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RESUMEN

Los trabajadores encargados de dispensar combustibles en las estaciones de
Servicios se encuentran expuestos constantemente a compuestos organicos
volatiles (COVs) provenientes de los combustibles. En este orden se procedio a
evaluar el dafo lipoperoxidativo, algunas defensas antioxidantes y la fragilidad
osmaética en glébulos rojos de individuos trabajadores en gasolineras en la
ciudad de Cumana (El Trebol, Nueva Toledo, Santa Rosa de Lima, San Luis,
Venezuela y Virgen del Valle), estado Sucre. Se seleccionaron una suma de 30
trabajadores (aparentemente sanos) de estaciones de servicio (TES), con
edades comprendidas entre 25 y 45 afios, en comparacibn a un grupo
considerado control (N=30). A cada uno de los individuos se les tomé muestras
de sangre venosa, con la cual se deterginé los pardmetros hematologicos:
hemoglobina (Hb), porcentaje de hematocrito (%Hto) y contaje de glébulos rojos
(GR); también se se cuantifico los niveles de las sustancias que reaccionan con
el acido tiobarbiturico (TBARS), glutation reducido (GSH), proteinas totales, la
actividad de las enzimas catalasa (CAT) y glutatiéon-S-transferasa (GST).
Adicionalmente se estimo la fragilidad osmética de los GR. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los promedios de las variables
hematoldgicas, niveles de GSH, CAT, proteinas plasmaticas y fragilidad
osmatica entre los dos grupos evaluados. Los TES presentaron los promedios
mas elevados de TBARS y GST en comparacion al grupo control. Los
resultados muestran sefales de una condicion de estrés oxidativo en eritrocitos
de los TES, fundamentado en un incrementado dafio oxidativo y actividad de
GST. Tales hallazgos posiblemente sean consecuencia de la inhalacion
continua de COVs proveniente de su ambito laboral. Los parametros
determinados pueden ser aplicados como indices de estrés y de exposicion
laboral a COVs.
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INTRODUCCION

Los trabajadores encargados de dispensar combustibles en las
estaciones de servicios, o bombas gasolineras, se encuentran expuestos
constantemente a una serie de compuestos organicos voléatiles (COVs)
liberados por la gasolina y gasoil. Los compuestos contentivos en tales
combustibles incluyen hidrocarburos alifaticos, ciclicos y no ciclicos, aromaticos
(benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), entre otros, que pueden ser nocivos
para la salud (Caro et al., 2009; INSHT, 2017).

Las intoxicaciones por COVs tienen, de manera general, un origen
involuntario, ya sea en el ambito laboral, ambiental o doméstico (Caro et al.,
2009). En las estaciones de servicios, la exposicion de los trabajadores a COVs
se produce en tres ocasiones; en primer lugar, en la operacion de rellenado de
tanques que abastecen a los surtidores desde las cisternas de transporte; la
segunda ocasion es, al varillar tanques para determinar el volumen de los
mismos o comprobar el correcto funcionamiento de la sonda de medicion
automatica en los casos en que se disponga, y la tercera exposicién ocurre, al
suministrar gasolina a los tanques de los vehiculos de usuarios, constituyendo
asi una constante exposicion a los vapores toxicos (Rosell et al., 2011).

La via de contaminacion con los COVs es producida por inhalacion de sus
vapores (respiratoria), o contacto con la piel (cutdneo) (Caro et al.,, 2009).
Dependiendo del tiempo de exposicion, las personas pueden sufrir de diversos
sintomas tales como irritacion en los ojos y vias respiratorias, dolor de cabeza,
mareos, apatia, trastornos visuales, fatiga, nauseas, trastornos de memoria, entre
otros; mientras que a largo plazo pueden causar efectos cancerigenos, infertilidad,
dafio a la médula ésea, lesiones de higado, pulmones, rifilones y sistema nervioso
central (Caro et al., 2008; Alves et al., 2017).

Las exposiciones continuas a COVs y su posterior absorcion en el
organismo desencadenan un conjunto de reacciones quimicas de oOxido-

reduccion relacionadas con el metabolismo de los xenobidticos, que a su vez
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generan especies reactivas de oxigeno (EROs) (Abdrabouh et al., 2017).
Dichas especies de radicales libres constituyen un conjunto de moléculas
reactivas producidas en algunos procesos metabolicos en los que participa el
oxigeno, entre ellas se encuentran el anién superdxido (*O2), peroxido de
hidrégeno (H202), radical hidroxilo (*OH), entre otros. Estas EROs son
generadas por las células en condiciones aerobias durante la reduccion del
oxigeno molecular por reacciones enzimaticas y auto-oxidacion de diversas
sustancias (Quitamar y Calderon, 2009).

Los mecanismos de oxido-reduccion a nivel celular, especialmente en el
higado, inicia con la participacion del citocromo PasollE1 (presente en el reticulo
endoplasmico de los hepatocitos). En este ciclo se generan radicales
electrofilicos que reaccionan con enzimas Yy proteinas estructurales,
conduciendo a diversas alteraciones moleculares (Santiago et al., 2002; Ulusoy
et al., 2007; Bokolo y Ligha, 2013). El citocromo PasollE1 también produce
metabolitos reactivos que se ligan mediante uniones covalentes al tripéptido
glutation (GSH) y a macromoléculas intracelulares (Fernandez y Orono, 2001;
Pérez et al., 2006).

El metabolismo redox intracelular de los COVs en los trabajadores de las
estaciones de servicios puede provocar una sobreproduccién de EROs, y una
merma en el sistema de defensas antioxidantes (Muhammad et al., 2014). Esta
condicion es denominada estrés oxidativo (EO), la cual da lugar a cambios
estructurales y funcionales en las biomoléculas, lipidos, proteinas y ADN de las
células conduciendo a la muerte celular, desarrollo de enfermedades
degenerativas o carcinogénesis (Rios, 2003; Calenic et al., 2015; Insa, 2015).

La oxidacion de lipidos y proteinas puede provocar cambios estructurales
en la hemoglobina y ocasionar alteraciones profundas en la organizacion
estructural y funciones de la membrana eritrocitaria, incluyendo un incremento
de la permeabilidad de la misma, que puede provocar la ruptura de la
membrana de los eritrocitos alterando su fragilidad osmoética (hemolisis)

(Nagababu y Rifkind, 2000; Ostrea et al., 2008). Ademas, estas alteraciones
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estructurales en el gobulo rojo disminuye la capacidad de transporte y difusion
del oxigeno hacia los tejidos y predispone la aparicion de anemias en los
individuos (Torres, 2011).

El EO puede afectar a todos los sistemas celulares y tejidos. Para
defenderse de esta condicion oxidativa, las celulas cuentan con un poderoso
sistema de defensa antioxidante enzimaticos conformado por superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation
reductasa (GR), glutationa-S-transferasa (GST), y no enzimaticos como los
grupos tioles de proteinas, vitaminas (C y E) y minerales (zinc y magnesio)
(Zamora, 2007; Mayor, 2010).

Los globulos rojos son una fuente particularmente rica en catalasa (CAT),
Esta enzima se encuentra en el ser humano con alta concentracion en el higado
y rifidn, baja concentracion en tejido conectivo y epitelios, y practicamente nula
en tejido nervioso. Se localiza a nivel celular en las mitocondrias, excepto en los
eritrocitos donde se encuentra en el citosol. La enzima, en su aporte al
mantenimiento del balance oxidante/antioxidante se encarga de la destruccion
del H202 u otros peroxidos organicos que se producen en el metabolismo de
xenobidticos (Diaz, 2002; Grijota, 2015).

La GST es una enzima importante por presentar diversidad en su
actividad, participa en los procesos metabolicos y enzimaticos. La misma puede
catalizar la conjugacién, con el tripéptido gamma-glutamilcisteinilglicina o
glutatiéon (GSH), a través de su grupo tiol, de compuestos enddégenos formados
durante los procesos de degradacion oxidativa. Por su capacidad de atacar
moléculas nucleofilicas, también conjugan el tripéptido a través de su grupo tiol
con compuestos electrofilicos exdgenos (Towsend et al., 2003; Denzoin et al.,
2013), reduciendo su reactividad y facilitando su eliminacion de la célula a
través de miembros de la familia de proteinas asociadas a la resistencia a
multiples farmacos (Castillo et al., 2007; Ramirez y Arizmendi, 2012; Martinez,
2014). Se ha informado que algunos mecanismos de resistencia a toxicos se

asocian con incrementos en la actividad de esta enzima. Esta determinacion es
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usada en la industria para sondear la exposicién de trabajadores a compuestos
con riesgo de toxicidad (Tejedor, 2010).

Las moléculas que poseen grupos tioles (-SH) juegan un papel
importante en la defensa contra las EROs. Estos grupos funcionales estan
presentes en proteinas y péptidos como el GSH; su determinacién ha sido
utilizada como un marcador de contaminacion en distintos sistemas biolégicos
(Ferreira y Mastsubara, 2000; Cardenas y Pedraza, 2006; Prakash et al., 2009).
Una deficiencia de -SH predispone a la célula a sufrir de dafios oxidativos,
debido a la transformacion a componentes disulfuros, lo que puede favorecer la
aparicion de un rango amplio de patologias (Schewedhelm et al., 2003;
Cardenas y Pedraza, 2006; Valko et al., 2016).

Los globulos rojos solo pueden cumplir sus funciones durante
aproximadamente 120 dias. Esto requiere ATP y equivalentes redox, que deben
regenerarse permanentemente mediante el metabolismo energético y redox
(Grijota, 2015). Estas vias son necesarias para mantener la forma biconcava de
las células, sus concentraciones especificas de cationes intracelulares, el
estado reducido de hemoglobina con un hierro divalente y los grupos sulfhidrilo
de enzimas, glutation y componentes de membrana. Si ocurre una deficiencia
enzimatica de una de estas vias metabdlicas se limita la producciéon de ATP y/o
NADPH y se producen alteraciones claras de la membrana que provocan la
eliminacién de las células dafiadas por el sistema monocito-macréfago. Una
deficiencia hereditaria del GSH puede causar anemia hemolitica no esferocitica
(Winterbourn, 1985; Fitzpatrick et al., 2012).

Diversos autores han evidenciado alteracion de marcadores de estrés
oxidativo en individuos expuestos a COVs (Xiong et al., 2016). A este respecto
se ha demostrado que las concentraciones de COVs en el aire alveolar de
trabajadores de estaciones de servicios de gasolina aumentan directamente con
los afios de permanencia del individuo en el ambiente laboral, absorbiéndose en
mayor proporcién el benceno y sus derivados, los cuales estan asociados a

dafos en las macromoléculas como lipidos, proteinas y ADN en globulos
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blancos y aberraciones cromosdmicas (Ortiz, 2011). Ademas, se ha demostrado
alteracion en los sistemas de defensa antioxidantes, denotandose una
disminuciéon en los niveles de GSH y una activacion de enzimas del
metabolismo de xenobidticos y EROs, tales como citocromo Paso, glutationa-S-
transferasa, SOD y CAT en sangre de trabajadores de gasolineras, incluso en
diversos tejidos, tales como el higado, rifiébn, pulmén y cerebro de animales
experimentales (Cardenas et al., 2012).

En estudios recientes se ha demostrado que los glébulos blancos de
trabajadores en gasolineras presentaron dafos significativos en el ADN, siendo
estas lesiones reducidas por la administracion de antioxidantes (Ortiz, 2011). Al
parecer, los trabajadores encargados de manipular y dispensar combustibles en las
estaciones de servicios no cuentan con medidas de control para evitar la exposicion
a tales contaminantes, creando expectativas sobre algunos cambios en la fisiologia
sanguinea.

A nivel local existe poca informacion sobre la contaminacion de
individuos trabajadores en gasolineras, los mismos estan expuestos,
diariamente, a contaminantes de alto riesgo que pudieran conllevar al desarrollo
de patologias moleculares y degenerativas. La utilizacibn de marcadores
celulares y moleculares permite evidenciar cambios en el organismo como
resultado de la exposicibn a xenobidticos. En este sentido, se evaluaron
pardmetros hematoldgicos, niveles de lipidos peroxidados, algunas defensas
(enzimaticas y no enzimaticas) antioxidantes y la fragilidad eritrocitaria en
trabajadores en gasolineras de la ciudad de Cumana.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

La muestra poblacional de interés estuvo conformada por 30
trabajadores de estaciones de servicio de gasolina (TES), constituidas por 2 de
género femenino y 28 de género masculino. Todos los individuos fueron
adultos, con edades comprendidas entre 25 y 45 afos. Los TES presentaron
entre un (1) a cinco (5) afios trabajando en estaciones de servicios (gasolineras)
en la ciudad de Cumand, estado Sucre. Las estaciones de servicio visitadas
fueron: El Trebol, Nueva Toledo, Santa Rosa de Lima, San Luis, Venezuelay
Virgen del Valle.

En contraste, se compar6 con un grupo de individuos considerado
control, constituido por 30 personas sin exposicion comprobada a COVs; siendo
7 de género femenino y 23 de género masculino. A cada uno de los
participantes se le aplicé una encuesta de datos clinicos epidemiolégicos para
conocer sus antecedentes médicos y laborales (Anexo 1).

Criterio de exclusion

Se excluyeron del presente trabajo los individuos fumadores y los que
padecen de diabetes, hipertension y/o hiperlipemia; asi como también,
consumidores de bebidas alcohdlicas o con tratamientos antioxidantes durante
el estudio.

Normas de bioética

Este trabajo se realizé6 cumpliendo con los principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos, establecidos en la 18v® Asamblea
Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio de 1964, y con posteriores enmiendas
(Asociacion Médica Mundial, 2017). De acuerdo a ello, este estudio estuvo solo a
cargo de personas con debida preparacion cientifica y bajo vigilancia de
profesionales de la salud, se respetd los derechos de cada individuo
participante en la investigacion a salvaguardar su integridad personal y se
aplicaron todas las precauciones necesarias para respetar la intimidad,

integridad fisica y mental de los sujetos. También, enmarcados dentro de estos
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lineamientos, a cada paciente se le entregd por escrito las indicaciones
necesarias para la toma de la muestra sanguinea y se le inform6 de la
importancia, objetivo del estudio, métodos y procedimientos a utilizar en la
investigacion (Anexo 2).

Obtencion de la muestra

Este procedimiento se realizd6 a nivel de la vena cubital media, previa
asepsia de la region del pliegue del codo, por puncion venosa. En el mismo, se
extrajeron 8 ml de sangre con jeringas estériles descartables, de los cuales, 5 ml
fueron transferidos a tubos de ensayos estériles con una gota (50 pl) del
anticoagulante sal disédica del acido etilendiamino-tetracético disédico (Naz2-EDTA)
al 10%, y 3 ml se colocaron en tubos de ensayos secos Yy estériles. Todas estas
muestras se mantuvieron refrigeradas hasta llegar al laboratorio.

Una vez alli, se tom6 1 ml del espécimen con anticoagulante para la
determinacion de hemoglobina, contaje de glébulos rojos (GR), hematocrito y
fragilidad globular, y el resto fue centrifugado a 3 000 g durante 10 minutos. El
plasma asi obtenido y la capa de blancos se descartaron y el paquete eritrocitario
fue lavado tres veces con buffer fosfato salino (PBS) 0,16 mol/l NaH2PQOa4, 0,12 mol/l
Na2HPO4, 0,15 mol/l NaCl y pH 7,40, para ser utilizado en la determinacion del &cido
tiobarbitirico (TBARS), las enzimas catalasa (CAT) y glutationa-S-tarnsferasa
(GST), y glutatién (GSH) (De la Paz et al., 1996). Las muestras de sangre total (3
ml), servidas en tubos sin anticoagulantes, fueron centrifugadas para la obtencion
del suero a partir del cual se midieron los valores de proteinas totales.

Parametros hematoldgicos
Hemoglobina

Para la determinacién de este parametro, se emple6 un analizador
hematolégico automatizado (Medonic M16S/M20S). La cantidad de muestra
aspirada por el analizador, fue mezclada con cierta cantidad de lisante, el cual
contiene cianuro; la hemoglobina fue medida por un método colorimétrico donde
ésta es oxidada por ferrocianuro de potasio (KsFeCNe) a metahemoglobina, que

reacciona con el cianuro de potasio (KCN) para formar cianometahemoglobina.
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La luz monocromética, que pasa a través de la muestra, fue medida por un
fotosensor a 525 nm. La medicibn de la absorbancia fue directamente
proporcional a la concentracion de hemoglobina presente en la muestra. Se
utilizé un patrén de referencia de concentracion 13,40 mg/dl y controles: control
anormal bajo 6,50 mg/dl, control anormal alto 18,50 mg/dl y control normal
13,40 mg/dl. Los valores de referencia en hombres: 14,00-18,00 g/dl y en
mujeres: 12,00-16,00 g/dl (Boule Medical AB, 2014).
Hematocrito

El analizador hematolégico automatizado (Medonic M16S/M20S) calcul6 el
porcentaje del hematocrito empleando los valores del conteo de células rojas (RBC),
y del volumen corpuscular medio (MCV) de cada muestra, a través de la siguiente
formula: HTC % = RBC x MCV / 100. Los valores de referencia oscilan en hombres:
40,00-54,00% y en mujeres: 37,00-47,00% (Boule Medical AB, 2014).
Contaje de globulos rojos

Para el contaje de glébulos rojos, el analizador automatico (Medonic
M16S/M20S), midioé los cambios en una resistencia eléctrica producida por una
particula, en este caso representada por la célula roja, dicha particula fue
suspendida en un diluente conductivo que pasa a través de una abertura de
dimensiones conocidas, generando impulsos eléctricos; el niumero de pulsos
eléctricos genero sefales que equivalen al nimero de células rojas que pasaron
a través de la abertura, en este sentido, la amplitud de cada pulso eléctrico es
proporcional al volumen de cada globulo rojo. Los valores de referencia para
hombres se encuentran entre 4,70 a 6,10 x10% GR/ul y en mujeres entre 4,20 a
5,40 x10° GR/ul (Boule Medical AB, 2014).

Parametros bioquimicos

El paquete eritrocitario de cada muestra fue congelado a -20°C y luego
descongelados a 37°C para causar la hemdlisis. EI hemolizado fue utilizado para
cuantificar TBARS, GSH, CAT y GST (De la Paz et al., 1996).



Sustancias que reaccionan al acido tiobarbitarico (TBARS)

La cuantificacién de la peroxidacion lipidica se realiz6 empleando la técnica
fotocolorimétrica para la determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
(TBARS), que mide los niveles de malonaldehido (MDA) como uno de los productos
principales del proceso. Se tomaron 200 pl de la muestra hemolizada en 2 ml de
solucion salina al 0,9% vy luego se centrifugaron a 2 200 g por 15 minutos. Se
tomaron 250 pl del sobrenadante del homogenizado de GR, los cuales se colocaron
en tubos de ensayos. Las muestras y los tubos de la curva patrén se incubaron en
bafio de agua a 37°C con agitacion constante durante 15 minutos. Seguidamente,
los tubos se colocaron en bafio de hielo y se le adicionaron 250 pl de solucién
cromogena contentiva de &cido tricloroacetico al 13% y acido clorhidrico 1 mmol/l
para detener la reaccion, adicionalmente, se agregaron 500 pyl de TBARS al 1%
(Wasowicz et al., 1993; Gresner et al., 2016).

Los tubos se colocaron en un bafio de agua a 90°C con agitacion constante
por 10 minutos. Luego fueron enfriados nuevamente en bafio de hielo por 10
minutos. Seguidamente, las muestras fueron centrifugadas a 1 500 g por 10 min a
4°C en una centrifuga refrigerada Sordall RC2-B, los sobrenadantes fueron
transferidos a la celda de espectrofotbmetro para medir la absorbancia de las
muestras, a una longitud de onda de 532 nm, contra un blanco constituido por todos
los reactivos, a excepcién de la muestra. La concentracidon de malondialdehido
(MDA) se calcul6 mediante el uso de una curva patron de MDA estandar y los
valores se expresaron en umol/g hemoglobina (Hong et al., 2000).

Analisis enziméaticos

La actividad de las enzimas antioxidantes se determinaron en un
espectrofotometro Perkin Elmer UV/VIS Lambda 2S, bajo condiciones de
temperatura controlada a 25 + 1°C. Los ensayos enzimaticos se realizaron por
duplicado en un volumen final de 1 ml. Las estimaciones de pendiente y actividad
enzimatica especifica se realizaron en el programa UV Winlab Lambda 25 bajo

ambiente Windows.



Catalasa

La actividad enzimédtica se determin6 por el descenso de la
concentracion del peréxido de hidrogeno (H202) a una longitud de onda de 240
nm (Coeficiente de extincion= 40 mol/l). La mezcla de incubacién estuvo
constituida por un buffer fosfato KH2PO4/K2PO4 50 mmol/l a pH 7,50 y H202 50
mmol/l. A la cubeta experimental de cuarzo, se agrego 800 pl de buffer fosfato y
50 pl del extracto enzimatico. Se mezcl6 rapidamente y se midié el cambio de
absorbancia por 3 minutos. Se did inicio a la reaccion adicionando 150 pl de
H202 (Rauchoca et al., 2005).
Glutation-S-transferasa

La actividad de esta enzima se cuantifico siguiendo el ascenso en la
concentracion del complejo formado por la glutationa reducida (GSH) y 1-cloro
2,4-dinitrobenceno (CDNB), a una longitud de onda de 340 nm (Coeficiente de
extincion molar= 9,60 mmol/l). La mezcla de incubacién consisti6 en NazHPOa4
100 mmol/l pH 6,50, CDNB 2,50 mmol/l disuelto en etanol y glutation reducida
(GSH) 67 mmol/l. En la cubeta experimental, se agregaron 900 ul de buffer de
incubacion, 20 ul de CDNB y 30 pl de extracto enzimatico (Pompella et al.,
2003).
Glutation reducido

Para determinar el glutation (GSH) se aplic6 la metodologia Oxy
Research GSH-400, el cual se basa en una reaccion quimica colorimétrica que
procede en dos pasos. El primero conduce a la formacion de productos de
sustitucion (tioéteres) entre un reactivo patentado, R1 (4-metilsulfato de cloro-1-
metil-7-triflurometil-quinolin), y todos los mercaptanos (RSH) que estan
presentes en la muestra. El segundo paso es una reaccion de eliminacién que
tiene lugar en condiciones alcalinas. La reaccion estad mediada por el reactivo
R2 (30,00% NaOH) que transforma especificamente la sustitucion producto
(tioéter) obtenido con GSH en una tiona cromoférica que tiene un maximo de
absorbancia a una longitud de onda de 400 nm.

Antes del ensayo, se prepar0 una curva estandar con al menos cinco
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concentraciones de GSH. Estas cinco concentraciones cubrieron el rango de
20-100 umol/l en el medio de reaccion (cubeta espectrofotométrica). Se prepard
una soluciéon de trabajo de acido metafosforico (MPA), disolviendo 5 g de MPA
en 100 ml de agua. Se elaboré una solucion estandar de trabajo GSH 0,5
mmol/l disolviendo GSH en solucion de MPA.

Antes de cada serie de mediciones se ajusté la absorbancia del
espectrofotometro a cero a 400 nm, solo con tampon (solucion 3). Se realizaron
tres mediciones independientes de la absorbancia en blanco (Ao) a 400 nm. El
valor de AO se restara de los valores de absorbancia obtenidos con la muestra
(A). Los espacios en blanco deben medirse una vez solo después de 10
minutos de incubacion. Para cada medicion, la mezcla de reaccion se preparé
de la siguiente manera: se tomé una muestra de volumen inicial (Vi) (20-300 pl).
Se llevé a un volumen final de 900 ul con buffer (volumen de soluciéon 3 = 900 ul
- Vi). Se agregu6 50 ul de solucién R1 y mezclé bien. Luego, se agrego6 50 ul de
solucion R2 y mezclé bien. Se incubd a 25 + 3°C durante 10 minutos en la
oscuridad. La absorbancia final (A) se midié a 400 nm (Anderson, 1989).
Proteinas

En esta determinacién se aplic6 el método colorimétrico Biuret, en el cual
la proteina presente en la muestra reacciona con el cobre bivalente, presente
en una solucion alcalina, para formar un compuesto purpuareo conocido como el
complejo de Biuret (complejo Cu-proteina), siendo la intensidad cromética del
complejo, directamente proporcional a la concentracion de proteinas totales en
la muestra, la cual se midi6 espectrofotométricamente a 540 nm. Se tomaron
como valores de referencia entre 6,40-8,30 g/dl (Burtis et al., 2005).

Fragilidad osmatica

Con la fraccion de glébulos rojos se realizé la fragilidad osmatica. Para
ello, se preparo una solucion amortiguadora de fosfato con NaCl al 1,00%, a
partir de la cual se realizaron soluciones acuosas al 0,90; 0,70; 0,60; 0,50; 0,45;
0,40; 0,30 y 0,10% NaCl, a pH 7,40. En 10 tubos se colocaron 5 ml de cada

solucion anterior y se les adicionaron 20 ul de la suspension eritrocitaria, se
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mezclaron y se dejaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, los
tubos fueron centrifugados a 640 g por 10 minutos, se tomaron los
sobrenadantes para determinar las absorbancias (Abs) en un espectrofotometro
a 540 nm. El porcentaje de hemodlisis se determind comparandolo con la
solucion 0,10% (que corresponde al 100% de hemodlisis). El porcetaje de
hemolisis se estim6 mediante la formula: % hemolisis= absorbancia tubo X x
100/absorbancia tubo 0,10% NaCl. En individuos aparentemente sanos y sin
alteraciones en la membrana de los eritrocitos, la hemdlisis se produce entre
0,45% y 0,35% de NaCl (Korones y Pearson, 1989; Alonso et al., 2015).
Analisis estadistico

Los resultados se muestran en figuras y tablas. A los datos obtenidos se
les aplicé la prueba estadistica varianza simple (ANOVA), con el propésito de
determinar posibles diferencias significativas entre los promedios de las
variables hematoldgicas y bioquimicas determinadas en el grupo experimental y
control. Ademas, se empled el andlisis estadistico no paramétrico de Kruskal-
Wallis con el propoésito de determinar posibles diferencias significativas entre las
medianas de los grupos experimentales en relacion a la fragilidad osmoética de
glébulos rojos en el grupo de trabajadores de estaciones de servicio con

respecto a los controles (Sokal y Rohlf, 1980).
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RESULTADOS
En las figuras 1, 2 y 3 se muestran los parametros hematoldgicos
determinados en trabajadores de estaciones de servicio (TES) e individuos
controles, entre los cuales se cuentan los promedios de la concentracién de Hb
(g/dl), Hto (%) y GR (x10°% GR/ul).
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Figura 1. Concentracion de hemoglobina (g/dl) en trabajadores de estaciones
de servicio de la ciudad de Cumana versus individuos controles.
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Figura 2. Valores de Hematocrito (%) en trabajadores de estaciones de servicio
en TES de la ciudad de Cumana versus individuos controles.

Los mayores los promedios fueron hallados en los TES (x=13,91 g/dl;
X=41,60% y X=4,59 x10° GR/ul, respectivamente) en comparacion a los
controles (x=13,18 g/dl; X=39,80%; X=4,33 x10° GR/ul, respectivamente). Sin
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embargo no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los mismos

(FsHb=2,95; Fshto=3,06 y Fscr=2,68; p>0,05 para todas los andlisis).
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Figura 3. Contaje de glébulos rojos (x10°® GR/ul) en trabajadores de estaciones
de servicio de la ciudad de Cumana versus individuos controles.

Al comparar el valor promedio de la concentracion de las sustancias que
reaccionan con acido tiobarbitarico (TBARS) relacionada con el contendio de Hb en
TES con respecto al grupo control (Figura 4), se encontré una diferencia estadistica
muy significativa (Fs=35,31; p<0,05), observandose mas elevado en los trabajadores
frecuentemente expuestos a la inhalacion de los vapores de combustibles (x=7,25
pmol/g Hb) que en los individuos controles (X=3,25 pumol/g Hb).

En la figura 5 se muestran los valores promedios de la concentracion de
glutation (GSH) (umol/g Hb), determinados en TES e individuos controles. Los
mismos no mostraron diferencias estadisticamente significativas (Fs=1,28;
p>0,05), siendo el promedio de este tripéptido menor en los TES (x=0,14 umol/g
Hb) que en los individuos controles (x=0,15 pmol/g Hb).

Los promedios de las proteinas totales (g/dl) en los dos grupos en estudio se
muestra en la figura 6, donde los mismos se observaron mas bajos en los TES
(x=7,27g/dl) que en los individuos controles (x=7,81 g/dl); no obstante, la diferencia
fue estadisticamente no significativa (Fs=0,32; p>0,05 Ns).
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Figura 4. Concentracion de sustancias que reaccionan al acido tiobarbitarico
(TBARS) en gldbulos rojos (umol/g Hb) de trabajadores de estaciones de servicio
de la ciudad de Cumana versus individuos controles. = Significa p<0,05.
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Figura 5. Concentracion de glutation (GSH) en glébulos rojos (umol/g Hb) de
trabajadores de estaciones de servicio de la ciudad de Cumana versus

individuos controles.
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Figura 6. Contenido de proteinas totales (g/dl) en trabajadores de estaciones de
servicio de la ciudad de Cumané versus individuos controles.

En la figura 7 se muestran los promedios de la actividad de la enzima catalasa
(CAT) determinados en TES e individuos controles. Los mismos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (Fs=1,25; p>0,05), aunque la actividad
mayor en los bomberos (x=3,05 U) que en los individuos controles (x=2,55 U).
8L

U CAT

TES

Figura 7. Actividad de la enzima catalasa (CAT) en globulos rojos (umol/ml) de
trabajadores de estaciones de servicio de la ciudad de Cumana versus
individuos controles.

En cuanto a la actividad de la enzima glutationa-S-transferasa (GST) se

observé una diferencia estadistica altamente significativa (Fs=18,55; p<0,05) entre los
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valores de TES respecto a los individuos controles, encontrdndose un valor mas alto
(x=0,822 U) en el grupo ocupacional que en el grupo de referencia (x=0,205 U) (Figura
8).
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Figura 8. Actividad de la enzima glutationa-S-transferasa (GST) en glébulos rojos
de trabajadores de estaciones de servicio de la ciudad de Cumana versus
individuos controles. El asterisco (x) representa p<0,05.

Los porcentajes (%) de hemdlisis de globulos rojos determinados en los
TES con respecto al grupo control se muestran en la figura 9. En la misma se
puede observar que no se hallaron diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre los promedios de esa variable evaluada en ambas muestras
poblacionales.

En la tabla 1, se presenta que la resistencia globular minima (inicio de la
hemodlisis) de los globulos rojos de TES se presentd a concentraciones de
0,50% de NaCl (% hemolisis= 6,12 + 2,20 TES; 12,82 + 10,00 grupo control),
ocurriendo un comportamiento similar para la concentracion 0,40% NaCl;
mientras que, la resistencia globular maxima (hemolisis completa de los
eritrocitos) se produjo a una concentracion de 0,30% (88,00 £ 15,00% TES;
85,90+20,00% grupo control).
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Figura 9. Porcentaje de hemodlisis a diferentes concentraciones de cloruro de
sodio (NaCl) en trabajadores de estaciones de servicio de la ciudad de Cumana,

estado Sucre (cuadros) e individuos controles (triangulos). No significativo (NS)
representa p>0,05.

Tabla 1. Porcentajes de hemolisis a diferentes concentraciones de cloruro de
sodio (NaCl) en trabajadores de estaciones de servicio de la ciudad de Cumana,
estado Sucre, e individuos controles.

% Hemodlisis
Sanos TES P

[NaCl] X+ DS X+ DS

85,90 + 20,00 88,00 +
0,30%

15,00
>0,05 Ns

0,40% 20,80 + 11,10 6,80 +5,30
0,50% 12,82 + 10,00 6,12+ 2,20

NaCl=cloruro de sodio; X: media; DS: desviacion estandar, Ns: diferencias no significativas.
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DISCUSION

Los parametros hematologicos determinados (Hb, Hto y GR) en TES no
mostraron alteraciones, permaneciendo sus promedios dentro de los valores de
referencia, lo que permite descartar enfermedades hematolégicas (OMS, 2011).
Estos resultados guardan relacion con los encontrados por Haro-Garcia et al.
(2012), los cuales no evidenciaron cambios en los componentes citohematicos
en los trabajadores que manipulaban combustibles, cuya antigiiedad en el sitio
de trabajo fue menor a los 55 meses; la cual ha sido sefialada como el lapso de
exposicidon ocupacional, al menos a la fraccion bencénica.

Es importante destacar que el tiempo de exposicion es un factor
importante para evidenciar cambios en los pardmetros sanguineos. Segun
Abdrabouh et al. (2017) en un estudio realizado en trabajadores de estaciones
de servicios de la localidad de Mansoura City (Egipto) encontré una reduccion
significativa en los niveles de hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular, y
en el contaje total y diferencial de las células blancas. El incremento en el
tiempo de exposicion a los COVs hace mayor la concentracion de sus
metabolitos de tolueno (acido hipurico), xileno, y el acido o-metilhipurico en
orina, y por ende mayor, aumenta la posibilidad de desarrollar patologias
(Santiago et al., 2017).

Se conoce que el riesgo de exposicion a combustibles derivados del
petréleo, tales como la gasolina, se relaciona principalmente a cuatro
compuestos organicos principales: benceno, toluene, etileno y xileno, que en
cojunto son conocidos como BTEX (Abubakar et al.,, 2015). Sin embargo, el
benceno ha sido considerado el componente mas riesgoso, debido a su
potencialidad mutagénica y a los efectos carcinogénicos que provocan sus
metabolitos (Odewabi et al.,, 2014). Palma et al. (2015) han establecido
proporcionalidad entre la duracion de la exposicion a los hidrocarburos y el

producto de excrecion en orina.
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En cuanto al tolueno, un hidrocarburo aromatico, aunque no lo ha
considerado genotdxico ni cancerigeno en humanos y animales por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se ha reportado que en dosis bajas,
durante largo tiempo, puede producir dafios hematologicos (Shih et al., 2011;
Castellano, 2013).

En otros estudios se ha sefialado que las exposiciones a gasolina afecta
a todos los sistemas celulares y tejidos, inclusive a los glébulos rojos,
generando cambios hematolégicos leves con presencia de macrocitosis e
hipocromia, disminucién en su capacidad de transporte y difusién del oxigeno
hacia los tejidos, fragilidad globular, poiquilocitosis y anemias (D Andrea y
Kesava, 2014; Abozer et al.,, 2015; Chavez y Poveda, 2016). Sobre esta
situacion se ha explicado que, los metabolitos finales de la gasolina son los
responsables de los efectos perjudiciales en la médula 6sea, en la cual provoca
cambios estructurales de todos los componentes celulares, ademas de la
capacidad anaplasica, leucemiogénica y hemolitica (Torres, 2011; Haro-Garcia
et al., 2012; Villegas, 2015).

Con respecto al xileno, se ha informado que existe controversia sobre su
efecto hematotéxico cuando se absorbe por inhalacion (Haro-Garcia et al.,
2012). Sin embargo, se ha planteado que la exposicion a isomeros de xileno
lleva a la formacion de productos toxicos intermedios y finales semejantes a los
del benceno, con efectos perjudiciales en la médula (Caro et al., 2009). Asi
mismo, se ha sostenido que el dafio hematoldégico causado por estos
hidrocarburos podria potenciarse al encontrarse en forma de mezcla (tolueno,
xileno y benceno), como lo observado por Haro-Garcia et al. (2012), quien
encontré cambios en algunos parametros hematicos de trabajadores de una
fabrica de pintura en México.

Los leucocitos de los individuos expuestos a COVs presentaron mayor
fragmentacién del ADN en comparacién a los controles. Cuando los glébulos
blancos de estos individuos fueron expuestos in vitro a un agente pro-oxidante,

el ADN exhibid una alta sensibilidad al efecto toxico de la sustancia estresante,
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en comparacion a los controles. La oxidacion del ADN tiene potenciales
consecuencias genotdxicas y estd implicada en la patogénesis de varias
enfermedades, incluido el cancer y los trastornos neurodegenerativos (Gérin et
al., 1998; Costa et al., 2005; Marlatt et al., 2008; Martinez et al., 2010).

En relacion a los marcadores de estrés oxidativo en este estudio, se
pudo detectar alteraciones en los niveles de TBARS y glutationa S transferasa,
pero no asi en la actividad de CAT, lo que permite evidenciar una condicion de
estrés oxidativo y es clara sefal que se encuentran activados los mecanismos
de desintoxicacion de xenobioticos a nivel sanguineo en los TES. Esta situacion
que podria tener como fuente principal la inhalacibn de los compuestos
presentes en los referidos combustibles (Calenic et al., 2015; Forman et al.,
2009).

El aumento en los niveles de TBARS en los TES estaria indicando un
importante aumento de la oxidacién de moléculas lipidicas en los trabajadores
evaluados. El dafio oxidativo a esta macromolécula se debe a la accion directa
de compuestos como el benceno, tolueno y xileno, o a la sobreproduccion de
EROs a través del metabolismo de los xenobitticos en los organismos. La
activacion del citocromo P-4s0 produce de forma indirecta EROs tal como "OH, el
cual es reconocido como desencadenante de la lipoperoxidacion, al reaccionar
con componentes celulares subyacentes como los lipidos de las membranas
(Téllez et al., 2006; Carranza, 2011; Calenic et al., 2015).

En un estudio realizado por Gresner et al. (2016), en mujeres expuestas a
CQOVs por el oficio de técnicos de ufias, encontraron un aumento significativo en la
concentracion de TBARS y de las defensas antioxidantes (GPX y SOD) en ese
grupo ocupacional. Ademas, en una investigacion realizada en China por Xia et
al. (2017) demostraron un incremento significativo del MDA en un grupo de TES
con respecto a un grupo control, concluyendo que la exposicion a la gasolina
puede provocar un aumento del estrés oxidativo entre los asistentes

ocupacionales.
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En consecuencia, se puede presumir que los TES evaluados en este
estudio se encuentran en riesgo de presentar diversas patologias; pues, se
conoce que varios productos finales de la peroxidacion de lipidos son téxicos,
con un potencial mutdgeno y carcinogénico probado, tales son los casos del 4-
hidroxi-2-nonenal, del cual se ha informado que tiene potencial mutagénico,
mientras que el MDA puede causar entrecruzamientos y polimerizacion de
distintos componentes de la membrana, provocando que las propiedades de
ésta resulten aun mas alteradas. Es asi como, se ha establecido que la
peroxidacién de lipidos estd intimamente conectada con el desarrollo de una
amplia gama de procesos patoldgicos Y fisiolégicos como el cancer, diabetes,
enfermedades cardiovasculares y neurologicas, inflamacion y envejecimiento
(Martinez, 1998; Boberis et al., 2000; Quitamar y Calderon, 2009). Esta amplia
variedad de patologias ocurre por disminucion de sus defensas inmunes, que
se ven afectadas al incrementar la oxidacion de las mismas (Caro et al., 2008).

El aumento de la actividad de la GST eritrocitarias en el grupo de TES
con respecto al control sefiala que los individuos se encuentran metabolizando
y desintoxicando xenobidticos organicos e incluso EROs (Forman et al., 2009),
que se pueden estar formando como producto de la inhalacién de los COVs
presentes en el combustible manipulado en el ambiente de trabajo. Se conoce
que la actividad del sistema antioxidante puede aumentar o inhibirse bajo una
condicion de estrés quimico (Winston y Di Giulio, 1991), jugando un rol crucial
en el mantenimiento del estado de éxido-reduccion de las células. La induccién
de las enzimas puede aumentar la tolerancia del organismo a un medio
impactado por agentes prooxidantes (Muller et al., 2007).

El ingreso (A TRAVES DE QUE) y posterior biotransformacion enzimatica
de los constituyentes organicos probablemente genera un aumento
considerable de EROs, tales como: el anion superoxido, el radical hidroxilo y el
peréxido de hidrégeno. Esta biotransformacion es llevada a cabo por medio de
los sistemas monoxigenasa citocromo-Psso (Santiago et al., 2002) y la GST

(Newman, 2015). El aumento en la generacion de oxidoradicales produce dafios
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biolégicos variados entre los que se incluyen; peroxidacion de lipidos, dafios a
acidos nucleicos, inactivacion enzimatica y degradacion de proteinas. En
respuesta al incremento en la formacioén de radicales libres la actividad de las
enzimas antioxidantes tambien pueden incrementarse. La magnitud de los
efectos perjudiciales de las EROs es dependiente de la efectividad de las
defensas antioxidantes (Di Guiseppi et al., 2008; Cérdova et al., 2010).

A pesar de no encontrar diferencias en la actividad de CAT, se ha
sugerido que su incremento refleja la capacidad de respuesta rapida ante la
presencia de oxidoradicales. La CAT es una proteina homotetramérica que
contiene grupos hémicos. Esta enzima esta asociada principalmente a los
peroxisomas y cierta actividad se encuentra en el citosol (Rahman, 2007;
Mahmood et al., 2011). El incremento en los niveles de la misma sugiere que el
organismo esta bajo una situacion de produccion de peréxidos, especialmente
H202, asociado con el metabolismo oxidativo y biotransformacion de la
sustancias xenobioticas (Muhammad et al., 2014). Al elevar la formacion de
H202 aumenta la actividad de CAT para convertir dicho sustrato en H20 y O..

Con respecto a la determinacion de GSH en este estudio, no se encontro
alteraciones significativas entre los TES y el grupo control. El GSH es una
molécula importantisima para eliminar EROs, asi como de compuestos
xenobioticos; de ahi su elevada concentracion en el medio intracelular asi como
la abundancia de la enzima GST, la cual es critica para la destoxificaciéon de
compuestos enddgenos y xenobidticos (Forman et al., 2009).

Los xenobidticos forman conjugados con GSH, ya sea de forma
espontanea o enzimatica a través de reacciones catalizadas por GST. Estos
conjugados se excretan de la célula, formando un &cido mercaptarico, que
luego es excretado por el rifion. Si bien este proceso es importante para la
desintoxicacion del compuesto original, que a menudo es altamente reactivo, la
conjugacion de GSH también consume de manera irreversible GSH intracelular.

En situaciones de estrés oxidativo la actividad peroxidasa la realizan las GSTSs,
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con aumento de esta actividad y disminucion de la actividad transferasa (Aniya
y Nieto, 1993; Lu, 2009; Fitzpatrick et al., 2012).

El estrés oxidativo dentro de las células es controlado principalmente por
accion del GSH. Esta molécula es ubicua con diversas funciones que incluyen
desintoxicacion, defensa antioxidante, mantenimiento del estado tiol y
modulacion de la proliferacion celular. Se sintetiza en el citosol de todas las
células de mamifero de una manera estrictamente regulada. Las cadenas
laterales sulfidrilo de los residuos de la cisteina de dos moléculas del GSH
forman un enlace disulfuro (GSSG) durante el curso de ser oxidados en
reacciones con varios oxidos y peroxidos en las células. El tiol de cisteina de
GSH juega un papel de reduccion-oxidacion de los grupos tioles en otras
proteinas. El estrés oxidativo también genera peroxidos que, a su vez, pueden
ser reducidos por el GSH para generar agua y un alcohol, o 2 moléculas de
aguas (Lu, 2009; Fitzpatrick et al., 2012).

Mahmood et al. (2011) expresaron que la razén de las altas actividades
enzimaticas de CAT y de otras enzimas antioxidantes (SOD) en un grupo de
individuos trabajadores en gasolineras en la ciudad de Baghdad estuvo
relacionada al metabolismo a través de algunos metabolitos como fenol y oxido
de benceno. Los investigadores sugieren que SOD y CAT juegan un importante
papel como antioxidante contra EROs generados durante el largo periodo de
exposicion al derivado de la gasolina y posteriormente, en el mantenimiento de
la renovacién celular en estos trabajadores.

En un estudio realizado por Owagboriaye et al. (2016) en ratas expuestas
al humo de la gasolina demostraron un aumento en productos de peroxidacion
lipidica (MDA), y alteracion en el GSH y en CAT. Estos autores sugieren que la
peroxidacion lipidica es uno de los mecanismos conocidos como productos de
la generacion de radicales libres en los sistemas biolégicos y por tanto el humo
de la gasolina genera un cuadro de estrés oxidativo agudo en la fisiologia de
las ratas expuestas sobrepasando su capacidad antioxidante.

El aumento de GST en el grupo de los TES sugiere la captacion y
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subsiguiente eliminaciéon del xenobibtico organico. Esta enzima controla la
toxicidad de metabolitos electrofilicos, derivados de la biotransformacion de
contaminantes organicos, generando sustancias menos toxicas de facil
excrecion, utilizando a la glutationa reducida (GSH) como cofactor. Este
proceso enzimatico forma parte de la fase 1l del mecanismo de
biotransformacion de compuestos orgénicos (Vibha y Umesh, 2015; Jaramillo y
Valdivia, 2016). La GST también conjuga peroxidos organicos provenientes de
la actividad del ciclo redox, asociado con la condicidbn de estrés oxidativo,
protegiendo las macromoléculas biolégicas como las proteinas y los &cidos
nucleicos de las consecuencias toxicas de una reaccion covalente con dichas
especies.

Distintas isoformas de GST han sido implicadas en la desintoxicacion y
biotransformacién de muchos xenobioticos, incluidos varios carcinbgenos y un
ndamero considerable de medicamentos (Hilal-Dandan y Brunton, 2013; Ahmed
et al., 2011). La conjugacién incrementa la solubilidad del compuesto
electrofilico, facilitando la excrecion de la molécula del organismo. De esta
manera, se ha informado que la referida enzima actia conjugando al benceno,
presente en la gasolina, para convertido en &cido prepercapturico o, en caso
gue la orina esté acidificada, en acido mercapturico (Lauwerys, 1994; Camacho,
2014). En tal sentido, se sefiala la importancia de esta enzima como
antioxidante en los individuos dispensadores de gasolina estudiados.

Ibrahim et al. (2011) explica que en ratas expuestas a un COV
(benceno), se observo un aumento del MDA y una disminucion de la actividad
de las enzimas GSH-Px, CAT, superdxido dismutasa (SOD), asi como de GSH
en comparacion con el grupo control. Al respecto informaron que, otros autores
daban como explicacion, a la disminucion en la actividad de las enzimas GSH-
Px, CAT y SOD, que se debe a una inactivacion ocasionada por metabolitos del
referido hidrocarburo y que la deplecién de GSH es una de las consecuencias
importantes de la lesién toxica al higado y establecieron el rol critico de GSH

para proteger los tejidos de los efectos toxicos de la acumulacion de
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intermediarios reactivos (Eckert, 1988; Emara y El-Bahrawy, 2008). Ademas,
sefalaron que la CAT, entre otras enzimas antioxidantes, pueden proteger las
membranas celulares contra el dafio oxidativo causado por los radicales libres
toxicos y por lo tanto puede disminuir parcialmente ciertos tipos de
degeneracion celular del higado.

Por su parte, Moro et al. (2013) informaron que, el benceno presente en
la gasolina puede ocasionar estrés oxidativo en los TES, provocando dafio
genético y oxidacion de proteinas, lo que induce un aumento de las defensas
antioxidantes (GSH y actividad de GST) en respuesta al dafio oxidativo
generado por el combustible. Lo que se relaciona con los hallazgos de la
presente investigacion.

Los porcentajes de hemdlisis de glébulos rojos de TES con respecto al
grupo control no mostraron alteraciones significativas a la integridad de las
membranas globulares. Contrariamente, se ha sefalado relacién de la posible
influencia del estrés oxidativo sobre la fragilidad osmética (Gomez, 2012);
posiblemente propiciado por la inhalacion de los COVs provenientes de la
gasolina. Estas evidencias constituyen un estado de alerta que sefala la
propencion de estos individuos al desarrollo de anemia, asi como de patologias
crénicas, autoinmunes o cancer.

Los riesgos inherentes a la manipulacion de estas sustancias quimicas,
tampoco reciben capacitacion relacionada con sus labores, ni seguridad
industrial; lo cual contribuye a aumentar la probabilidad de producir efectos
adversos sobre su salud. Por ello, la importancia de evaluar posibles
marcadores de dafios hematoldgicos y bioquimcos en los TES que permitan
una deteccion temprana de procesos fisiopatoldgicos y un tratamiento oportuno
para garantizar calidad de vida a estos individuos.

En tal sentido, resulta importante sugerir que son necesarias las medidas
de bioseguridad en los expendios de gasolina. Por lo que, se recomienda el uso
de elementos de proteccién personal (guantes, botas, mascarillas) en la

poblacion expuesta a los vapores del referido combustible, para evitar que estas
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sustancias puedan penetrar facilmente por via inhalatoria y/o dérmica, y de esta
manera evitar dafios a la salud por la exposicion reiterada a estas sustancias
volatiles. Asimismo, se deben aplicar medidas de higiene, pues algunos de los
trabajadores expuestos consumen alimentos y fuman en el sitio de trabajo, lo
gue incrementa la absorcion de esas sustancias toxicas (Palma et al., 2015).
Los niveles de peroxidacion lipidica encontrada y el aumento en la
actividad de GST son claras sefales de dafio oxidativo en las membranas
celulares y a su vez, indican incrementos en el metabolismo y posterior
excresion, a nivel de hematies, de los xenobidticos incorporados en la sangre e
de trabajadores de gasolineras, posiblemente desde los vapores de los
combustibles dispensados; tal expocién laboral puede conllevar a aumentar la

fragilidad osmdtica en tales trabajadores.
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CONCLUSIONES

Los promedios de los parametros hematolégicos (Hb, hematocrito y
contaje de GR) en individuos trabajadores en gasolineras se encontraron dentro
de los valores de referencia.

La peroxidacion lipidica (TBARS) se encontré significativamente
incrementada en glébulos rojos de trabajadores de gasolineras con respecto a
los individuos aparentemente sanos, sefialando dafios a las membranas
celulares.

Se observo incremento de las defensas desintoxicantes en globulos rojos
de los trabajadores expuestos a vapores de gasolina, dado por un aumento en
la actividad de glutation-S-transferasa (GST). Mientras que, GSH y CAT no
mostraron variaciones significativas.

Los globulos rojos de individuos trabajadores en gasolineras presentaron,
frente a hipotonicidad del medio (0,30%), una fragilidad osmdética similar al

grupo control.
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RECOMENDACIONES

Continuar una linea de investigacion que evalue el desbalance de las
reacciones oxido-reductivas en individuos expuestos a diferentes sustancias
toxicas, con el fin de determinar posibles causas de estas alteraciones y sus
efectos, no solo en eritrocitos, sino también, en el sistema de defensas inmunes
y su implicacién en el desarrollo de algunas enfermedades.

Se sugiere a los patronos de estaciones de servicios aportar a sus
empleados todo el material y equipos de bioseguridad necesarios para la
proteccion de la integridad fisica de los mismos; asi como, se recomienda a los
TES usar la indumentaria aportada y aplicar las medidas de higiene y seguridad

necesarias durante la jornada de trabajo.
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ANEXO 1

Cuestionario

Muestra#——

|.- Datos personales.

1. Nombre:

4.- Sexo—+: —M—

Fecha: [ [/

5.- Direccion de habitacién:

6.- Ocupacion actuak:

7.- Lugar de trabaje:
8.- Horas diarias de trabajo:

Il.- Cognoscitivos.

9.- ¢ Cuanto tiempo tiene usted trabajando en la gasolinera?:

10.- ¢Trabajo usted en gasolinera cuando se distribuia gasolina con

plomo?

En caso de ser afirmativo, ¢ cuanto tiempe?

11.- ¢ Es fumador

Otra:

En caso de ser afirmativo, ¢ Cuanto tiempo tiene fumande?:
¢,Cual es el promedio de cigarro fumados al dia?

12.-¢ Presenta alguna de estas enfermedades?
Hiperlipidemia: Hipertension:

Tiempo de duracién con la enfermedad sefialada:

Diabetes: _

Recibe tratamiento para la enfermedad sefalada:-S: —No+—

13.- ¢ Consume algun farmaco o medicamento?:-Si:-
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En caso de ser afirmativo, especifique:

14.-; Consume bebidas alcohdlicas?:-Si- —No:—
Tipo de bebidas que consume:-\inos: — Ron: — Ce —
Whisky:
Frecuencia: Diaria: Semanal: Mensual: _ Anual:_

15.-¢ Consume alguna de las siguientes sustancias?
Vit E: Vit E+Selenio: Vit C: Vit A: Otro:

Durante cuanto tiempo:

Por medio de la presente encuesta, hago constar que he dado mi
consentimiento para que los datos aqui recopilados sean usados con fines de

investigacion

FIRMA DEL ENCUESTADO
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ANEXO 2

Consentimiento valido

Bajo la coordinaciéon de Dra. Sonia Nusetti se realizara el proyecto de
investigacion titulado: “DANO LIPOPEROXIDATIVO, DEFENSAS
ANTIOXIDANTES Y FRAGILIDAD OSMOTICA DE GLOBULOS ROJOS
EN TRABAJADORES DE ESTACIONES DE SERVICIO EN LA CIUDAD
DE CUMANA, ESTADO SUCRE”

Cl: Nacionalidad: Estado civil:

Domiciliado_en:

Siendo mayor de 18 afios, en uso pleno de mis facultades mentales y sin
coaccioén, ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza,
forma, duracion, propdésito, inconveniente y riesgo relacionado con el estudio
indicado, declaro mediante el presente:

1.- Haber sido informadas de manera clara y sencilla por parte del grupo
de investigadores de este Proyecto, de todos los aspectos relacionados con el
proyecto de investigacion titulado: “ DANO LIPOPEROXIDATIVO, DEFENSAS
ANTIOXIDANTES Y FRAGILIDAD OSMOTICA DE GLOBULOS ROJOS EN
TRABAJADORES DE ESTACIONES DE SERVICIO EN LA CIUDAD DE

CUMANA, ESTADO SUCRE”.

2.-  Tener conocimiento claro de que el objetivo del trabajo antes
seflalado es Evaluar el estrés oxidativo en glébulos rojos de indivic
trabajadores en dispensadores de combustibles.

3.- Conocer bien el Protocolo Experimental expuesto por el investigador,

en el cual se establece que nuestra participacion en este trabajo consiste en:
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donar de manera voluntaria muestra de sangre, tomada por el investigador del
proyecto.

4.- Que la muestra que aceptamos donar se utilizara Unica y
exclusivamente para “DANO LIPOPEROXIDATIVO, DEFENSAS
ANTIOXIDANTES Y FRAGILIDAD OSMOTICA DE GLOBULOS ROJOS EN
TRABAJADORES DE

ESTACIONES DE SERVICIO EN LA CIUDAD DE

CUMANA, ESTADO SUCRE”.

5.- La persona que realiza la investigacion coordinada por la Dra.
Sonia Nusetti, nos ha garantizado confidencialidad relacionada tanto a nuestra
identidad como a cualquier otra informacion relativa a nuestra persona a la que
tenga acceso por concepto de nuestra participacion en el proyecto antes
mencionado.

6. Que bajo ningun concepto podriamos restringir el uso para fines
académicos de los resultados obtenidos para el presente estudio, que ademas
podr& estar sujeto a publicaciones en revistas cientificas.

7. Que nuestra participacién en dicho estudio no implica riesgos e
inconveniente alguno para mi salud.

8. Que cualquier pregunta que tenga en relacién con este estudio nos
sera respondida oportunamente por parte del equipo de personas ani

mencionadas.
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DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclaradas nuestras interrogantes
con respecto a este formato de consentimiento y por cuanto a nuestra
participacion en este estudio es totalmente voluntaria, acuerdo:

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez
autorizar al equipo de investigadores a realizar el referido estudio en la muestra
de sangre venosa que aceptamos donar para fines indicados anteriormente.

2. Reservarnos el derecho de renovar esta autorizacion y donacion
en cualquier momento sin que ello conlleve algin tipo de consecuencias

negativa para nuestra persona.

Firmas de los (as) voluntarios (as):

Nombre y apellides:

cC 1
LT

Lugar:

Fecha:
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DECLARACION DEL INVESTIGADOR
Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del
protocolo mencionado, certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el
sujeto que firma este formulario de consentimiento comprende la naturaleza,
requerimientos, riesgos y beneficios de la participacién de este estudio. Ningun
problema de indole médica, de idioma o de instruccion ha impedido al sujeto

tener clara comprension de su compromiso con este estudio.

Nombre:

Lugar y Fecha:
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volatiles (COVs) provenientes de los combustibles. En este orden se procedié a
evaluar el dafo lipoperoxidativo, algunas defensas antioxidantes y la fragilidad
osmaética en glébulos rojos de individuos trabajadores en gasolineras en la
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Venezuela y Virgen del Valle), estado Sucre. Se seleccionaron una suma de 30
trabajadores (aparentemente sanos) de estaciones de servicio (TES), con
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considerado control (N=30). A cada uno de los individuos se les tom6 muestras
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(GR); también se se cuantificé los niveles de las sustancias que reaccionan con
el acido tiobarbitdrico (TBARS), glutatiéon reducido (GSH), proteinas totales, la
actividad de las enzimas catalasa (CAT) y glutation-S-transferasa (GST).
Adicionalmente se estimé la fragilidad osmética de los GR. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los promedios de las variables
hematoldgicas, niveles de GSH, CAT, proteinas plasméaticas y fragilidad
osmotica entre los dos grupos evaluados. Los TES presentaron los promedios
mas elevados de TBARS y GST en comparacion al grupo control. Los
resultados muestran sefiales de una condicion de estrés oxidativo en eritrocitos
de los TES, fundamentado en un incrementado dafio oxidativo y actividad de
GST. Tales hallazgos posiblemente sean consecuencia de la inhalacién
continua de COVs proveniente de su ambito laboral. Los parametros
determinados pueden ser aplicados como indices de estrés y de exposicion
laboral a COVs.
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Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, losdias28y29de)ubo
de 2009, conoci6 el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD

DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.
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