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RESUMEN:

La exposicion a altas densidades vehiculares puede afectar de manera importante la salud del individuo alterando
pardmetros bioquimicos y hematoldégicos. Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos se encuentran en estas
emisiones y sus niveles biolégicos son medidos a través del biomarcador 1-Hidroxipireno (1-OHP). Para evaluar la
exposicion a estos compuestos se realizé un estudio transversal, en 18 trabajadores del turno diurno de estaciones
de servicio del Edo. Carabobo (GE), y un grupo control conformado por 8 voluntarios trabajadores de una instituciéon
de educacién superior (GC). ElI 1-OHP se determiné por Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de
fluorescencia (HPLC-FD), ademds se midieron pardmetros hematolégicos y enzimas hepaticas. Los primeros no
mostraron variaciones fuera de los valores de referencia ni diferencias entre los grupos. Las transaminasas mostraron
incremento en los valores promedio de GE en relacién a GC (transaminasa glutdmico oxalacética (TGO) 30,28 y 22,1
ULL? respectivamente; p= 0,03; transaminasa glutamico piravica (TGP) 32,71 y 22,25 ULL?; p= 0,073). El 1-OHP
mostré concentraciones mas altas en los individuos expuestos a alto trafico vehicular en comparacién con el grupo
control (med= 0,052 y 0,015 pmol.mol? creatinina respectivamente; p=0,062), con diferencias entre fumadores y
no fumadores de ambos grupos. Las variables estudiadas no sobrepasan los valores de referencia sin embargo se
observan diferencias que sugieren un riesgo potencial para desarrollar enfermedades oncogénicas.

Palabras claves: 1-hidroxipireno; Hidrocarburos Arométicos Policiclicos; contaminantes ambientales, hepatotoxicidad,
hematotoxicidad.

URINARY 1-HYDROXYPYRENE, BLOOD PARAMETERS AND HEPATICS ENZYMES
IN HUMANS EXPOSED TO HIGH VEHICULAR TRAFFIC

SUMMARY

Exposure to high vehicular densities can significantly affect the health of individuals altering biochemical and hematological
parameters. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons found in these emissions and their biological levels are measured through
1- Hydroxypyrene biomarker (1-OHP). To assess exposure to these compounds sectional study was performed on 18
dayshift workers of gas stations of Carabobo state (GE) and a control group of 8 volunteers, office workers in a higher
education institution (GC). 1-OHP was determined by High performance liquid chromatography-fluorescense detector as
well hematological and hepatics parameters were measured. This first showed no changes outside the reference values and
differences between groups. Transaminase showed higher average values of GE relative to GC (glutamic pyruvic transaminase
32,72 and 22,25 ULL" respectively, p = 0,039; glutamic oxalacetic transaminase 30,28 y 22,13 ULL" respectively, p= 0,073).
1-OHP showed higher concentrations in individuals exposed to high traffic compared to the control group (med = 0,052 and
0,015 pmol.mol! creatinina, respectively, p=0.062), with differences between smokers and non-smokers of both groups. The
variables studied did not exceed the reference values but differences suggest potential oncogenic risk for disease is observed.

Keywords: 1-hydroxypyrene; Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; environmental pollutants, hepatotoxicity, hematotoxicity.

Introduccion tales como vertidos de petrdleo crudo o refinado, humo

_ del tabaco, alimentos a la parrilla, ahumados, fritos y en
La contaminacién ambiental se produce, en muchos las emisiones vehiculares (3,4).

casos, por la transmision y difusiéon de humos o gases
toxicos a medios como el aire y el agua, tal es el caso
de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs),
grupo de derivados poliméricos del benceno, que
provienen de la combustion incompleta de la materia
organica, de fuentes naturales o antropogénicas (1,2),

La exposicion prolongada a HAPs, previamente
activados en el organismo, puede producir cancer
cutaneo (escroto y cara), broncogénico, de vejiga entre
otros (5). En el sistema hematopoyético puede originar
leucemia y linfoma, también se conoce que actia como
disruptor endocrino (6).
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La Agencia Internacional de Investigacion sobre el
Céancer (IARC), ha clasificado algunos HAPs como
compuestos del Grupo 1, categoria usada cuando hay
suficiente evidencia de carcinogenicidad en humanos
(7). Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha declarado carcindégeno para seres humanos
en el Grupo 1, a las emisiones de gases de escape de
los motores diesel sobre la base de pruebas cientificas
suficientes que muestran que esa exposicién estd
asociada con un mayor riesgo de cancer de pulmon (8).

Por su ubicuidad en el medio ambiente toda persona
puede estar expuesta a estas sustancias, en el hogar, al
aire libre o en el lugar de trabajo, existiendo una mayor
contaminacion en las areas urbanas o industriales en las
quelas emisiones vehiculares o delas fabricas contaminan
el ambiente. Varias categorias de trabajadores como los
policias, fiscales de transito, conductores de transporte
publico y trabajadores de estaciones de servicio,
conforman un grupo laboral expuesto a estas emisiones

9).

Se ha propuesto la evaluacion del riesgo a ésta exposicion
ambiental, a través del monitoreo bioldgico mediante
diferentes biomarcadores, siendo el mads utilizado
1-Hidroxipireno (1-OHP), metabolito hidroxilado del
pireno, no cancerigeno, pero que se encuentra presente
en las mezclas de HAPs (10).

Estudios en diferentes entornos laborales y ambientales
han demostrado una relacién significativa entre la
concentraciéon urinaria de 1-OHP y la exposicién
ocupacional y ambiental a la mezcla de HAPs, resaltando
las diferencias de exposicion en ciudades altamente
pobladas y por tanto con gran densidad vehicular, como
fuente principal de emisiones de HAPs (11-18).

Con casi 2 millones y medio de habitantes (1.435 hab/
Km?) (19), Valencia (Venezuela) esla capital de un estado
industrial por excelencia cuya zona urbana se caracteriza
por su gran actividad comercial y alta densidad vehicular
con aproximadamente 500.000 automoviles particulares
(20), factores que dan cabida al alto trafico vehicular
particular y colectivo en las estaciones de servicio, lo
que motivd evaluar la exposicion a HAPs del personal
que labora en ese microambiente a través de la medicién
de 1-hidroxipireno urinario, parametros hematoldgicos
y hepaticos.

Materiales y Métodos

En el estudio, realizado durante el periodo abril-junio
2012, participaron 18 voluntarios (GE) de una poblacion
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de 40 trabajadores del turno diurno, de estaciones
de servicios de los municipios Puerto Cabello y San
Diego del Estado Carabobo, quienes voluntariamente
expresaron su interés de participar en el estudio a través
de la firma de un formato de consentimiento informado
y respondieron a un cuestionario para conocer variables
tales como: edad, sexo, habitos tabaquico y alimenticio,
sector en el que labora, antiguedad en el puesto de
trabajo, entre otros. Como grupo control (GC) se
evaluaron 8 trabajadores de oficina de una institucion
de educacion superior, no expuestos a alto transito
vehicular en su zona de trabajo.

Alfinaldelajornadaydelasemanalaboral,serecolectaron
muestras de sangre y de orina, que inmediatamente se
trasladaron a la Unidad de Investigacion en Toxicologia
Molecular (UTM), las muestras de orina fueron separadas
en alicuotas y congeladas a 78°C hasta el momento del
analisis y las muestras sanguineas fueron procesadas
en un equipo Mindray BC-2600. La determinacion de
la actividad enzimatica (TGP y TGO) se realiz6 por
Cinética-UV (Wiener Lab °). La creatinina se determind
con el método de Jafté modificado.

El procedimiento analitico utilizado para la
determinacion del 1-OHP fue el descrito y aceptado por
el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo
de Espana (21), con modificaciones en la hidrdlisis,
y desarrollado en la UTM. Al momento del analisis
las muestras fueron descongeladas hasta temperatura
ambiente y centrifugadas, se tomé del sobrenadante
de cada muestra 2 mL y se sometieron a hidrolisis
enzimatica con la enzima B-glucoronidas-arilsulfatasa
tipo HP-2 2: de Helix pomatia, 104800 U.mL"(Sigma-
Aldrich®), y en condiciones de pH 7,0 Buffer Acetato de
sodio trihidratado, grado reactivo, durante 3 horas en un
bafio de agitacion a 37°C.

Luego de la hidrdlisis, el sobrenadante se someti6
a extraccion en fase sélida con cartuchos Enviro-
clean C-18, 500 mg.mL"' (UCT® cat. EEC18153), con
gradiente de solventes (agua ultrapura, acetonitrilo J.T.
Baker® Grado HPLC). El extracto fue llevado a sequedad
con rotavapor, retomado con 1mL de acetonitrilo y
finalmente, inyectado en el Cromatégrafo Liquido de
Alta Eficiencia, con bomba binaria serie 200, acoplado
a detector de fluorescencia serie 200 (Perkin Elmer®),
con Columna Supelcosil® LC-PAH 5pm, 15cm. Segun
las condiciones que se describen: Temperatura: 20°C;
Fase movil: acetonitrilo - agua 70:30; Flujo 1 ml.min};
Muestra: 20 pl; Longitud de onda: excitacidon: 275
emision 382nm.
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A un pool de orina de personas no fumadoras, no
expuestas se agregd patron del analito (1-OH-pireno,
100mg, 98% de pureza, Aldrich®, CAS 5315-79-7) y
se prepar6é una curva de calibracién en el rango de
interés para el estudio (5 - 20 nmol.L!). Para obtener la
concentracion en las muestras de las personas expuestas
se realizé la interpolacion en la curva de calibracion
(R2= 0,9975). Los resultados se presentan corregidos
con creatinina para reducir la variacion interindividual
y se expresan en umol.mol-1 de creatinina (22).

Como referencia se asumen valores del biomarcador
para individuos no expuestos ocupacionalmente, no
fumadores < 0,24 y fumadores < 0,76 umol.mol” de
creatinina (10). El analisis de datos se realizo a través del
programa PASW Statistic version 18.0 para Windows,
considerandose un nivel de significancia de p < 0,05. A
través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov se probé si
las variables estudiadas siguieron la distribucién normal.
Se calcularon medidas de tendencia central para las
variables continuas, asi como frecuencias absolutas para
las variables categoricas. Se estim¢ la diferencia entre
los promedios usando la prueba de Student, también
pruebas no paramétricas como U de Mann-Whitney y
correlacion de Spearman para las variables de escala.

Resultados

El grupo de estudio estuvo conformado por 18
trabajadores de Estaciones de Servicio (GE) del Estado
Carabobo, todos de género masculino, con edad
promedio de 33,9 + 6,8 anos, de los cuales el 22%
declararon ser fumadores y 78% no fumadores, con
antiguedad promedio de 6,53 afos. En el grupo control
(GC) se evaluaron 8 individuos del género masculino
con una edad promedio de 40,75 + 7,2 anos (37,5%
fumadores y 62,5% no fumadores). En cuanto ala ingesta
de alimentos asados a la parrilla y de alcohol todos los
trabajadores refirieron consumirlos eventualmente por
lo que no se consider6 en el analisis de datos.

Los niveles de 1-OHP se muestran en la tabla 1, al
comparar fumadoresy no fumadores delos individuos en
estudio se observan diferencias significativas (p=0,040).
Cuando se discrimina por grupos, la diferencia
tiene significacion estadistica entre no fumadores de
ambos grupos (p=0,012), asi como en fumadores y no
fumadores de GC (p=0,025).

Al correlacionar la antiguedad y los valores de 1-OHP en
GE se observa una correlacion positiva sin significacién
estadistica (Spearman p= 0,053).
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Los promedios de pardmetros hematoldgicos y hepaticos,
asi como los valores de p para las diferencias entre los
grupos se muestran en la tabla 2.

TABLA 1. Niveles de 1-Hidroxipireno urinario
en la muestra en estudio y en relacién
con el héabito tabaquico.

1-Hidroxipireno
(umol.mol”creatinina)

GE (18) GC(8) p-value
mediana mediana
p (10-90)  p (10-90)
Exposicion a HAPs 0,052 0,015 0,062
(0,01 - 0,40) (0,02 - 0,14)
Fumador 0,20 * 0,09** 0,70
(0,04-0,54)  (0,09-0,46)
No fumador 0,05 0,01 0,012
(0,10-0,40)  (0,01-0,05)

GE: Grupo expuesto. GC: Grupo control; U Mann- Whitney:
*p=0,20  **p=0,025

TABLA 2. Parametros Hematoldgicos y
Hepaticos de la muestra en estudio.

GE GC Prueba T
(n=18) (n=8) p-value
X +SD X +SD
Hemoglobina
(gr.dL?) 1528 +1,08 1505+ 1,3 0,630
Hematocrito
(%) 46,58 £2,13 46,05 + 3,66 0,643
Glébulos Blancos
(x10-9.LY) 8,58 +2,23 7,101,998 0,119
Plaquetas
(x10-9.L") 286+52,45  284+65 0,947
TGO
(ULLY) 30,28+9,17 22,13+8,00 0,040
TGP
(ULLY) 32,71£12,99 22,25+13,50 0,073

GE: Grupo expuesto; GC: Grupo control; TGO: transaminase
glutdmico oxalacética; TGP: transaminasa glutdmico pirtvica.
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Al correlacionarlos valores de parametros hematologicos
y hepdticos con los del biomarcador solo presentan
interés las correlaciones positivas con las transaminasas
(Spearman p=0,300).

Discusion

Las zonas urbanas en las que existe alta densidad
vehicular presentan niveles mas altos de contaminantes
entre los que se encuentran los HAPs. Una zona de
particular riesgo la representan las estaciones de servicio,
en las que el trafico automotor es permanente, para la
evaluacion del riesgo numerosos autores han propuesto
el 1-OHP como biomarcador de eleccion.

Los valores de 1-OHP en los grupos estudiados se
encuentran entre los establecidos como puntos de
corte para poblaciones no expuestas ocupacionalmente
(10), sin embargo el grupo expuesto present6 valores
ligeramente mas altos que el grupo control. Dichos
resultados coinciden con  autores quienes han
evaluado la exposicion a HAPs en puestos de trabajo
que involucran un alto transito vehicular, importante
fuente antropogénica de estos compuestos (12,13,18).
Wattana y col. (15), reportan valores promedios de
1-OHP iguales a 0,37 y 0,19 pmol.mol™ creatinina en
personas con y sin exposiciones a emisiones vehiculares
en Thailandia, respectivamente. Asimismo, Chuang
y col. (16) senalaron niveles del biomarcador en
conductores de taxi de 0,17 umol.mol” creatinina,
mientras que empleados de oficina muestran valores
de 0,10 pmol.mol” creatinina, estos autores enfatizan
la alta correlacion entre los niveles de 1-OHP urinario
y la exposicion ambiental a mezclas de HAPs. Vargas
y col. (23) sefialan que en la ciudad de Valencia (Edo.
Carabobo) la concentracion promedio total de HAPs en
el particulado atmosférico fue de 1,97 ng.m’ cifra que
encuentra por debajo de las reportadas para ciudades
con gran contaminaciéon ambiental, lo que podria estar
relacionado con los niveles de 1-OHP encontrados en la
presente de investigacion.

Se analiz6 la asociaciones entre estos valores y la
antigiiedad, corroborando que el metabolito no se
acumula ya que es excretado alrededor de 18 horas
después de la exposicion en su forma glucoronidada
por via renal, hecho que determina que el muestreo se
realice al final de la jornada y de la semana laboral (24).
Con respecto al hébito tabaquico se observan valores
mas elevados en los fumadores, hallazgos similares a lo
reportado por diferentes autores debido al alto contenido
de HAPs presente en el humo del tabaco (13,16,25),
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quienes ademas refieren que los niveles pudieran estar
afectados por el polimorfismo de las enzimas del sistema
de citocromo (CYP1Al), especificamente las que
participan en la 1-hidroxilacién. Nuestros resultados
evidencian que la contribucion del habito tabaquico para
la valoracién del biomarcador en personas expuestas no
supone una diferencia relevante, sin embargo es un factor
a tomar en cuenta en la interpretacion de resultados en
personas no expuestas.

Es importante resaltar que aunque los niveles del
metabolito en el GE no sobrepasan los valores referidos
como de exposicion laboral de riesgo, la exposicion a
HAPs es considerada insegura en cualquier nivel pues
se incrementa el riesgo de cancer por exposicion a estos
xenobioticos, al respecto Okona-Mensah (26) sefala que
es necesario establecer prioridades para la calidad del
aire como medida de prevencion.

Al analizar los parametros hematoldgicos, no se
observaron diferencias entre los grupos, es relevante
el hecho de que estos trabajadores presentan una co-
exposicion debido a que estdn en contacto con benceno
proveniente de la gasolina y las mezclas que expenden.
De igual modo, Wiwanitkit y col. (27), Kobt y col. (28),
Mohammed y col. (29) no encontraron alteraciones en
dichos pardmetros, aun cuando otros autores afirman
que algunas células hematopoyéticas bioactivan los
HAPs constituyéndose como blancos potenciales de
estos contaminantes (30).

En referencia a la actividad de las enzimas hepaticas
evaluadas se observan diferencias entre los grupos (TGO
p=0,040; TGP p= 0,073) y una correlacion positiva con
el biomarcador de exposicion (p=0,300), sin embargo
los valores de GE resultaron mas elevados que los de GC.
Hallazgos similares reportan Ferreira y col.(31), quienes
evaluan las mismas enzimas como determinantes en
la formacion de aductos de hemoglobina de benzo(a)
pirenodiol en trabajadores expuestos a HAPs, se
explican estas diferencias por el metabolismo hepatico
de estos compuestos en los que se involucra el sistema
de citocromo p-450. Asi mismo, Mohammed y col.
(29) y Mahmood (32) reportan la actividad enzimatica
dentro de los valores de referencia y afirman que algunos
xenobidticos con metabolismo hepatico permiten que
permanezcan sin alteracion significativa en exposiciones
no prolongadas.

En conclusion, aun cuando las variables estudiadas no
sobrepasan los valores de referencia, lo que pudiera
estar influenciado estadisticamente por el n muestral,
se observan diferencias que sugieren un riesgo
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potencial para desarrollar enfermedades oncogénicas,
representando un problema de salud publica que
amerita el monitoreo ambiental de HAPs asi como el
cumplimiento del marco regulatorio referente a las
emisiones vehiculares. Recomendamos incrementar la
poblacién en estudio asi como la implementaciéon de
monitoreo biolégico como parte de la prevencion en
ambientes laborales en los que se pueda presentar co-
exposicion por mezclas de compuestos.
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