo
constante, fotofobia, edema en los parpados e hiperemia conjuntival (Mastandrea et al.,
2005).
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5.2.1.4 Componentes altamente toxicos de la gasolina

Entre los componentes altamente tdxicos de la gasolina se encuentran el benceno, tolueno,
xileno (BTX) que son compuestos volatiles que corresponden al grupo de los hidrocarburos
aromaticos, estos compuestos suelen encontrarse en estado de vapor a temperatura ambiente
y son insolubles en agua, pero son solubles en compuestos organicos, son considerados como
contaminantes del medio ambiente y altamente toxicos debido al dafio directo que puede
causar sobre el DNA y sobre otras biomoléculas y a la formacion de metabolitos toxicos

como efecto del proceso metabdlico dentro de los seres vivos. (Garcia Zarate, 2013).

5.2.1.4.1 Benceno

El benceno es un componente altamente toxico que es liberado al medio ambiente por medio
de los vapores de los escapes de los autos y la evaporizacion del combustible, pero, la
liberacion del benceno va acompariada también de la liberacion de sus derivados (Boluada et
al., 2019). El benceno es utilizado como producto intermedio de otros productos quimicos
como son el etilbenceno, cumeno, ciclohexano, nitrobenceno, etcétera. También se lo puede

encontrar en detergentes, plaguicidas e incendios forestales. (Garcia Zarate, 2013).

Se ha demostrado que el benceno genera mucho dafio genético, clasificAndose, por tanto,
como un mutageno. El benceno ocasiona el desgaste de la medula 6sea y dafio hematologico,
originando, por tanto, anemia aplasica, leucemia y mieloma multiple (Ortiz Caicedo, 2021).
Ademas, puede dar origen a ciertos sitios neoplasicos debido a la presencia de radicales de
oxigeno que son los responsables de la toxicidad, las moléculas reguladoras deben actuar con
cuidado antes de generar cambios ante la exposicion a este agente quimico (Yardley-Jones
etal., 1991).

El metabolismo del benceno es complejo, se producen conjugados de glucuronido y sulfato
de fenol, quinol, catecol, acido L-fenilmercaptdrico y muconaldehido y acido trans, trans-
muconico por escision del anillo. El quinol se llega a oxidar a p-benzoquinona, el cual se une
a componentes celulares vitales o bien sufre ciclos rédox dando lugar a radicales libres de

oxigeno (Yardley-Jones et al., 1991).
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GRAFICO 1. Metabolismo del benceno.
Fuente: Ministerio de trabajo y asuntos sociales Espafia
El muconaldehido y la p-benzoguinona que son téxicos, se conjugan con el glutation,

ocasionando el decaimiento de esta molécula a nivel intracelular.

5.2.1.4.2 Tolueno

El tolueno, otro componente de la gasolina, es menos toxico que el benceno debido a que su
composicion es elevada de octanos (Boluada et al., 2019). El tolueno se incorpora a los
combustibles como antidetonante, tiene también la utilidad de disolver pinturas,
revestimientos, hule, resinas, etc., (Garcia Zarate, 2013). El tolueno, cuando ingresa al
organismo, se acumula en el tejido adiposo, produciendo temblores, ataxia, dafio a nivel

hepatico, alteracion del comportamiento hepatico, etc. (Ortiz Caicedo, 2021).

5.2.1.4.3 Xileno

El xileno es un liquido incoloro e inflamable con un olor muy parecido al tolueno, se
encuentra en los gases de coque, tiene gran importancia en el funcionamiento de motores,
por lo cual se considera que seria ventajoso elevar el contenido de xileno en la gasolina, en
la cual, actualmente, se encuentra en baja proporcion. Cuando el xileno, que en condiciones
normales se encuentra al estado gaseoso, es inhalado, puede producir dolor de cabeza,

nauseas y malestar general (Garcia Zarate, 2013).

27



La organizacion mundial de la salud (OMS) inform6 que hay elevados niveles de mortalidad
por contaminantes ambientales, es asi que mas de 7 millones de personas perdieron la vida
por la exposicion a estos componentes toxicos que son, a la vez, contaminantes ambientales,
altamente riesgosos para la salud. Cabe sefialar que estos compuestos son inhalados y
posteriormente expulsados por la nariz, son metabolizados por el higado y desechados por
via renal, lo cual depende del metabolismo de cada persona y da lugar a otros metabolitos
que, en algunos casos, resultan mas toxicos. Los dafios que ocasionan a la salud se producen
cuando en el medio ambiente se encuentran en una concentracion elevada, lo cual, ademas,

se relaciona con la reduccion parcial de oxigeno (Ortiz Caicedo, 2021).

5.2.2 Diésel

El Diésel es conocido como “gasdleo” o “gasoil”, es un hidrocarburo liquido que se obtiene
principalmente de la destilacion del petroleo. Es empleado como combustible en motores de
combustion, tiene una relacion C/H muy alta y quema muy lentamente (Cortés Del Pino,
2014).

El diésel es un hidrocarburo que integra compuestos parafinicos, naftalénicos y aromaticos,
que se encuentran en los carbonos C10 y C20 (Zarate, 2014), ademas tienen una alta
concentracion de cicloalcanos e hidrocarburos arométicos policiclicos (Celis Huaiquilaf,
2009). Se estima que el diésel es un hidrocarburo de fraccion media, lo cual se debe a la
refinacion del petréleo que se somete a una temperatura 280 a 380°C, ademas que estan
incluidos compuestos con cadena de 10C a 18C. Tiene como contaminante al azufre, por lo
cual, en el proceso de la combustion, da lugar al éxido de azufre que, al interactuar con la
humedad del aire, se va a transformar en acido sulfurico. Asi mismo contiene nitrégeno que
se libera como 6xido nitroso, tanto este 6xido como el 6xido de azufre son componentes
principales de la lluvia acida (Zarate, 2014). El indice cetano cuantifica la cantidad de azufre
en el momento de la, a menor cantidad de azufre el diésel es mas puro y es menos

contaminante (Zarate, 2014).

La combustion del diésel a elevadas temperaturas da lugar a un material particulado
carbonoso que produce éxido nitroso (NOX) por la reaccion del oxigeno molecular con el

nitrégeno molecular en el aire (Drumm et al., 2014).
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5.2.3 Gas Natural Vehicular (GNV)

Su composicién quimica es metano al 80 a 90%, asimismo contiene otros gases como etano
(4 a 10%), propano (2 a 3%), butano (0.5 a 2%), nitrdgeno (0.5 a 6.5 %), didxido de carbono
(< 1.5% ), ademés que contiene impurezas como vapor de agua Y tiene trazas de sustancias
mas pesadas como mercaptanos, gases nobles, etc. (Alvarez Borrero & Jaramillo Chamba,
2016).

Los derivados del azufre son depurados hasta concentraciones muy bajas para evitar la
corrosion, formacién de olores y emisiones de diéxido de azufre tras su combustion (Lopez
Chalarca, 2013). En Bolivia el gas natural se produce libre de compuestos sulfurosos, es por

ello que se conoce como gas dulce (NUfiez et al., 2012).

5.2.4 Gas licuado de petroleo (GLP)

El gas licuado de petroleo (GLP) es una mezcla de hidrocarburos en la que los componentes
principales son el propano, butano, isobutano, propileno y butenos. Mas comiunmente este
término se aplica a mezclas de propano y butano, asimismo contienen componentes livianos

como ser etanos y pesados como pentanos (Martinez Fernandez, 2006).

EL GLP es una mezcla de aproximadamente 30.1% de propano-propilenos (C3H8), 67.4%
de butano-butilenos, 2.1% de pentanos y 0.4% de etano. Estos gases se manejan en forma
liquida y, por lo tanto, es un conjunto de gases licuados de petroleo (Di Pelino et al., 2002).
El uso de GLP tiene ciertas ventajas, debido a que es un combustible de facil acceso,
transporte y almacenamiento en comparacion a otros gases como el gas natural vehicular y
otros combustibles. Se extrae a partir de corrientes de petréleo crudo y gas natural, la
produccidn puede ser de tres origenes: 1) de gas natural a partir de un depaésito de gas, 2) de
gas e hidrocarburos liquidos livianos desde un yacimiento de gas condensado o 3) de petrdleo

crudo y gas de un yacimiento combinado de petroleo y gas (Silva Leal, 2014).

Los derivados de petroleo mencionados pueden ocasionar distintos tipos de enfermedades y
dafio a la salud de personas que estan constantemente expuestas, por ejemplo, de los
trabajadores de estaciones de servicio. El dafio mencionado se manifiesta después que se ha
producido cambios en el equilibrio fisiologico del cuerpo, a través de un aumento de la

sensibilidad a otros agentes quimicos, que al ser inhalados en forma de vapores dan lugar al
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inicio a varias enfermedades. El dafio se inicia en el sistema respiratorio, continua en el
sistema digestivo, sistema circulatorio y sistema nervioso (Cacoango Vacacela & Guaméan
Mocha, 2016).

5.3 Genotoxicidad en células humanas y en otros organismos

La genotoxicidad producida por contaminantes ambientales puede ser determinada
empleando una gran cantidad de bioindicadores. En el ser humano, el estudio microscopico
de los nucleos celulares es una alternativa facil, rapida, accesible y econémica que permite,
incluso, predecir el posible desarrollo de enfermedades neoplésicas. Al mismo tiempo, suelen
ser utilizados muchos otros organismos, tanto animales como vegetales con el propdsito de

determinar alteraciones morfoldgicas o fisioldgicas, al comparar con grupos control.

Existe diverso tipo de anormalidades nucleares, cuyo origen puede ser una respuesta a
agentes genotoxicos, clatogenicos o aneuploidégenos o a un proceso inflamatorio. En el
primer caso, los mecanismos de reparacion de las células son incapaces de corregir la rotura
del DNA, mientras que el proceso inflamatorio puede causar varias alteraciones morfologicas

celulares tendientes a eliminar rapidamente a la célula que se encuentra dafiada.

Las anormalidades nucleares tienen diferente origen, algunas son producto de inestabilidad
gendmica, la mutacién en un gen puede dar origen a nuevas mutaciones generando dafio al
ADN. Existe dos tipos de inestabilidad gendmica: 1) inestabilidad microsatélital, que son
cambios de nucledtidos y 2) la inestabilidad cromosomal, que es debida a las anormalidades
nucleares. En cualquiera de los casos mencionados se puede generar, posteriormente,
enfermedades como ser el cancer (Valdespino-Gomez & Valdespino-Castillo, 2010).

El estudio microscopico de las anormalidades nucleares es utilizado con frecuencia, es,
ademas, muy aceptado por ser inocuo y minimamente invasivo para el monitoreo del dafio
genético en poblaciones que se encuentran en riesgo. Esta técnica sirve cuantificar las
anomalidades nucleares (Flores-Garcia et al., 2018), las cuales suelen ser utilizadas como
indicadores del dafio al ADN, citotoxicidad y muerte celular, ya que, como consecuencia de
la exposicion a genotoxicos se produce alteraciones en la morfologia de la células,
especialmente en el nucleo. Las anormalidades nucleares son: microndcleos, cariorrexis,

cariolisis, células binucleadas, ncleo picnotico y cromatina condensada.
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Diversos eventos de dafio genético pueden ser deducidos por la presencia de anormalidades

nucleares:

e La presencia de mayor cantidad de micronucleos y nucleos lobulados es un indicador
de dafio en el ADN.

e La presencia de varias células binucleadas se debe a defectos en la citocinesis.

e Indica muerte celular, la presencia de células con cromatina condensada, cariorrexis,
ndcleo picnotico y cariolisis.

e Caracteriza a la necrosis la presencia de células con nucleo picnético, cromatina
condensada, cariorrexis y cariolisis.

e vy las células que indican dafio celular contienen nucleo picnético y cromatina

condensada (Torres-Bugarin & Ramos-Ibarra, 2013).

5.3.1 Micronucleos

5.3.1.1 Formacién de micronucleos

La formacion de los micronucleos se realiza a partir de la division celular el material genético
que esta en el ndcleo, el cual se replica y divide equitativamente durante la mitosis
produciendo, como resultado, a dos células hijas idénticas. Diversos factores intervienen en
este proceso en forma negativa, por ejemplo, los errores en la replicacion, roturas
cromosomicas y efectos genotoxicos, el resultado es la division no equitativa del material
genético y la pérdida de un fragmento cromosémico o0 un cromosoma entero, este material
nuclear que se separa, queda rezagado en el nicleo de la célula hija, y da lugar a la formacion
a un nuevo nucleo de menor tamafio que el principal el cual es Ilamado micronucleo, cuyo
tamafio varia de 1/16 a 1/33 del tamafio del nlcleo dependiendo de su origen (Gonzalez
Martinez & Solano Mora, 2013) los micronucleos son anomalias nucleares ocasionadas por
sustancias genotdxicas, son una masa de cromatina que se encuentra de forma redonda u
ovalada, son fragmentos y cromosomas enteros rezagados que se origina en la transicion de

la metafase- anafase de la mitosis (P.A. et al., 2017).
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GRAFICO 2. Esquema de formacion de microndcleos.
Fuente: https://www.researchgate.net/fiqgure/Fiqura-2-Esquema-de-formacao-de-micronucleos-
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Los micronucleos se producen como consecuencia de la fragmentacién de un brazo
cromosomico o pueden llegar a formarse por mutaciones en los genes que codifican las
proteinas del cinetocoro, o huso acromatico dando lugar a cromosomas rezagados, que no
lograron incorporarse al nlcleo de las células hijas. Ambos eventos dan lugar a nucleos
pequefios (Kirsch Volders & Fenech, 2001).

5.3.1.2 Prueba de micronucleos

Para determinar dafio en el DNA se utilizan diversos biomarcadores, entre estos se encuentra
la prueba que evidencia la presencia de microntcleos por microscopia. Se puede utilizar
cualquier tipo de célula nucleada procedente de un organismo que haya sido expuesto a
genotdxicos; sin embargo, el uso de las células exfoliadas de la mucosa yugal tiene muchas
ventajas, por ejemplo, que son facilmente afectadas por los contaminantes ambientales, por
lo que permiten identificar y evaluar los factores de riesgo que son asociados a diversas
enfermedades, ya que, aproximadamente el 90% de los canceres tienen origen epitelial. El
tejido epitelial es idoneo para la identificacion de anomalias nucleares, debido a que el dafio
en el ADN sucede, con mayor facilidad, en células de la capa basal (Rey-Henao et al., 2020).
El epitelio oral se conserva en una renovacion celular continua en la cual las células nuevas
que se producen en la mitosis de la capa basal, migran a la superficie para sustituir a las
células que se desprenden, debido a lo cual, la mucosa estd compuesta por poblaciones de

células progenitoras y en maduracion (Celik et al., 2003).

La prueba de micronucleos es una alternativa 6ptima para el seguimiento del dafio genético
en poblaciones, ademas es clara, precisa, confiable, efectiva, rapida y sencilla y no necesita
de cultivos celulares (Torres Bugarin & Carillo Gomez, Catherine Scarlett Armijo Gomez,
2019). La técnica de micronucleos es de mucha utilidad debido a su alta confiabilidad para
la deteccidn de dafio genotoxico e inestabilidad gendmica en humanos (Flores-Garcia et al.,
2018).

5.3.2 Células binucleadas

Las células binucleadas poseen dos nucleos principales, por lo general estos nicleos se
encuentran muy cercanos o incluso juntos, tienen una misma morfologia y se tifien igual, son

muy parecidos a un nacleo normal (Castro et al., 2004).
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Al finalizar la mitosis se produce la cariocinesis (separacion de los nlcleos de las células
hijas) pero el citoplasma no se divide. Cuando la célula binucleada pertenece a un epitelio de
revestimiento, es excluida del tejido, pero si se trata de una célula epitelial basal, ambos
nlcleos de la célula binucleada ingresaran a una nueva mitosis al mismo tiempo, entonces
cuando se desintegran las membranas nucleares, simultdneamente los cromosomas de ambos
nacleos quedan incorporados en el mismo huso, por lo cual son atraidos juntos, de manera
que cuando se concluye la castromitosis, existen dos células con material genético duplicado,
0 bien, una célula tetraploide, si se produce el fenémeno de interrupcion de la citocinesis

(Torres-Bugarin & Ramos-Ibarra, 2013).

5.3.3 Cariorrexis

También es conocida como desintegracion nuclear. Para la formacion de esta anormalidad
nuclear, la membrana del ndcleo desaparece y la cromatina se observa condensada en grupos
que, paulatinamente se van haciendo mas pequefios a medida que el nucleo se va

desintegrando (Flores-Garcia et al., 2018; Torres-Bugarin et al., 2013).

5.3.4 Cariolisis

Las celulas con caridlisis son conocidos como nucleos fantasmas porque son nucleos
completamente vacios, existe una ausencia total del ADN, por lo tanto, no se consideran
nucleos verdaderos (Torres-bugarin et al., 2013). En estas células en las que se ha producido
disolucion nuclear, la membrana nuclear se conserva (Castro et al., 2004), es probable que
represente una etapa muy avanzada en el proceso de muerte celular. Cuando existe
correlacién entre células picnoéticas y células con caridlisis, esto parece indicar que las células
con caridlisis proceden de células con cromatina condensada, o indirectamente, de células

picnoticas (Torres-Bugarin & Ramos-lbarra, 2013).
5.3.5 Ndcleo lobulado

Este tipo de nucleo es conocido también como prolongacion nuclear o “broken eggs” (huevo
quebrado). La forma del nacleo se caracteriza por la presencia de una protuberancia de
tamafio variable (Castro et al., 2004) que, en el lugar de unién al nucleo presenta una
constriccidn, parece estar relacionado con un proceso de eliminacion de material nuclear por

gemacion, por lo cual también son conocidas como “nuclear buds” (brotes nucleares). El
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I6bulo posee las mimas caracteristicas del nicleo, del cual difiere inicamente en el tamafio,
tiene entre ¥ a 1/3 del tamafio del nlcleo. Algunos investigadores consideran a los nucleos
lobulados presentes en linfocitos como indicadores de genotoxicidad, pero en las células
exfoliadas de la mucosa oral, su rol no esta dilucidado, debido a que habitualmente en
diversas enfermedad aparecen vinculadas con mayor frecuencia a los microntcleos y no a las
células con nucleo lobulado y se especula que posiblemente estén relacionados con procesos
degenerativos de la primera capa de células epiteliales (Torres-Bugarin & Ramos-Ibarra,
2013).

5.3.6 Nducleo picnético

El ndcleo picnético es un nlcleo pequefio, con una alta concentracion de material nuclear
que es uniforme pero intensamente tefiido, su tamafio aproximado es de 1/3 del tamafio del
nacleo (Torres-bugarin et al., 2013). Probablemente el nicleo picnotico se forma como

respuesta a una lesion o dafo celular (Torres-Bugarin & Ramos-Ibarra, 2013).

5.4 Allium cepa

Allium cepa es el nombre cientifico de la cebolla, es una planta herbacea, anual, bienal o
perenne, forma parte de la familia Liliaceae. Es una planta que se caracteriza por ser de
pequefia altura, que esta compuesto por un tallo aplanado del cual proceden, por debajo, las
raices y por encima, las hojas que, inicialmente son carnosas y de color claro, lo cual forma
el bulbo. EI olor y sabor que son caracteristicos de esta especie, se deben a productos

azufrados, los cuales son liberados cuando se destruye a sus células.

El sistema radicular es fasciculado, las raices son abundantes, cortas, blancas y tienen muy
pocas ramificaciones. El bulbo es globoso, elipsoideo o aplanado, a partir del cual contintan
las hojas que son largas y cilindricas. Las flores, agrupadas en umbelas, son pequefias y de

color claro (InfoAgro, sf).
54.1 Test Allium

Los ensayos biologicos, como el test Allium, son valiosos para la evaluacién del efecto toxico
a nivel ambiental porque brindan gran cantidad de ventajas para el analisis ecotoxicologico.
Estos bioensayos son herramientas simples, rapidas, econémicas, en las que se utilizan

plantas de facil disponibilidad, de preferencia que tengan una germinacion rapida, tal como
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ocurre con la cebolla (Allium cepa). El dafio provocado por un agente genotoxico da lugar a
mutaciones cromosomicas del &pice radicular de la cebolla, debido a la alta sensibilidad de
las raices de esta especie para la deteccidn de sustancias nocivas tanto para la salud del ser
humano como para el ecosistema, ademas la prueba permite evaluar distintas concentraciones
y tiempos de exposicion (Urteaga & Lallana, 2005; Caritad & Marin-Morales, 2008). El test
Allium es reconocido como un modelo genético cuantitativamente favorable para detectar la
toxicidad de las aguas residuales industriales, aguas de rios y suelos contaminados, asi como
también para realizar un seguimiento cuando se realiza tratamiento de descontaminacion de

suelos (Munawar et al., 2019).

5.5 Eisenia fétida

Esta formada por un cuerpo blando, cilindrico, largo, de 15 a 25 cm, el cual presenta
segmentos debido a anillos transversales que ayudan a que se dilate y contraiga. Por lo
general, el cuerpo de la lombriz es himedo, cualidad que ayuda a la respiracion cutanea. El
color de la lombriz de la lombriz depende de la especie, varia entre marron claro, violeta,
rosa palido, amarillo y rojo brillante. El cuerpo de algunas lombrices presenta sedas, pelos o
quetas, que son estructuras que se usan para ayudar al transporte. En uno de los extremos se
encuentra la cabeza que no posee 0jos, dientes, ni orejas, pero tienen una piel muy sensible
a la luz, por lo cual, tienden a tener fotofobia. Existe unos orificios en la superficie del cuerpo
que son los genitales, que, ademas son excretores. El segmento mas ancho se llama clitelo y

esta relacionado con la funcion de reproduccién. (Animales Itonids, 2022, Ibafiez, 2011).
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GRAFICO 3. Morfologia de la lombriz de tierra.
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Fuente: Rodriguez Galvez

GRAFICO 4.  Anatomia y fisiologia de la lombriz roja californiana.
Fuente: https://jolocado.wordpress.com/2011

La pared exterior del cuerpo de la lombriz esta revestida por una membrana delgada y
transparente llamada “mucus” cuya composicion es nitrégeno, por lo cual es un importante
nutriente para las plantas, el Gltimo segmento es el pigidio conocido también como ano
(Animales Itonids, 2022).
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El cuerpo posee una cavidad llamada celoma, el cual constituye un espacio comprendido
entre la pared externa y el aparato digestivo, en el interior se encuentra un liquido muy
parecido al producido por el pancreas. El liquido celomico contiene celomocitos que tienen
una funcion analoga a los leucocitos de los vertebrados, por tanto, son células de defensa. El
liquido celémico tiene varias funciones debido a la presencia de enzimas proteoliticas,
hemoliticas, antibacteriales, aglutinantes y citotdxicas, una de las proteinas excretadas en este
compartimiento, es, por ejemplo, la lisenina que ocasiona la lisis de las células extrafias
(Animales Itonids, 2022; Maldonado Godina, 2011; Claros Guzman, 2015).

5.5.1 Ensayos con Eisenia fetida

Existe una diversidad grande de sustancias quimicas que contaminan el suelo y producen
efectos toxicos en los organismos que habitan este tipo de ecosistema, como consecuencia,

se producen cambios en la diversidad, poblacién y actividad de los organismos del suelo. La
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evaluacion de la contaminacion del suelo se realiza con especies que son consideradas como
“centinelas”, son diverso tipo de lombrices de tierra como Eisenia fétida, Eisenia andrei,
Lombricus terrestris, etc. La mayoria de las lombrices de tierra degradan compuestos
orgénicos disminuyendo los posibles efectos toxicos para el entorno bidtico (Singh &
Kalamdhad, 2016), por lo cual estas especies son consideradas Utiles en biorremediacion, por
ejemplo, Eisenia fetida es til para la mejora de suelos afectados por petrdleo; sin embargo,
la lombriz desarrolla anomalias nucleares que son consecuencia de dafio en su ADN, las
principales anormalidades nucleares que se ha encontrado por efecto del petréleo han sido
los microndcleos (Martinkosky et al., 2017). Las lombrices de tierra, por su capacidad
detritivora, la habilidad de absorcion de su tegumento y su alta frecuencia en casi cualquier
tipo de terreno, constituyen un muy buen bioindicador para evaluar las alteraciones de los

ecosistemas o hacer ensayos en el laboratorio (Neuhauser et al., 1985).

5.6 Lactuca sativa

Lechuga es el nombre comun de Lactuca sativa, esta es una planta pertenece a la familia
Compositae, se compone de: raiz, hojas, tallo, inflorescencia y semillas. La raiz tiene un
tamafo que no sobrepasa los 25 cm de profundidad es pivotante corta y poco ramificada; las
hojas son de formas variadas, el borde de los limbos es ondulado o liso. El tallo suele tener
forma cilindrica y con varias ramificaciones. Las flores forman una inflorescencia de flores
amarillas ya sea en racimos o corimbos y las semillas se encuentran en un vilano plumoso
(Valdivia & Almanza, 2016).

5.6.1 Ensayos con Lactuca sativa

Como muchos otros organismos, las lechugas son afectadas por la contaminacion ambiental,
especialmente por fumigaciones, son muy vulnerables a los plaguicidas de manera directa o
indirecta, razon por la cual se las usa como bioindicadores de toxicos ambientales (Manrique
et al., 2011). Los ensayos de toxicidad que se basan en la germinacion de semillas y la
elongacion radicular, se pueden realizar con distintas especies de plantas, estas técnicas son
econdmicas, accesibles, relativamente rapidas y se puede obtener informacion sobre el efecto
que esta causando un toxico en especies vegetales, estos estudios pueden ser realizados en el
ambiente que se necesita evaluar, en condiciones ya establecidas, o en forma experimental

modificando las condiciones ambientales: concentracion de la sustancia toxica, tiempo de
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exposicion, interferencia de factores ambientales como la luz, temperatura, etc. (Rodriguez
Romero et al., 2014)

Los bioensayos de toxicidad con semillas de lechuga son considerados como pruebas de
toxicidad aguda, a través de los cuales se puede evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos
toxicos solubles puros, aguas residuales industriales y domesticas, lixiviados de suelos,
sedimentos u otras materias solidas. La evaluacion consiste en establecer el poder, de la
sustancia a evaluar, de inhibir la germinacién y la elongacion de la radicula y el hipocétilo
(Sobrero & Ronco, 2004), la ventaja de Lactuca sativa es su capacidad de sobrevivir en
ambientes que contienen ciertas concentraciones de sustancias toxicas, es por ello que esta
especie es considerada como un buen bioindicador, muy sensible a contaminantes

ambientales (Romero Gomez & Prieto Zapata, 2014).

6. DISENO METODOLOGICO

En el presente trabajo se ha considerado dos areas: 1) El efecto de contaminantes
atmosféricos en trabajadores de estaciones de servicio y 2) EIl efecto del suelo, de estos

centros de trabajo, sobre lombrices de tierra, cebolla y lechuga.

6.1 Tipo de estudio:
Transversal, correlacional, experimental, descriptivo.

6.2 Lugares de toma de muestra
Debido a la aceptacion de los duefios y el personal para la realizacion de este trabajo, las

muestras fueron tomadas en las siguientes estaciones de servicio:

1) Estacion de servicios Mundial, ubicada en la autovia La Paz — Oruro, en la zona de
Ventilla de la ciudad de El Alto.

2) Estacidn de servicio San Sebastian, ubicada en la autovia La Paz — Oruro, en la zona
Senkata de la ciudad de EIl Alto.

3) Estacién de servicio Petroal, ubicada en la avenida Ladislao Cabrera, Carretera a
Viacha de la ciudad de EI Alto.

4) Estacion de servicio Las Rosas, ubicada en la Av. Ladislao Cabrera, Viacha, El Alto.
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6.3 Recoleccion de muestras de mucosa yugal y datos de voluntarios

En las mencionadas estaciones de servicios se obtuvo células de descamacion de la mucosa
yugal de 60 expendedores de combustibles, que hayan cumplido con los criterios de inclusion
y que hayan estado de acuerdo en participar como voluntarios. A estas personas también se
les hizo una encuesta, previa firma del consentimiento informado (anexos 1 y 2). EI mismo
tipo de muestra fue tomada a otro grupo de 60 voluntarios, de ambos sexos, que no habian
estado expuestos a factores de riesgo para el desarrollo de anormalidades nucleares. La edad

de este grupo de personas esta comprendida los 18 y los 33 afios.

El procedimiento para la seleccién de los voluntarios, recoleccién de datos y toma de
muestra, fue el siguiente: Se explicd acerca del trabajo de investigacion, se solicit6 la firma
del consentimiento informado, despues de lo cual se procedié a realizar la encuesta.
Finalmente, para la toma de muestra, se solicitd el enjuague de la boca con agua a fin de
eliminar artefactos que pudieran interferir en la identificacion de caracteristicas de los
nucleos celulares. Con las muestras asi obtenidas se realizé un frotis en un portaobjetos, que

fue fijado con fijador de cabello.
Cabe aclarar que se consideraron los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

e Criterios de inclusion: Expendedores de gasolina, diésel y gas de ambos sexos y de
cualquier edad, que accedan a participar en el presente trabajo de investigacion.

e Criterios de exclusion: Personas que sufran una enfermedad neoplésica, estén en
tratamiento antineoplasico o estén expuestos a otros genotoxicos, o tengan la

costumbre de “acullicar”.

6.4 Recoleccion y pre procesamiento de muestras de suelo de estaciones de servicio

En cada una de las estaciones de servicios se recolectd cuatro muestras de suelo, cada una de
aproximadamente 1 Kg: La primera a 2,5 metros de un surtidor de combustible, la segunda
a 5 metros, la tercera a 7,5 metros y la cuarta a 10 metros, por lo tanto, el total de muestras
de suelo recolectadas alcanzé a 16. 500 gramos de cada muestra se utilizaron para el analisis
con Eisenia fétida y a los otros 500 gramos se afiadio 2 litros de agua, con el propdsito de

extraer los contaminantes adheridos a la muestra. El agua obtenida fue utilizada para el test

Allium y para la induccion de la germinacion de Lactuca sativa.
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6.5 Flujogramas de trabajo

Verificacion de Toma de muestra a
cumplimiento de Encuesta trabajadores de estaciones
criterios de inclusion de servicio y grupo control

Analisis
microscopico

Procesamiento
de muestras

Analisis de
resultados

-

GRAFICO 5. Con muestras de trabajadores de estaciones de servicio y grupo control
Fuente: Elaboracion propia

41



Recoleccion de
muestras de suelo

|
v v

Cultivo de lombrices en muestras
de suelo de estaciones de servicio
y suelo control

Obtencion de agua conteniendo
contaminantes de suelo

h 4 + +

e A e _ _ A e .

Obtencion de Tratamiento de Allium Germinacion de Lactuca

. cepa en agua confaminada sativa en agua contaminada

celomocitos asLua control asﬁa control

\ ) \ y ag 9 y ag
Y
' ™ e ™ ' .
. . L Control de tiempo de
Procesamiento de Obtencion y tincion de o, .,
. . . . germinacion y medicion de

celomocitos células meristematicas € ,

\ y \ y \ radiculas y
h 4 h 4 Y
4 ™ 4
Analisis microscopico Analisis microscopico ] [ Analisis de resultados ]
LN vy LN
h 4
' ™ '
Analisis de resultados Analisis de resultados ]

LN vy LN

GRAFICO 6. Con muestras de suelo
Fuente: Elaboracion propia

6.6 Técnicasy procedimientos

6.6.1 Identificacion de anormalidades nucleares en células de descamacion de
trabajadores de estaciones de servicio y grupo control

Las muestras, que fueron obtenidas por raspado de la mucosa oral con bajalenguas, se fijaron

en un portaobjetos, se fijaron con fijador de cabello y se tifieron con tincién panoptica.

Se realizd un recuento de 1000 células, de cada persona (voluntarios y grupo control)
observando las caracteristicas de los nicleos de cada una a 40X. Para evitar cometer errores
en la identificacion de anormalidades nucleares, se consideraron a las células en los

siguientes casos:
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Células solapadas (sobrepuestas).

Celulas dobladas.

Celulas en las que no se pueda observar claramente el citoplasma y el ndcleo.
Células que no estén perfectamente tefiidas.

Celulas en las que se observe la sobreposicion de alimentos, bacterias agrupadas u

otros artefactos.

En los dos primeros casos el colorante suele producir manchas que pueden ser confundidas

con microntcleos o células hinucleadas.

Para la identificacién de cada una de las anormalidades nucleares, se considerd los siguientes
criterios (Fenech, 1985, Torres-Bugarin, 2013):

Micronucleos

Ubicacion intracelular: citoplasma, cerca del nucleo o alejado de él.
Tamario: 1/16 a 1/3 del tamafio del nucleo.

Color: EI mismo color del nucleo, morado con la tincién panoptica.
Textura: Similar al ndcleo.

Forma: Esférica o alargada.

Presencia de membrana micronuclear.

C¢élulas binucleadas

NUmero de nucleos: Dos
Ubicacion: citoplasma, generalmente proximos entre si.
Color, textura, forma, tamafio y presencia de membrana nuclear normales en los dos

nucleos.

Caridlisis

Numero de nucleos carioliticos: Uno por célula,

Color: Tenue y compacto, producto de la degradacion del material genético (razon
por la que se los conoce también como “nucleos fantasma”).

Membrana celular: normal o degradada.

Tamafio: el mismo de un ndcleo normal.
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Cariorrexis

e Numero de nlcleos cariorréxicos: Uno por célula

e Apariencia del ntcleo: Cromatina agrupada y tefiida dentro del nucleo, espacios sin
tefiir, debido a que son consecuencia de la degradacion de la cromatina.

e Membrana nuclear: Diferentes grados de degradacion

e Tamafio: el mismo que un nacleo normal

Células con nucleo lobulado

e Apariencia: Nucleo con constriccién en un extremo que origina un fragmento de
nGcleo unido al nucleo.
e Tamarfio de la lobulacion: 1/3 a 1/4 del tamafio del nucleo

e Ofras caracteristicas similares a las del nicleo.

Celulas con nucleo picnético

e Numero de nucleos picndticos: uno por célula

e Tamario: variable, aproximadamente 1/3 del tamafo del nucleo, dependiendo del
grado de picnosis.

e Apariencia de la membrana nuclear: arrugada

e Color: Intenso por la condensacion del material genético

6.6.2 Efecto de suelo contaminado de estaciones de servicio sobre Eisenia fetida,

Allium cepa y Lactuca sativa

6.6.2.1 Ensayo con Eisenia foetida

Para determinar si el suelo de estaciones de servicio posee actividad toxica sobre los
organismos que lo habitan, se utilizo Eisenia foetida (lombriz de tierra), 5 lombrices por cada
muestra de suelo recolectada, 20 lombrices por estacion de servicio, haciendo un total de 80
lombrices que fueron expuestas a suelos supuestamente contaminados. También se utilizé un
grupo control que estuvo conformado por cinco lombrices por cada estacion de servicio, 20

en total.
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Cada grupo de lombrices fue depositado en un recipiente de plastico que contenia 500 gramos
de muestra de suelo de las estaciones de servicio (a 2,5m,5m, 7,5 my 10 m de distancia de
un surtidor de combustible) y se afiadié 50 gramos de composta el cual es utilizado por las
lombrices como fuente alimenticia. Las lombrices se mantuvieron en estos recipientes,

alejadas de la luz solar, durante 7 dias.

Para la obtencién de los celomocitos, las lombrices fueron enjuagadas con agua destilada y
se las cort6 a la altura del clitelo, la muestra fue obtenida por escurrimiento, se realizé un

extendido en un portaobjeto, después de se fijo con spray y tifi6 con tincién pandptica.

Se observaron 1000 células por cada lombriz, a través de un microscopio (a 40 X)

identificando alteraciones nucleares.

6.6.2.2 Test Allium.

Para el Test Allium se utilizé el agua cuyo proceso de obtencion fue descrito anteriormente.
Por cada muestra de agua contaminada con las muestras de suelo recolectadas, se utilizaron
5 bulbos de cebolla: un bulbo sirvio como control negativo, el cual fue incubado en agua
purificada de mesa y los cuatro restantes fueron incubados en agua contaminada. Cada uno
de los bulbos de cebolla se sumergieron en vasos de plastoformo conteniendo las aguas
mencionadas. Se mantuvo a una temperatura de 19° durante 7 dias, realizando el cambio de

agua dia por medio durante el tiempo ya mencionado.

Después de los 7 dias, se procedio a cortar los apices de las raices y se las tifio con orceina

acetoacetica siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion:

1. Se cortd cada una de las raices a 3 mm del extremo apical, estos fragmentes de raiz
fueron colocados en un vidrio de reloj.

2. Se hidrolizo los apices con acido clorhidrico 1 N durante 5 minutos, manteniendo a
una temperatura de 60°C con la ayuda de un mechero. Después del tiempo
mencionado se desecho el &cido clorhidrico.

3. Posteriormente se utilizé orceina acetoacética para tefiir los apices tratados con acido
clorhidrico, para lo cual se calent6 el vidrio de reloj, conteniendo los apices, hasta la

emision de vapores blanquecinos y se enfrid por 5 minutos. Este proceso se repitid

45



tres veces. Para preparar la orceina acetoacética, se colocd 0.3 gramos de orceina de
una solucién compuesta de 6.75 ml de acido lactico y 8.25 ml de &cido acético glacial.
4. Se depositaron los apices tefiidos en un portaobjetos, se cubrié con un cubreobjetos y
se presion6 con el propdsito de dispersar las células y lograr una monocapa.
5. Finalmente se realizd la observacion microscopica de las muestras procesadas,
realizando un recuento de 500 células a 100X, e identificando las anormalidades

cromosomicas, mitoticas y nucleares en cada una de las muestras.

6.6.2.3 Ensayo con Lactuca sativa

Para el ensayo con Lactuca sativa se utiliz6 también el agua contaminada con las muestras
de suelo de las estaciones de servicio. El objetivo fue estimular la germinacion de semillas
para lo cual se utilizo 5 frascos, 4 frascos para las muestras de suelo y uno para el control
negativo que contenia agua purificada de mesa. En cada frasco se depositd 10 semillas y se
mantuvo a una temperatura de 19°C durante 15 dias. Después de ese tiempo se procedio a

medir las raices.

6.6.3 Analisis estadistico

El programa estadistico SPSS fue utilizado para analizar los resultados obtenidos. A través
del estadistico T de student se realizo la correlacion entre la frecuencia de anormalidades
nucleares y la exposicion a hidrocarburos, también se realizd una correlacion entre la
frecuencia de anormalidades nucleares, especialmente microndcleos y los datos obtenidos a

través de la encuesta.

El mismo tipo de andlisis de correlacion fue realizado entre la presencia de anormalidades
nucleares en celomocitos de lombriz de tierra y la exposicion a contaminantes del suelo de
las estaciones de servicio; entre la frecuencia de fases mitdticas en células meristematicas de
Allium cepa y la exposicion a los contaminantes mencionados y, finalmente, entre la
frecuencia de germinacidn y el crecimiento de las radiculas de Lactuca sativa y la exposicion

a contaminantes.
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7. RESULTADOS

7.1 Anormalidades nucleares en trabajadores de estaciones de servicio

Se analizaron las células de descamacion de la mucosa oral de 60 trabajadores, de 4
estaciones de servicio, de ambos sexos, cuyas edades fluctuaron entre 18 y 58 afios. A este
grupo también se le hizo una encuesta para conocer algunos datos antropogénicos y

exposicion a factores de riesgo que pueden incidir sobre el resultado del presente estudio.

También se contd con un grupo control de 60 personas, de ambos sexos, con edades entre 18
y 33 afios que usualmente no se encuentran expuestos a la accion de agentes genotoxicos o

citotdxicos.

Frecuencia de micronicleos en trabajadores de
estaciones de servicios frente a un grupo control
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% de personas con micronucleos
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Grupo control Trabajadores de estaciones
de servicio

GRAFICO 7. Frecuencia de micronucleos en trabajadores de estaciones de servicios
frente a un grupo control

Fuente: Elaboracion propia

En la gréafica 7 se puede ver que se encontré micronucleos en el 35% de los trabajadores de
estaciones de servicio, frente a 17,67% de personas que presentaron esta anormalidad nuclear
en el grupo control. A pesar de la diferencia entre estos resultados, el estadistico p es de

0,228, por lo cual el resultado se considera no significativo.
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En el grupo procedente de estaciones de servicio se encontr hasta 2 células micronucleadas
en las 1000 células observadas por persona (en promedio 0,042%); mientras que en el grupo

control se encontrd un promedio de 0,027% en la misma cantidad de células observadas.

GRAFICO 8. Micronucleos en celulas de descamacion de la mucosa oral de
trabajadores de estaciones de servicio

Fotos 1, 2 y 3. Micronucleos en células de descamacion de la mucosa oral de trabajadores de
estaciones de servicio. Siguiendo los criterios, no se encuentran solapadas, ni dobladas, los

microndcleos se encuentran en el citoplasma y poseen las mismas caracteristicas de los nicleos.

En la grafica 9 se muestran las frecuencias encontradas de otros tipos de anormalidades
nucleares, diferentes a los micronucleos, encontradas en los trabajadores de estaciones de
servicio y en el grupo control. Se encontrd, entre 0 y 7 células con ndcleos cariorréxicos en
las 1000 ceélulas observadas en trabajadores de estaciones de servicio, en un 90% de estas
personas; mientras que en el grupo control se encontro solo en el 25%, aunque el nimero de
células cariorréxicas por persona fue menor (entre 0 y 4), por lo tanto, este resultado es

estadisticamente significativo (p = 0,000).
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Anormalidades nucleares en voluntarios de estaciones de
servicio frente a un grupo control
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GRAFICO 9. Anormalidades nucleares en voluntarios de estaciones de servicio frente a un
grupo control
Fuente: Elaboracion propia

o

GRAFICO 10. Células cariorréxicas.
Fuente: Elaboracion propia

Fotos 4, 5y 6: Células cariorréxicas. Se observa la condensacion de la cromatina por la coloracién

irregular del nucleo.

En relacién a la caridlisis, no se la encontré en ningun voluntario expuesto a combustibles
este tipo de anormalidad; mientras que el grupo control si. De manera similar, se encontrd la
mitad de células con nucleo lobulado y células binucleadas en el grupo de procedente de
estaciones de servicio, en relacién al grupo control (3,33%, frente a 6,67% de células con

nucleo lobulado y 8,33% frente a 18,33%). Finalmente, también se encontré una cantidad
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inferior de células con nucleo picnético en el grupo de en estudio, en relacion al grupo

control. Por lo tanto, en estos cuatro ultimos casos, los resultados no son relevantes.

GRAFICO 11. Células binucleadas

Fotos 7, 8 y 9: Células binucleadas, cada célula posee dos ntcleos del mismo tamafio. Fotos 10, 11y
12: Células con nucleos lobulados, el fragmento lobulado, de menor tamafio, esta unido al nucleo a
través de una constriccion visible. Fotos 13 y 14: Células con ndcleo picnético (pequefio) que pueden

ser comparadas con los nucleos de las células normales que se incluyen en las fotos.

7.2 Relacion de micronucleos y cariorrexis con variables antropogénicas

Los resultados de la encuesta fueron analizados en relacion a microndcleos y cariorrexis
considerando que 1) el analisis de micronucleos (aunque el resultado no sali6 significativo
en el presente estudio) es internacionalmente aceptado para establecer genotoxicidad y 2)
cariorrexis, porque en esta investigacion, fue el dnico tipo de anormalidad cuyo resultado

salié estadisticamente significativo.

En la grafica 12 se muestra que, tanto los micronucleos como la cariorrexis se presentan con
mayor frecuencia en los varones que trabajan en estaciones de servicio en relacion a las

mujeres del mismo grupo, en el grupo control el resultado fue lo contrario. Para microntcleos
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el resultado no es significativo (0,973); pero para cariorrexis si lo es (0,026). Se aclara que
el nimero de voluntarios de cada sexo fue similar entre los trabajadores de las estaciones de
servicio (29 mujeres y 31 varones); mientras que en el grupo control el nimero de mujeres

alcanzd a 21y el de varones a 39.

Frecuencia de micronucleos y cariorrexis segun sexo
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GRAFICO 12. Frecuencia de micronucleos y cariorrexis segun sexo

Fuente: Elaboracion propia

La grafica 13 muestra que el porcentaje de células micronucleadas aumenta con la edad, esta
tendencia se ve tanto en el grupo de voluntarios como en el grupo control; sin embargo, se
debe considerar que los sub grupos divididos por edad, en ambos grupos, no tienen la misma
cantidad de miembros (Trabajadores de estaciones de servicio: de 18 a 27 afios: 31
voluntarios, de 28 a 37 afios: 17 voluntarios, de 38 a 47 afios: 9 voluntarios y de 47 a 58 afos:
3 voluntarios; Grupo control: de 18 a 27 afios: 53 voluntarios y de 28 a 37 afios: 7

voluntarios). El resultado no es significativo (p = 0,382).
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Frecuencia de micronucleos segun edad
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GRAFICO 13.  Frecuencia de micronucleos segun edad
Fuente: Elaboracion propia

La grafica 14 muestra un porcentaje alto de cariorrexis en todos los miembros del grupo de
voluntarios, expendedores de combustibles, y en el grupo de mayor edad entre el control
negativo, se debe considerar que s6lo el 12% del grupo control tiene mas de 27 afios. El valor
pes0,729.

Frecuencia de cariorrexis segin edad
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GRAFICO 14. Frecuencia de cariorrexis segun edad
Fuente: Elaboracion propia
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Variables laborales

En la encuesta se indagd sobre los siguientes aspectos: la antigiiedad en el mismo tipo de
trabajo, las horas de trabajo diario en la estacion de servicio, el nimero de dias de trabajo por
semana. Entre estas tres variables, la Gnica con resultado significativo fue la antigliedad en

relacién a la frecuencia de micron(cleos.

En la gréfica 15 se observa que la frecuencia de micronucleos aumenta con el nimero de
afios de actividad laboral de los trabajadores de las estaciones de servicio; mientras que las
células cariorréxicas se encuentran presentes, en todos los grupos, en niveles altos; aunque
se observa una ligera declinacion en el grupo de personas que han trabajado entre 2 y 3 afios.
La relacion entre frecuencia de micronucleos y antigiiedad laboral es significativa (p = 0,00),
pero no lo es la relacion entre frecuencia de células cariorréxicas y la antigiiedad laboral (p

= 0,29).

Frecuencia de microntcleos y cariorrexis segin
antigiiedad laboral
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GRAFICO 15. Frecuencia de micronucleos y cariorrexis segun antiguedad laboral

Fuente: Elaboracion propia

Después de analizar 1) el lapso de tiempo de trabajo por dia y 2) el nimero de dias de trabajo
por semana, no se encontro relacion con la frecuencia de células micronucleadas ni células

cariorréxicas, el valor p, en los cuatro casos, es superior a 0,05.
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Manifestaciones clinicas

El género mas afectado, entre los trabajadores de estaciones de servicios, es el femenino, en
este grupo se duplica la frecuencia de dolor de cabeza en relacion a los varones y, también
se identifico mayor nimero de mujeres que presentan nduseas y mareos en relacion a los
varones. En todos los casos, la correlacion entre los sintomas indagados y la frecuencia de
las anormalidades nucleares que se estan analizando, no fue significativa, excepto “nauseas”
(p = 0,031). Fue criterio de exclusion que los voluntarios no tuvieran enfermedades
neoplésicas y, por tanto, estuvieran recibiendo tratamiento antineoplasico; sin embargo, uno

de los voluntarios es diabético y 10 refirieron sufrir frecuentemente de resfrios (gréafica 16).

Sintomas frecuentes en trabajadores de estaciones de
servicio

Sin sintomatologia
Vision borrosa
Mareos

Nauseas

Dolor de cabeza
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W Varones Mujeres

GRAFICO 16. Sintomas frecuentes en trabajadores de estaciones de servicio
Fuente: Elaboracion propia

7.3 Alteraciones en las células meristematicas de Allium cepa producidas por
exposicidon a agua contaminada con gasolina

Las siguientes graficas y fotos muestran el resultado del tratamiento de bulbos de cebolla con
agua que fue mezclada con suelo de cuatro estaciones de servicio (a diferentes distancias de
los surtidores), asi como los resultados del tratamiento de cebollas con agua de mesa, como

control negativo.

En la grafica 17 se observa el porcentaje de células de Allium cepa que se encontraron en

divisién (mitosis). Estas células proceden de tratamientos con agua contaminada con suelo
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de estaciones de servicio, que fue recolectado a 2,5, 5, 7,5 y 10 metros a partir del centro de
cada una de las cuatro estaciones de servicio de la ciudad de El Alto, elegidas para este
trabajo. La frecuencia de division celular no sigue un comportamiento similar entre las cuatro
estaciones de servicio, considerando la distancia de toma de muestra, el Gnico valor que
coincide es el mayor porcentaje de células en division que se presentan en los controles
negativos, en los que se puede observar el doble de células mitoticas de cebolla en relacién
a aquellas que fueron tratadas con agua contaminada (2,5 metros: p = 0,476; 5 metros: p =

0,536; 7,5 metros: p = 0,785y 10 metros: p = 0,762 por lo que ninguno es significativo).

Por otro lado, se observa una diferencia muy pequefia entre la presencia de células en divisién
en cada una de las estaciones de servicio, pero en la gasolinera “Las Rosas” se obtuvo mayor

cantidad de este tipo de células.

Células meristematicas en mitosis de cebollas tratadas con agua
contaminada con suelo de estaciones de servicio
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GRAFICO 17. Células meristematicas en mitosis de cebollas tratadas con agua
contaminada con suelo de estaciones de servicio
Fuente: Elaboracion propia

En la gréafica 18 se pueden ver los porcentajes de fases de la mitosis, inducidas por la
exposicidn a agua contaminada con suelo de estaciones de servicio (obtenidos a
distancias diferentes), estos valores resultaron del promedio de las cuatro estaciones de

servicio incluidas en el presente estudio. La profase, anafase y telofase son las fases en
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las que se encontraron porcentajes inferiores en las muestras tratadas con agua
contaminada, en relacion al control negativo, por otro lado, se obtuvieron mas células
metaféasicas en estas células que las que permanecieron en agua de mesa; sin embargo,
vale la pena aclarar que el analisis estadistico no fue significativo (profase p = 0.532,

metafase p = 0.534).

Frecuencia de fases mitéticas de cebollas tratadas con agua
contaminada con gasolina

S 4%
£ 2% .
g

0

Profase Metafase Anafase Telofase

Fases mitoticas

W25 metros M5 metros ®™7.5metros m10 metros ® Control negativo

GRAFICO 18. Frecuencia de fases mitdticas de cebollas tratadas con agua
contaminada con gasolina

Fuente: Elaboracion propia
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GRAFICO 19. Fases de la mitosis identificadas en células apicales de Allium cepa,
con tincion pandptica: Fotos 15y 16: Profase, Fotos 17 y 18: Metafase, Fotos 19 y
20: Telofase.

7.4 Anormalidades nucleares en Eisenia foetida por exposicion a suelos
contaminados con gasolina

En la grafica 20 se puede observar que a medida que disminuye la distancia desde el punto
de recoleccion de muestra hasta el surtidor, aumenta la frecuencia de anormalidades
nucleares en los celomocitos, procedentes de Eisenia foetida, en especial, cariorrexis.
También se observaron, en muy pequefia cantidad, células binucleadas y micronucleadas; sin

embargo, ninguno de los resultados es estadisticamente significativo.
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Anormalidades nucleares en Eisenia foetida expuesta
a suelos contaminados con derivados de petrdleo
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GRAFICO 20. Anormalidades nucleares en Eisenia foetida expuesta a suelos
contaminados con derivados de petréleo

Fuente: Elaboracion propia
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GRAFICO 21. Celomocitos
Celomocitos de Eisenia fetida tefiidos con tincion pandptica. Foto 21: Celomocitos

normales, se observa nucleos de bordes regulares, de tincién casi homogénea,
citoplasma ligeramente tefiido, sin granulaciones. Fotos 22 y 23: Celomocitos

binucleados. Foto 24: Celomocitos de nlcleos cariorréxicos, se observa la condensacion
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de la cromatina y la disolucion de la membrana nuclear. Foto 25: En la célula inferior
se observa un nucleo cariolitico, en el que se distingue la membrana nuclear, pero la
cromatina casi ha desaparecido. Foto 26: El celomocito de la derecha presenta un
micronucleo y un nucleo cariorréxico, el celomocito de la izquierda presenta una

cariorrexis leve.

7.5 Efecto del suelo contaminado con derivados del petrdleo sobre la germinacion y
el crecimiento de Lactuca sativa

Con las semillas de lechuga que fueron tratadas con agua contaminada (a 19°C durante 30
dias) se obtuvo como datos: 1) el tiempo requerido para la germinacion y 2) la longitud de la
radicula alcanzada a los 10, 20 y 30 dias. Por cada estacion de servicio se contd con un control

negativo que consistio en .... Semillas tratadas con agua de mesa.

7.5.1 Porcentaje de germinacion relativo

Se determind el porcentaje de germinacion relativo con la siguiente formula:

semillas germinadas
g x 100

PGR =

semillas totales

TABLA 1. Porcentaje de germinacion relativa

Porcentaje de germinacion relativa (PGR)
Distancia del surtidor para toma de Tiempo de germinacion
muestra de suelo 10 dias 20 dias
2.5 metros 0 35%
5 metros 0 42.50%
7.5 metros 0 32.50%
10 metros 0 50%

De acuerdo a lo expresado en la tabla 1, se produce menor inhibicidn de la germinacién con
las muestras que se obtuvo a 2,5 metros de distancia de los surtidores de combustible, que
las muestras obtenidas a 10 metros. Con el control negativo se observé germinacion del 100%
de las semillas antes de los 10 dias.
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A los 30 dias no se observo ninguna diferencia en relacion a la observacion efectuada a los
20 dias.

7.5.2 Crecimiento promedio de la radicula

Se determind el crecimiento promedio de la radicula (CPR) mediante la siguiente formula:

CPR=Z_*
n

Donde x es el tamafo de cada radicula y n es el nimero de semillas germinadas. El

crecimiento de cada radicula se evalu6 cada 10 dias.

TABLA 2. Crecimiento promedio de la radicula

Crecimiento Promedio de la Radicula (CPR) (en cm)

Distancia del surtidor para| Control

toma de muestra de suelo | negativo (-) | 10 dias | 20 dias | 30 dias
2.5 metros 3.67 0 0.67 1.11
5 metros 3.67 0 0.45 0.85
7.5 metros 3.67 0 0.53 1.12
10 metros 3.67 0 0.90 1.43

En la tabla 2 se expresa el promedio de crecimiento de las radiculas de lechuga en
centimetros. Las semillas que fueron tratadas con agua de mesa (control negativo) en pocos
dias, alcanzaron mas del doble de tamafio que las que fueron tratadas con agua contaminada
con muestras de suelo de estaciones de servicio, entre estas ultimas no se encontré correlacion
directa entre la distancia de los surtidores y el crecimiento de las raices, a pesar de que se

observa mayor desarrollo radicular con las muestras tomadas a 10 metros.

8. DISCUSION.

La gasolina es una sustancia toxica que dafia al ADN ocasionando su fragmentacién por el
estrés oxidativo, debido a un ataque a las bases nitrogenadas o al azucar, el dafio ocasionado
a las bases genera cambios que dan lugar a la formacion de bases modificadas, por ejemplo,
8-hidroxi,2"-desoxiguanosina (modificacion altamente mutagénica), el timidin glicol y la 8-

hidroxi-citosina. Por otro lado, el dafio en el aztcar produce la pérdida de la base nitrogenada,
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causando la aparicion de sitios apurinicos (sitios AP) que pueden ser la causa de la ruptura
de una o dos cadenas del ADN, lo cual es causa de inestabilidad genética. Por esta misma
razén, también se produce entrecruzamiento de las cadenas de ADN vy, por lo tanto, también
hay predisposicion a mutacion e inestabilidad genética. De esta manera, el estrés oxidativo
es causante primordialmente del dafio al ADN produciendo mutacion e inestabilidad

genética, que estan relacionadas con la carcinogénesis (Triana et al., 2013).

El benzo(a)pireno (que es un producto de la condensacion de la gasolina debido a la
combustion) es convertido por la enzima CYP1Al en un epoxido, el cual, a su vez, es
hidrolizado por la epdxido hidrolasa a un dihidrodio, sobre el cual nuevamente actua la
enzima CYP1Al que lo transforma en una especie altamente reactiva, el diol-epdxido
[benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-epoxido] que se une covalentemente al ADN,
ocasionando aductos con la guanina. El metabolito de diol-epoxido tiene la opcion de ser
desintoxicado por las enzimas de biotransformacion Glutation S-transferasas (GSTs), en
especial por la GSTM1 y GSTP1 (Roco et al.,, 2018). Al mismo tiempo, se activa un
mecanismo de reparacion, los sistemas de reparacion del ADN, determinan y precisan el dafio
generado por la exposicidn a contaminantes ambientales que son tdxicos, este mecanismo de
reparacion es la segunda linea de defensa frente a posibles agentes tdxicos (Roco et al.,
2018).

El sistema de reparacion es por NER (Nucleotide Excision Repair), que esta constituido por
un grupo de proteinas, se activa cuando se producen aductos por contaminantes ambientales.
Los polimorfismos de las enzimas implicadas en el proceso de reparacion, establecen su
capacidad funcional, estas enzimas muestran una menor capacidad de reparacion debido a la
alta tasa de mutacion generando un aumento de la tendencia a desarrollar procesos tumorales
(Roco et al., 2018). La mayor exposicion del ADN a sustancias toxicas generara mutaciones
e inestabilidad genética. EI benceno, que es un componente de la gasolina, es considerado
como carcindgeno por la Agencia Internacional para la investigacion de Cancer (IARC,
1989).

El 92 % de los canceres se producen en el epitelio oral externo e interno. El epitelio bucal se
constituye de 4 estratos que incluyen la capa de células basales, la capa de células espinosas,
la capa intermedia y la superficial. El epitelio oral se conserva por un sistema de renovacion

celular continua, las nuevas células producidas por la mitosis en la capa basal tienden a

61



migrar a la superficie para sustituir a las que se desprendieron, la mucosa estéa constituida por
poblaciones de células progenitoras y en maduracion (Butt et al., 2017).

Los microndcleos son masas de cromatina condensada observando una aparicion de
pequefios fragmentos de cromosomas ya sean enteros o intactos, que surgen en la anafase de
la mitosis, su existencia es resultado de aberraciones cromosomicas (Butt et al., 2017) que
puede ser determinada a través de la de micronucleos y otras anormalidades, lo cual indica
posible dafio epitelial. La prueba de microndcleos recibio la atencion de varios investigadores
por el hecho de que es un ensayo simple y sensible a corto plazo para la deteccion de
genotdxicos ambientales (Zalacain et al., 2005).

A través de una investigacion realizada en Turquia se demostré que la asociacion entre el
trabajo en gasolineras y el habito de fumar de los trabajadores, es causa de la aparicién de
micronucleos en células de la mucosa oral (Ozkul et al., 1997). Un resultado similar se
obtuvo en India, donde también se encontro un valor elevado de células micronucleadas en
trabajadores de estaciones de servicio, concluyendo que se produce dafio citogenético en los
trabajadores que se encuentran expuestos a gasolina (Sellappa et al., 2010). Los
investigadores de otro estudio realizado en Brasil concluyeron que la genotoxicidad se
produce como consecuencia de la exposicion a agentes toxicos que proceden de factores
naturales y ambientales y, los trabajadores de gasolineras estan frecuentemente expuestos a
los gases producidos por la combustion y a los humos generados por el combustible (Benites
et al., 2006).

Existen varios factores de riesgo que alteran las respuestas en todas las células, entre estos
factores se encuentran los endégenos como ser la edad, el sexo y la estructura genética y por
otro lado se encuentran los factores de riesgo exdgenos, como los estilos de vida, todos estos
factores inciden negativamente sobre la integridad del DNA (Benites et al., 2006).

Por otro lado, existen varios estudios que describen la asociacion entre el envejecimiento
cronoldgico y la aneuploidia, es decir, la pérdida de cromosomas, tanto del cromosoma X
como de los cromosomas somaticos, esta pérdida, producida por la edad, tiene relacion con
la mala segregacion de cromosomas. Algunos estudios demostraron que la perdida de
cromosomas sexuales en linfocitos periféricos se produce por la edad. Los autosomas se
pierden con la misma regularidad que los cromosomas sexuales, la perdida de estos

cromosomas podrian conducir a la muerte debido a que contiene genes necesarios para la
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supervivencia celular. Los cromosomas y los fragmentos rezagados pueden generar un
microndcleo. (Benites et al., 2006).

Se observo también, en un estudio en Turquia, que el consumo de cigarrillos esta relacionado
con una elevada frecuencia de anormalidades nucleares que se manifiesta con células
cariorréxicas, microndcleos y cariolisis. Las nitrosaminas especificas del tabaco se cree que
son las responsables de la induccion de microndcleos y otras anormalidades nucleares de
modo que se considera que las nitrosaminas generan efectos mutagénicos y cancerigenos. La
presencia de células binucleadas en trabajadores de estaciones de servicio también ha sido
encontrada en trabajadores de estaciones de servicios que tienen el habito de fumar. En esta
poblacién también se encontr6 una cantidad estadisticamente significativa de nucleos
cariorréxicos (Ozkul et al., 1997).

No es posible establecer si los varones o las mujeres son méas afectados por los componentes
de la gasolina, especialmente el benceno, debido a que los resultados de diferentes estudios
son contradictorios; sin embargo, vale la pena mencionar que el incremento de anormalidades
nucleares en mujeres ha sido relacionado con la pérdida del cromosoma sexual X, debido a
que las células femeninas son mas sensibles a la accion de agentes genotoxicos. Aunque el
aumento significativo de microndcleos, células binucleadas y células carrioréxicas en
varones expuestos a hidrocarburos a sido relacionado con el estilo de vida, especialmente por
habitos nocivos (Benites et al., 2006). Entre los trabajadores de estaciones de servicio de la
ciudad de El Alto se encontr6 mayor frecuencia de anormalidades nucleares en varones
(P=0,026); por el contrario, en las mujeres no se obtuvo resultados significativos con células
cariorréxicas y micronucleos.

Las mujeres tienden a tener mayor coeficiente de particién sangre/aire y en promedio tienen
un mayor aumento de grasa corporal en comparacion con los hombres, por lo cual las mujeres
tienden a metabolizar el benceno de manera mas rapida que los varones, entre un 23 a 26%
mas de benceno, cuando estan sometidas a los mismos niveles de exposicion. Debido a que
el benceno ejerce sus efectos toxicos al biotransformarse, representa un riesgo mayor para
las mujeres (Santana Castro et al., 2020).

Los habitos nocivos como el tabaquismo pueden influir y contribuir a un efecto téxico
afectando también a los inhaladores pasivos. Se ha aislado mas de 50 hidrocarburos

aromaticos ciclicos de los cigarrillos los cuales son muy agresivos para el ser humano ya que
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pueden provocar cancer y producir alteraciones de la respuesta inmune. Entre estos
compuestos estan el benceno, pireno, benzopireno, tolueno, xileno, estireno, y nitrosaminas
(De Celis et al., 2006).

El incremento de los diversos tipos de cancer incide en la longevidad de la poblacion, y es
consecuencia de la agresividad del medio ambiente, el estilo de vida, el abuso en el consumo
de bebidas alcohdlicas, consumo de tabaco y otros.

En las gréaficas 13 y 14 de los resultados del presente trabajo, se demostré que a mayor edad
existe mayor riesgo de desarrollar mayor cantidad de micronucleos y otras anormaliades
nucleares. En el grupo etario de 48 a 58 afios se observo mayor cantidad de anormalidades
nucleares que pueden ser atribuidas a la acumulacion de mutaciones, los hébitos de vida y,
sobre todo, a las condiciones laborales.

Se conoce que los trabajadores de servicio tienen jornadas laborales extensas, en las cuales
estan en constante exposicion a la gasolina, ya sea por inhalacién o contacto directo sin
ninguna proteccion, lo cual da lugar al desarrollo de enfermedades que inicialmente son
silenciosas y con el tiempo se manifiestan con patologia como el cancer (Poveda Paredes &
Chavez Diaz, 2016).

En el presente trabajo de investigacion, en las graficas 15 y 16, se puede observar que los
trabajadores se inician en esta actividad, por lo general, desde jovenes y tienen contacto e
inhalan la gasolina y sus derivados exponiendo sus células que posteriormente generan
anormalidades nucleares.

Los trabajadores de las estaciones de servicio de la ciudad de EI Alto realizan su trabajo en
horario continuo, lo cual es causa de la aparicion de micronucleos (p = 0,00), (p = 0,031).
También se ha asociado la frecuencia de cariorrexis con algunos sintomas como dolor de
cabeza, nauseas y mareos en el sexo femenino, en los varones no se observo lo mismo, pero
se encontrd 10 voluntarios que sufren de resfrios constantes. Cabe mencionar que en la visita
para la toma de muestra se pudo observar que los voluntarios no tienen ninguna medida de
bioseguridad para proteger su salud y evitar enfermedades posteriores y que, ademas, no
mantienen una buena alimentacion.

A través de la encuesta también se determind que varios trabajadores fuman y consumen

bebidas alcohdlicas y es por ello que tanto los componentes de la gasolina como el cigarrillo
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y el alcohol, estan generando ciertas anormalidades nucleares, que, a larga, pueden tener

graves consecuencias.

Allium cepa

Los Biomarcadores son muy utilizados actualmente para ver el dafio que ocasionan ciertas
sustancias toxicas, una de ellas que tiene una alta sensibilidad es Allium cepa, que se utilizd
en el presente estudio para observar el dafio que generan los componentes de la gasolina,
entre ellos, los metales pesados, estos elementos pueden interferir en el crecimiento de los
apices, porque, al ser la cebolla un biomarcador muy sensible, asimila con facilidad
sustancias toxicas, las cuales interfieren en la division celular y generan un elevado indice de
alteraciones nucleares, es por ello que se considera un biomarcador citotdxico y genotoxico
(Berrocal Huallpa, 2012).

En la republica de Brasil Geremias et al (2011) analizaron la bioacumulacion y los
efectos adversos de trazas de metales e hidrocarburos en Allium cepa, obteniendo como
resultado un dafio a su division y la produccion de anomalias nucleares.

En la grafica 17 del presente trabajo se muestra el resultado del tratamiento de raices
de Allium cepa con agua que fue mezclada con suelo procedente de estaciones de servicio
Yy, por tanto, que contenia componentes de hidrocarburos. Aunque los resultados no son
estadisticamente significativos, en las graficas se observa disminucion del porcentaje de
cada una de las fases mitdticas de las cebollas que fueron tratadas con el agua
contaminada en relacion al control, lo cual puede ser atribuido a los metales pesados
gue existen en la gasolina: manganeso, mercurio, cadmio. El cadmio ocasiona un efecto
citotdxico en meristemos radiculares de Allium cepa por lo cual se considera como un
peligro para la salud humana cuando es consumido en vegetales que fueron cultivados
en lugares contaminados.

El efecto que genera el cadmio se evidencia por la presencia de anormalidades celulares:
alteracion de la morfologia, vacuolizacion, dilatacion de membranas celulares, la
seudolobulacién del ndcleo, condensacién de la cromatina y la presencia de nucleos
colapsados, lo cual genera una necrosis celular a medida que aumenta la concentracion

y el tiempo de exposicién (Marcano et al., 2001). En la presente tesis no se observaron
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estas alteraciones, aunque eventualmente se pudo ver alguna alteracion de la
morfologia nuclear de células interfasicas.

La fitotoxicidad ocasionada por el zinc y el cadmio genera disminucion en la velocidad
del crecimiento de las raices del bulbo, y muestran que el cadmio es muy tdxico en
comparacion con el zinc. La genotoxicidad tanto del zinc como del cadmio generan
puentes ana-telofase, pero no roturas. El cadmio produce aglutinacién entre
cromosomas metaféasicos y afecta su estructura (Borboa Cuetos, 1995).

La accion de los agentes genotdxicos da lugar a transformaciones en el ADN
ocasionando mutaciones puntuales y aberraciones cromosomicas visibles, entre estos
agentes, el cadmio genera alteraciones en el indice mitético, bloquea el crecimiento y
produce aberraciones cromosdmicas, las cuales son marcadores bioldgicos para la
deteccion de sustancias mutagenicas y carcinogénicas (Vera Ospina, 2009)

El manganeso produce inhibicion y reduccion en la longitud de la raiz de Allium cepa,
lo cual puede explicarse probablemente por mecanismos relacionados con el
funcionamiento de la membrana plasmatica, ademéas también produce aberraciones
cromosémicas y alteracion del indice mitotico, asimismo aumenta el estrés oxidativo y
la genotoxicidad ocasionando una toxicidad subcronica (Da Silva Souza, 2010).

El mercurio también genera alteraciones cromosomicas en las raices de la Allium cepa,
la exposicion a este metal juntamente con el cromo, especialmente en metafase y anafase
del ciclo celular, puede llegar a inducir puentes cromosémicos, cromosomas aislados y
fragmentos cromosdmicos. Se debe tener en cuenta que las células vegetales tienen un
mecanismo para defenderse de la agresion de metales pesados, pero la bioacumulacion
de estos elementos puede generar dafio en el ADN del vegetal (Vera Ospina, 2009).

Los metales como el mercurio, plomo y Arsenio son directamente venenos mitéticos de
gran efectividad conocidos como “turbagenos”. En ciertas concentraciones, tienen
afinidad por los grupos tioles, razén por la cual son causantes de distintos tipos de
alteraciones del huso acromatico. Los efectos clastrogénicos dependen de la liberacién
de cationes que afectan al nimero de aberraciones ocasionadas. El dafio por efecto de
las sales metalicas esté relacionado, de manera directa, con la dosis y la duracion de la
exposicidn de Allium cepa. Las plantas tienen a recuperarse cuando ya no se encuentren

en concentraciones elevadas (Patra et al., 2004).
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En la grafica 18 se pueden ver los porcentajes de fases de la mitosis, inducidas por la
exposicion a agua contaminada con suelo de estaciones de servicio (obtenida de
distancias diferentes a partir de los surtidores). Estos valores resultaron del promedio
de las cuatro estaciones de servicio incluidas en el presente estudio. La profase, anafase
y telofase son las fases en las que se encontraron porcentajes inferiores en las muestras
tratadas con agua contaminada, en relacion al control negativo. Por otro lado, se
obtuvieron maés células metafasicas que el control negativo; sin embargo, vale la pena
aclarar que el analisis estadistico no fue significativo (profase p = 0.532, metafase p =
0.534,). Algunos investigadores observaron que las células de Allium cepa, cuando estan
expuestas a sustancias toxicas, sufren un proceso de envenenamiento, cuando estas
células ingresan a etapa de division se detienen en profase, metafase y anafase, en estas
fases se produce interferencia del crecimiento debido a que cuando un bulbo de Allium
cepa tiende a rehidratarse, provoca un crecimiento de células del meristemo radicular,
dando paso a la elongacion de las raices del bulbo, pero cuando la hidratacion procede
de aguas contaminadas, la division celular de los meristemos radiculares se reduce, lo
cual retarda la mitosis o bien genera destruccion de las células. Las aguas contaminadas
con sustancias toxicas ocasionan alteraciones en el crecimiento normal de la raiz,
probablemente debido a la inhibicion de la sintesis de proteinas (Kim & Bendixen,
1987).

La inhibicion mitdtica puede ser ocasionada también por la inhibicion de la sintesis de
ADN, el cual es un paso fundamental para la divisién celular. En cambio, la baja
informacion del nivel de ATP en la célula es otro factor de inhibicion de la sintesis de
ADN y ARN en plantas expuestas a biocidas. Por otro lado, la exposicion a sustancias
citotdxicas puede generar en las células un efecto sobre la funcion basica que ejerce esta
enzima como la produccion, la induccion, la represion, siendo una de las posibles
responsables de la disminucion del indice mitético (Berrocal Huallpa, 2012)

En un estudio de toxicidad de hidrocarburos mediante bioensayos usando el test de Allium se
obtuvo una alta sensibilidad debido a que la exposicion a los hidrocarburos afecto a la
divisién celular debido a lo cual se consider6 que el Allium cepa es una especie muy

susceptible a extracto contaminado. (Huertas Aponte, 2018).

Test de Eisenia Foetida
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Eisenia Foetida es utilizada como un biomarcador muy sensible a componentes toxicos,
debido a que las lombrices utilizan el mecanismo de bioacumulacion de metales pesados y
acumulan elevadas concentraciones. Tienen, ademas, la capacidad de descomponer las
sustancias toxicas y utilizarlas como fuente de energia, pero, en el proceso se produce cierto
dafio en sus células generando anormalidades nucleares. (Hernandez et al., 2016).

En un estudio se pudo ver que ciertos componentes del medio ambiente como son los
pesticidas e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) interfieren en el metabolismo
celular de Eisenia Foetida, ocasionado especies reactivas de oxigeno (ROS) que dan lugar a
la activacion del sistema de defensa antioxidante y, como resultado, producen dafio a el ADN
(Li et al., 2020). Los componentes de la gasolina pueden afectar de cierta forma a Eisenia
Foetida, uno de sus componentes, el tolueno, tiene una actividad genotoxica muy intensa, ya
que ocasiona dafio en el ADN de Eisenia Foetida, ademas que es absorbido con facilidad en
comparacion con otros componentes como son el etilbenceno y xileno (Liu et al., 2010).
Los hidrocarburos provocan deshidratacion de Eisenia Foetida, asi como degradacion de sus
membranas celulares por degradacion oxidativa de los lipidos, generando pérdida de peso.
El estrés producido por los hidrocarburos de petroleo producen dafio en el ADN, lo cual

puede ser observado microscopicamente como anormalidades celulares (Hentati et al., 2013).

En la grafica 20 se puede observar que, la muestra de suelo tiene més efecto toxico cuando
se encuentra mas cerca del dispensador de gasolina, esto se ha demostrado por el aumento
significativo de alteraciones nucleares, especialmente cariorrexis, en las células de las
lombrices de tierra, aunque también se ha encontrado células binucleadas y micronucleos, lo

cual afecta en el crecimiento y reproduccion.
Test Lactuca sativa.

Se utiliza el test de Lactuca sativa como un biomarcador ya que se vio que es muy sensible
a compuestos toxicos, lo que se manifiesta en la inhibicién del crecimiento radicular e
inhibicion de la elongacion de su radicula. La exposicion de esta especie a sustancias toxicas
como hipoclorito de sodio, perjudica el crecimiento y evita el desarrollo del hipocotilo
(Manrique et al., 2011). Por otro lado, también se observo que la exposicion de Lactuca
sativa a diferentes concentraciones de toxicos producen la disminucién del tamafio de la raiz

en 10 dias, a los 20 dias se ve que existe cierto estimulo de crecimiento aun estando expuesta
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a cierta concentracion de sustancias toxicas y a los 30 dias se produce una adaptacion al
toxico (Moreno Mendez, 2013)

El indice de crecimiento se considera como un indicador para determinar el potencial
fitotoxico de un material orgéanico, ya que integra el porcentaje de germinacion relativa y el
crecimiento relativo de la raices. Se debe tomar en cuenta que los primeros dias de
germinacion de la plantula, son dias muy sensibles ya que asimilan con facilidad los
componentes toxicos y factores externos. Algunas variedades de Lactuca sativa tienen
mayor capacidad de aguantar elevadas concentraciones de quimicos organicos sin demostrar
dafios notorios, en su mayoria, los analisis ecotoxicoldgicos son aconsejables para estimar

un riesgo ecoldgico o ambiental (Pentreath et al., 2015).

En el presente trabajo, al ser expuestas las semillas de lechuga a los toxicos procedentes del
suelo contaminado de estaciones de servicio, no se produjo crecimiento de las radiculas a los
10 dias, pero a los 20 y 30 dias las plantulas ingresaron en una etapa de adaptacion que puede
verse con el crecimiento de las raices, aunque no alcanzaron el tamafio de las raices de las

plantulas que fueron tratadas con agua pura.

El derrame de hidrocarburos puede ser perjudicial para los suelos ya que genera un dafio
relevante en los seres vivos que los habitan. Existe interaccion de los organismos vivos con
metales pesados y otros elementos, esta interaccion esta relacionada con la concentracion y

el tiempo, a mayor exposicion mayor es el dafio (Zamora et al., 2012).

9. CONCLUSION

e Segun los resultados obtenidos, la gasolina no ejerce efecto genotdxico significativo
en los trabajadores de estaciones de servicio y en el entorno circundante, debido al
bajo numero de anormalidades nucleares y cromosdémicas encontradas. A pesar de
que ha sido demostrado reiteradamente el efecto toxico de los componentes de la
gasolina, probablemente los resultados del presente trabajo se deban a las condiciones
atmosféricas del entorno de trabajo de las gasolineras: espacio abierto, vientos
frecuentes. El alto nimero de cariorrexis se puede explicar por el contacto directo con

la piel del ser humano y el tegumento de las lombrices, de igual forma, el contacto
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del agua contaminada, con las semillas de lechuga produjo la inhibicién temporal de
la germinacion y crecimiento radicular.

El analisis de células de la mucosa oral de los trabajadores de estaciones de servicio
revelé un gran numero de células con nucleos cariorréxicos, pero fueron bajas las
frecuencias de microndcleos, caridlisis, células binucleadas, nlcleos lobulados y
nlcleos picnéticos, aunque el nimero fue mas alto que el encontrado, en cada caso,
en el grupo control.

A través de la correlacién de una encuesta en la que se determind algunos factores
personales, con los resultados del analisis de células de la mucosa oral, se establecio
cierta tendencia al aumento de anormalidades nucleares en los trabajadores que
fuman, que estan expuestos a los vapores de la gasolina por tiempos prolongados y
las personas que son de mayor edad. En los dos primeros casos, el aumento de
anormalidades nucleares se explica por efecto de la mayor exposicion a genotoxicos
y citotdxicos; mientras que, en relacion a la edad, se produce acumulacion de
mutaciones las cuales se manifiestan con anormalidades nucleares, pero también,
pueden ser el preludio de enfermedades por dafio en el ADN.

Allium cepa y Lactuca sativa son especies vegetales muy sensibles a los toxicos
ambientales. En Allium cepa expuesta a aguas contaminadas por suelo de estaciones
de servicio se vio una inhibicién de las fases mitoticas, los apices presentaron ciertas
fases de division como metafase, anafase y profase deteniéndose su mitosis; en
cambio en Lactuca sativa, el agua contaminada con derivados del petroleo
procedentes del suelo contaminado, afectd el indice relativo de germinacion y
crecimiento radicular, aunque, como menciona la bibliografia, con méas de 10 dias,
también se pudo observar que la planta se acostumbra a las condiciones téxicas y la
raiz desarrolla.

En Eisenia fetida se pudo observar gran cantidad de células cariorréxicas en los
celomocitos y, aunque también se encontraron otras anormalidades nucleares y
alteraciones citoplasmaticas, estos Ultimos resultados no fueron significativos, lo cual
puede ser debido tiempo de exposicidn o a una adaptacion de las lombrices al medio

téxico.
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ANEXOS



ANEXO N° 1. Encuesta
ENCUESTA

Evaluacidn del efecto genptdxico de la gasolina, diésel y gas en expendedores de

estaciones de servicio v en el medio ambiente circundante

Cadiga:

Mpellida Paterno: M pellida Materno:

Hambre(s):

Cd:ad: e Plasculig — Fu

Teléfano: Localizacion de la gasolinera:

mening —

dHace cudnto tempa trabaga en la gasolinera?

3 meses —— 6 meses — 1 s — rnds de 1 ana

dlufintas haras trabaja por dia en la gaselinera?

1adharas —_ 5 a8 haras —_— mids de 8 hoeas ——

dlufintes dias a la semana trabajs en la gasolinera?

lazdias — 4 a5 dias —_— mis g 5 diag —

dsiente algin malestar al trabajar?

Dolor de cabega — Hauspas — areas — Visidn barrosa —

Otras:

¢Padece alguna enfermedad erénica? 5 — Ma

Sila respuesta es i, diga cusdl

¢Racihe tratarmienta antineoplisico? 5 — Mg —

Padete alpuna enfermedad recurrente? 5 — Mg —

Sila respuesta es i, diga cusdl

{Furna? g8 — Mo —

i fuma, doon queé frecuencia?

BAds de B cigarrillosfdia — D 1 a B cigarrillosfdia — Deasionalments —

fCansume bebidas alcahthicas? S5 — Mg —

51 bebe, foon qué Frecusencia?

Mas da una warlsemars — fas dee una verfmes — Ooasionalmente —

Facha de toma de musstra [dfmfa) —— Fecha de encussta (dmfa)

Cneuestadoer jimiciales):
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

| o T PRSPPI con (i
............................................... , expedido en ..., Manifiesto que he sido
informado sobre los objetivos del proyecto Evaluacién del efecto genotdxico de la gasolina,
diésel y gas en expendedores de estaciones de servicio y en el medio ambiente
circundante, que tiene como objetivo principal, identificar estas anormalidades nucleares
para dar a conocer un diagndstico precoz de cdncer mediante microscopia. He sido
informado de los beneficios y riesgos del Proyecto, asi mismo, que se me hara conocer los
resultados y que mis datos personales serdn manejados confidencialmente y estaran
protegidos segun las normas vigentes de bioética. Que mi participacién en el proyecto es
voluntaria, no remunerada, durard solo el momento en que me tomen la muestra y
efectlen la encuesta y en que en cualquier momento puedo retirar mi consentimiento o
seguir participando en el mismo.

Por lo tanto, doy mi consentimiento a participar en este proyecto.
NOMDBIres Y @PEIIIAOS ....cceeeuiere ettt et et e e b b sar s
Coleeeeeeee e

DIFECCION et e e e e et e ee e eee et e aeeaesseeenees Telf/cel v
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ANEXO NF° 2. Invernadero

ANEXO NF° 3. fotos de estaciones de servicio

Foto.

Estacion de servicio san Sebastian camino a Oruro

87



Foto. Estacion de servicio Mundial camino a Oruro
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T3 4L LA LELCEESAN

Foto. Estacion de servicio las rosas camino a Viacha
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Foto. Estacion de servicio petroal camino a Viacha
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