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RESUMEN

Las emisiones vehiculares son mezclas complejas de compuestos que contienen
agentes genotoxicos a los que esta expuesta la poblaciéon y que pueden ser considerados
como un riesgo para la salud. El primer paso para la investigacion de estas emisiones es la
identificacion de quimicos que pudieran estar relacionados con mutagenicidad o
carcinogenicidad. Uno de los métodos utilizados es el uso de bioensayos, con los que se
han obtenido resultados satisfactorios. Sin embargo, ha sido dificil la caracterizacion quimica
de los compuestos gue se aplican a los diferentes sistemas biologicos de prueba para
determinar su genotoxicidad. Por tal motivo, en este trabajo se pretende aportar una nueva
técnica para la obtencidn de los hidrocarburos en la fase gaseosa de las emisiones de la
combustién de la gasolina por medio de un copolimero adsorbente, su extraccion a través de
sonicacién, su especiacion por cromatografia de gases y por ultimo la verificacién de los
efectos genotoxicos utilizando un sistema bioldgico de prueba como es el intercambio de
cromatidas hermanas (ICH) en cultivo de linfocitos humanos, asi como en la cinética de
proliferacion celular y los indices de replicacion y mitético.

El analisis cromatografico de la emision de la combustion de la gasolina evidencio
compuestos como aromaticos, parafinas, isoparafinas, naftenos y olefinas. Mediante el
analisis de intercambio de cromatidas hermanas se evalud el efecto de la mezcla total (2.3
ug/ml) y de 5 concentraciones (0.5, 0.7, 0.9, 1.0 y 2.3 pg/ml) a partir de ella, aplicados
durante 2 horas a los cultivos de linfocitos. Los resultados observados no mostraron
incremento significativo en las frecuencias de ICH. Sin embargo, con respecto a la cinética
de proliferacion celular se manifestaron diferencias significativas en todas las
concentraciones, debido a que las proporciones de metafases de primera division fueron
mayores que las halladas en el testigo. En el caso del indice de replicacion solo en la
maxima concentracion se observaron diferencias estadisticamente significativas. No siendo
asi para el indice mitético en donde todas las concentraciones de los hidrocarburos indujeron

citotoxicidad.



[. INTRODUCCION

Actualmente se ha considerado que uno de los problemas ambientales mas
importantes lo constituye la presencia de enormes y variadas cantidades de productos
quimicos naturales y sintéticos en el ambiente, que se ha agudizado con el crecimiento
de las ciudades, la urbanizacion y el desarrollo industrial de las mismas. Cada dia de
trabajo, en la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) aproximadamente
20 millones de personas estan expuestas a contaminantes toxicos dentro de la
atmosfera y la mayoria de estos compuestos son de efecto desconocido para la salud
de la poblacion (Sans 1996) . Esta es una de las grandes urbes mundiales mas
contaminadas y sin duda alguna la problematica que atrae la atencion de la sociedad
es la contaminacion del aire, derivado principalmente de los siguientes sucesos:

1. El parque vehicular de la Ciudad de México consta aproximadamente de 3 millones
de vehiculos automotores y por ende existe un elevado consumo de combustibles
de alrededor de 20 millones de litros diarios de gasolinas sin considerar diesel y
gas L. P. (DDF 1995).

2. El crecimiento demografico en los ultimos 25 anos en la ZMCM, concentra la quinta
parte de la poblacion total del pais (20 millones de habitantes), en una superficie de
240 km?, esto se debe principalmente a la migracion de personas del campo y de las
pequenas comunidades hacia este lugar (SEDESOL /INE 1991-1992).

3. Las condiciones climatologicas y topograficas de la ZMCM que dificultan la
dispersion de contaminantes atmosféricos ya que se encuentra rodeada de
montanas (Ajusco, Chinchinautzin, Las Cruces, Santa Catarina, Guadalupe), que
constituyen una barrera natural. Asimismo, la altura de 2,240 metros sobre el nivel
del mar en que esta asentada, reduce la eficiencia de los procesos de combustion
derivado del enrarecimiento del aire y de la poca cantidad de oxigeno (Sociedad
Mexicana de Ingenieria Sanitaria y Ambiental A. C. 1994).

4. La gran concentracién de empresas e industrias generadoras de bienes y servicios,

que contribuyen con 26% de las emisiones a la atmosfera (DDF 1995).



Se calcula que entre el 75 y el 85 % de los contaminantes atmosféricos de la
ZMCM es producido por los autos, el 15% por las industrias y el 5% por tolvaneras y
desechos organicos, de ahi que exista una deficiente calidad del aire provocada por los
mismos (Quadri et al. . 1992).

Las emisiones de los motores que queman gasolina o diesel hacia la atmosfera
para su funcionamiento, incluyen compuestos como monoxido de carbono, oxidos de
azufre y de nitrogeno, hidrocarburos no quemados (parafinas, olefinas, aromaticos),
hidrocarburos parcialmente quemados (aidehidos, cetonas, acidos organicos),
productos de craqueo térmico y de desintegracion (acetiieno, etileno, hidrégeno, hollin

e hidrocarburos policiclicos) (Strauss 1990).

La gasolina y el diesel son derivados del petroleo y entre otros, se utilizan en
motores de combustion interma, estan formados por mezclas complejas de
hidrocarburos parafinicos, olefinicos, nafténicos y aromaticos, compuestos cuyas
moléculas estan constituidas principalmente por atomos de hidrogeno y carbono (Rojas
y Padilla 1996). Estos combustibles son producidos por un proceso de refinacion que
consta de varios procesos, tales como destilacion, craqueo, polimerizacion, reformado,
hidrogenacion, alquilacion e hidrosulfuracion entre los principales (Baumeister et al.
1984, Restrepo 1992).

La gasolina y el diesel no se producen mediante una estricta férmula de
composicion a causa de la diversidad de moléculas que la integran, asi como también
por las companias y regiones geograficas donde se elaboran, sin embargo deben
cumplir con ciertas especificaciones, respecto a las siguientes caracteristicas: poder
calorifico, volatilidad, presidn de vapor, inflamabilidad, calor latente de vaporizacion,
densidad y comportamiento respecto a la combustion (numero de octano, numero de

cetano), entre otros (Baumeister et al. 1984).

bt



Por otra parte, la distribucién por el tipo de combustible que consume el parque
vehicular en la ZMCM, indica que aproximadamente el 96.7% de los vehiculos utilizan
gasolina (Fig. 1).
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Direccion de Ecologia, DDF, 1994
Fig. 1 Distribucién del Parque Vehicular por el tipo de Combustible

La comercializacién de combustibles permite generar bienestar social, empleos,
transporte, servicios, energia y otras comodidades, sin embargo, su combustion

genera aproximadamente el 95% de las emisiones contaminantes en la ZMCM.

En teoria, en una “maguina vehicular perfecta”, el oxigeno del aire podria
convertir todo el hidrogeno del combustible en agua y todo el carbono en diéxido de
carbono, pero-en realidad el proceso de combustion es imperfecto y las maquinas de
los automéviles emiten los diferentes contaminantes mencionados (Pennsylvania DEP
1996). Se ha comprobado que algunos de estos compuestos son formados durante la
combustion incompleta de los humos de escape de los vehiculos y se liberan en forma
gaseosa (OECD 1995).

Los motores a gasolina son los causantes de los mas altos indices de emisién
de CO,, oxidos de nitrégenc (NOx) e hidrocarburos (HC) principalmente, estos uUltimos
con cerca de 555,319 toneladas anuales (Espinosa ef al. 1996, Tabla 1). La eficiencia
de combustion es considerablemente inferior en este caso, ya que con la altura de la



ZMCM el nivel de oxigeno por unidad de volumen es sensiblemente menor al que se
encuentra a nivel del mar (Navarrete 1992). Al hacer la comparaciéon, a 2240 msnm,
1 m® de aire contiene 212 g de O, y a nivel del mar en el mismo volumen hay 275 g de
O3, lo que determina la eficiencia de combustion, ya que si un auto esta bien afinado al
nivel del mar tiene una eficiencia del 92% y a la altura de la ZMCM sera del 69%. Esta
comparacion conduce a establecer que los 3'000,734 vehiculos que circulan en la
ZMCM, liberan una cantidad de contaminantes similar a la que emitirian 6.3 millones de
vehiculos a nivel del mar (Navarrete 1992, Direccion General de Prevencion y Control
de la Contaminacion 1996).

TABLA 1. ESTADISTICAS DE EMISIONES CONTAMINANTES (TON/ANO)
ARROJADAS A LAATMOSFERA POR FUENTES MOVILES

TRANSPORTE Namero NOx HC co
Auto particular 2'391.873 *31,913.00 253,865.70 1,044,008.00
Pick-up - 2,675.30 19,373.64 73,419. 40
Microbus 51,466 9,395.70 66,472.89 224,077 .60
Combi - 4,918.00 35,108.70 134,954.00
Taxi - 15,982.00 126,574.80 529,530.00
Autobus (R-100) 85,000 6,751.30 2,337.20 5,655.00
Foraneos-suburbanos 3,649 2,485.60 2,055.10 57.332.70
De carga - 5,867.60 46,099.68 271,321.10
De carga (mas de 2 ejes) - 7.204.00 2,079.50 4,735.80
Autobls Municipal - 2,591.40 781.60 1,777.70
Locomotoras - 414.00 16.84 50.52
Locomotoras de patio = 293.96 29.59 52.12
Aeropuerto - 1,294.89 523.43 1,583.23
TOTAL 3°000,734 91, 786.75 555, 318.67 2°348,497.17

Datos oficiales del Programa para Mejorar la Calidad del Aire en el Valle de México,
1995-2000. Departamento del Distrito Federal, Subdireccion General de Ecologia,
Direccion de Estudios y Proyeclos Ambientales, 1997.

- No existen datos oficiales

Los hidrocarburos aromaticos polinucleares (HAP's) son algunos de los
componentes que contienen las emisiones vehiculares que se han relacionado con el
potencial carcinogénico (Hermann 1981, Phillipson 1989, Hatjian et al. 1995). Sin
embargo, existen otras sustancias gaseosas a temperatura ambiente como olefinas,



aromaticos, parafinas y naftenos, que han mostrado efectos adversos sobre la salud,
aunque se ha reportado que los hidrocarburos alifaticos no presentan efectos
genotoxicos en diferentes pruebas biologicas (Stenberg ef al. 1983, Alsberg y Stenberg
1985, IARC 1989, Raabe 1993).

Como producto de la combustion llevada a cabo- en automotores se generan
contaminantes particulados y gaseosos, los primeros pueden formar cumulos con
diametros de 0.05 a 30 um hasta mayores como el hollin (Rojas y Padilla 1996). Los
segundos se presentan debido a sus altas presiones de vapor. Generalmente, para el
andlisis quimico y genotaxico las emisiones de un motor se dividen en estas dos fases
(Hampton et al. 1983, Cheng ef al. 1984, Payri et al. 1992).

Por otro lado, se han descrito efectos indeseables con ias emisiones de
gasolina, por ejemplo, tumores en roedores, cancer de piel, inflamacion, neumonia,
enfisemas, alteraciones pulmonares, adenomas y carcinomas (Campbeli 1936, Hyde et
al. 1978, Roggendorf et al. 1981, Lewtas 1983, Busey y Cokrell 1984).

En México, se ha estudiado mas la fase particulada que la de vapor en
emisiones vehiculares debido a la disposicion del equipo y al bajo costo del sistema de
muestreo (Payri et al. 1992, Riveros 1992, Gonzalez 1993, 1995). Sin embargo, ha sido
dificil la caracterizacion quimica de los compuestios que se aplican a los diferentes
sistemas bioldgicos de prueba para determinar su genotoxicidad. Por tal motivo, en
este trabajo se pretende aportar una nueva técnica para la obtencion y extraccion de
los hidrocarburos en la fase de gas de las emisiones de gasolina por medio de un
copolimero adsorbente, su extraccion a través de un ultrasonido y su especiaciéon por
cromatografia de gases, utilizando el método APION (aromaticos, parafinas,
isoparafinas, olefinas y nafiénicos) patente del IMP (Instituto Mexicano del Petroleo) y
por ultimo verificar si esta mezcla tiene efectos genotéxicos utilizando un sistema

biologico de prueba como es el ICH en los linfocitos humanos en cultivo.



Il . ANTECEDENTES

2.1 Propiedades fisicas y quimicas de los hidrocarburos

El término hidrocarburo se refiere a los compuestos formados exclusivamente por
atomos de carbono e hidrégeno. A partir del gas natural, del petréleo y del carbén se
obtienen numerosos compuestos organicos constituidos por carbono. Son la materia
basica para muchos productos quimicos que han afectado profundamente la vida del
hombre del siglo veinte. A pesar de su composicién simple y elemental los
hidrocarburos muestran una extraordinaria variedad en estructura y comportamiento.
Son generados por la combustidn incompleta de automéviles, por evaporacion de
combustibles y de disolventes industriales. Algunos contribuyen a la formacién de
ozono y otros son sospechosos de ser cancerigenos como los aromaticos policiclicos
(HAP) (Hermann 1981, Brorstron et al. 1983, Phillipson y loannides 1989, Hatjian et al.
1995), presentes entre otras emisiones, en la gasolina con plomo y diesel, este Gltimo
con nitroderivados (NHAP). Segun la estructura de la cadena se dividen en (Fig. 2):
hidrocarburos de cadena abierta (alifaticos) e hidrocarburos de cadena cerrada
(aliciclicos, aromaticos) (Reusch 1981).

Hidrocarburos
(tienen solamente carbono e hidrogeno)

oy
(o] [romen)

G

T + ) |
[ (parafinas’) | I Colefinas’) ] |{'acetil21°:s'] Hcm"‘ﬁjl hencenn H{anm:s bmcmiwscﬂ'\:::;dosll

Fig.2 Clasificacion general de los hidrocarburos




2.1.2 ALIFATICOS
Se componen de cadenas continuas o ramificadas de atomos de carbono
combinados con suficientes atomos de hidrogeno para satisfacer la tetravalencia del

carbono y en las que no existen estructuras ciclicas (Reusch 1981).

2.1.3 ALCANOS

Son de enlace simple. También se conocen como parafinas o hidrocarburos
saturados. Tienen como formula general C,Hzq42 Son relativamente estables frente a
las reacciones quimicas y muy pocas sustancias reaccionan con los alcanos, es por
esto que se les llama parafinas o hidrocarburos parafinicos (del latin “parum affinus”,
que significa "poca afinidad”). Las parafinas son de cadena no ramificada, que tienen
mayor autoinflamacién cuanto mas larga es la cadena, por ejemplo: metano CH4 y n-
heptano C7 Hjg dentro de estas se encuentran las isoparafinas que son de cadena
ramificada. Son menos inflamables que las parafinas normales, por ejemplo: iso-octano
(2,2 4-trimetilpentano Cg Hig). En general se utilizan como disolventes inertes. Los
alcanos de bajo peso molecular son gases y liquidos, mientras que los de elevado son
solidos. Son sustancias no polares, insolubles en agua y con densidades menores a
1.0 g/ml. Los alcanos con mas de tres carbonos pueden existir como isémeros
estructurales. El origen principal de los alcanos es el petréleo y su mayor uso es como
fuente de energia al realizarse su combustion. La mayoria de los combustibles que
comunmente se emplean son el gas natural, la gasolina, el queroseno y el diesel, estan
constituidos de hidrocarburos que contienen mezclas de alcanos cuya longitud de
cadena es similar pero variable. Las mezclas de alcanos son perfectamente adecuadas
para combustibles y la separacion del petréleo en alcanos individuales es innecesaria.
Esto es una gran ventaja porque dicha separacion es sumamente dificil. Los puntos de
ebullicion de muchos compuestos del petroleo son tan cercanos que casi es imposible
hacer una separacion completa (Solomons 1982).



2.1.4 ALQUENOS

Poseen dobles enlaces entre carbonos, su formula general es C,Hy, Pueden
ser no ramificados (n-) o ramificados (iso-). A menudo se les denomina olefinas. E!
etileno, el alqueno mas simple se le llamé gas olefiante (latin : oleum, aceite + facere,
hacer) porque el etileno gaseoso (CzHs) reacciona con cloro para formar C;H4Cl, un
liquido aceitoso. Las n-olefinas son menos autoinflamables que las n-parafinas. A
mayor nimero de carbonos, mayor autoinflamabilidad. Los alquenos de bajo peso
molecular son gases no polares e insolubles en agua. El doble enlace permite realizar
muchas reacciones importantes como cloracion e hidrogenacion. Algunos ejemplos

son: eteno, propeno, 1-buteno, 2-hexeno, etec. (Morrison y Boyd 1994).

2.1.5 ALQUINOS

Hidrocarburos insaturados con uno o mas triples enlaces de carbono. Formula
general C,Hz,.2. Con frecuencia se denominan acetilenos. Las propiedades fisicas son
similares a la de los alquenos correspondientes. Sufren reacciones de adicién como los
alquenos. Ejemplos: etino, propino, acetileno y alileno, etc. (Holum 1986).

2.1.6 CICLICOS O ALICICLICOS

Contienen cadenas simples de carbono, cada una de ellas unida a las
adyacentes para formar uno o varios anillos, pero no del tipo bencénico. También se
denominan naftenos. Tienen menor tendencia a la autoinflamacion que las n-parafinas
y mayor que las isoparafinas con igual nimero de carbonos. Se comportan de igual
manera que sus alcanos correspondientes, experimentando reacciones de sustitucion
ylo adicion; ejemplos: ciclopropano, ciclobutano, ciclopentano y metilciclopentano.
(Morrison y Boyd 1994).

2.1.7 AROMATICOS

Son hidrocarburos de cadena cerrada con un tipo especiat de anillo, en los
cuales alternan enlaces sencillos y dobles. A esta capacidad excepcional de los atomos
de carbono de unirse entre si en una gran variedad de sistemas se debe la enorme
cantidad de sustancias organicas conocidas. Se caracterizan por la gran estabilidad de

su nulcleo aromatico, son parte fundamental de las gasolinas. Presentan menor



tendencia a la autoinflamacion que otros compuestos y tienen un allo nimero de
octano. Representan el 20% de los hidrocarburos sin quemar en el escape de motores
a gasolina. Algunos de ellos son: benceno, tolueno, etilbenceno, xilenos, etc. (Reusch
1981).

2.1.8 ARENOS

Hidrocarburos que contienen unidades tanto alifaticas como aromaticas. Tienen
reacciones en la cadena lateral y en los anillos bencénicos. Se clasifican en:
alquilbencenos (alcanos y aromaticos), alquenilbencenos (alquenos y aromaticos) y

alquinilbencenos (alquinos y aromaticos) (Holum 1986) .

2.19 AROMATICOS POLINUCLEARES O POLICICLICOS

Estos compuestos constan de diversas estructuras de anillos bencénicos
fusionados o con ciclopentadieno, por ello presentan propiedades aromaticas; algunos

de ellos son naftaleno, antraceno y fenantreno (Holum 1986).

2.2 Efectos toxicos causados por los hidrocarburos volatiles

Los efectos clinicos especificos y la severidad asociada a ellos dependen de
las propiedades fisicas y quimicas de los hidrocarburos individuales y en mezclas,
ademas de la concentracion y el tiempo de exposicion. En general, su alta volatilidad,
provoca un riesgo mayor de aspiracion y toxicidad pulmonar (Kuling y Rumack 1981).

Los hidrocarburos mas estudiados individualmente por su toxicidad y que se
encuentran en las emisiones vehiculares son benceno, tolueno, 1,3- butadieno y los
xilenos (orto-‘meta- para-), entre otros (Mehlman 1992, Simons 1995). Actualmente, la
EPA/USA (1994), tiene registrados estos compuestos como los mas toxicos en el aire,

en donde el benceno y el 1,3-butadieno ocupan los primeros lugares de la lista.



En estudios epidemiolégicos con benceno, tolueno y 1,3-butadieno, se ha
demostrado que son los causantes de leucemia y otros danos en el tejido sanguineo
(Brandt et al. 1978, Gerner- Smidt y Friedrich 1978, Flemming 1990, Infante et al.
1990). Estos también producen alteraciones al sistema nervioso central, dolor de
cabeza, irritacion de ojos, euforia, pupilas dilatadas, convulsiones, narcosis y hasta la
muerte (ASTDR 1993). Sin embargo, el problema mas grave es que ademas de su
actividad toxica, algunos de ellos estan considerados por la EPA/USA (1990) como
carcinogenos, debido a que son capaces de alterar el material genético, originando
cambios (mutaciones), que pueden heredarse o llevar a diferentes respuestas
organicas, como desarrollo de diversos tipos de cancer, alteraciones reproductoras y
malformaciones (Tice et al. 1987). De acuerdo con la EPAJ/USA (1990) las fuentes
moviles pueden ser responsables del 54% al 58% de los casos de cancer asociados
con contaminantes toxicos del aire en los EUA (OECD 1995).

Se ha comprobado que los compuestos gquimicos emitidos por los automoviles
provocan acciones adversas en los organismos; en el ser humano producen dolor de

cabeza, imritacion de ojos, pupilas dilatadas, convulsiones, narcosis, etc. (ASTDR 1993).

La gasolina, es uno de los derivados mas volatiles del petréleo, su contacto
puede ocasionar dolor en los ojos, irritacion de la cormea (Sandmark et al. 1989),
degeneracion cronica del cerebelo por la presencia de los aditivos del plomo (Young et
al. 1977), arritmia cardiaca (Reese y Kimbrough 1993) y muerte sibita por inhalacién
excesiva (Anderson ef al. 1985).

2.2.1 BENCENO

Es un componente importante de la gasolina, sustituto para la disminucion del
plomo en la misma, se encuentra en las emisiones de los escapes y en las que
provienen del depdsito del combustible y del carburador (evaporativas). Su formula
molecular es CgHg, con peso molecular es 78.11 g/mol, temperatura de ebullicién de
80 °C, presion de vapor de 100 mm Hg a 26.1 °C y temperatura de inflamacion de
-11 °C (Budavari 1989). De acuerdo con fa USEPA (1994) el 90% de las emisiones de



benceno hacia la atmosfera, son provenientes de vehiculos (Sigh 1992, OECD 1995) y
se considera que muchas personas se exponen diariamente a una cantidad pequena
del mismo (ASTDR 1993). En su mayoria, el benceno se pierde en el ambiente en
forma de vapor y tiende a dividirse en el aire mediante la fotodegradaciéon con vida
media de una semana. En cambio en el agua y en el suelo, bajo condiciones aerobias
permanece de 10 a 20 dias. Por el contrario, en situacion anaerdbica persiste a la
degradacion por lo que puede estar presente por muchos anos (Paustenbach et al.
1993).

La IARC (Internacional Agency for Research on Cancer 1989) y la WHO (World
Health Organization 1987) lo han considerado como un carcinégeno del grupo 1, lo que
significa que existe suficiente evidencia cientifica para probar una relacién positiva
entre la exposicion al agente toxico y el desarrollo del cancer, en animales y humanos
(Methman 1992, Reese y Kimbrought 1993, Snyder y Kalf 1994)

En estudios con animales se ha demostrado que el benceno causa tumores en
ratas y ratones incluyendo linfomas, neoplasia hemolinforreticular, todo tipo de
leucemias, cancer de glandula zimbal, cavidad oral, pulmén, piel, cavidad nasal,
estébmago, glandula mamaria, ovarios y Utero (Maltoni 1983, Maltoni y Conti 1985,1987,
Huff et al. 1989).

En ltalia, el profesor Cesare Maltoni de la Fundacion de Oncologia y Ambiente,
ha dirigido estudios mostrando que el cancer esta vinculado a sustancias a partir de
emisiones vehiculares y también que el benceno es un poderoso carcinégeno que
puede causar diferentes tipos de cdancer, particularmente leucemia en humanos
{Simons 1995).

Infante y White (1985) calcularon las muertes por leucemia de trabajadores en
contacto con benceno de 4 a 25 por cada 1000, dependientes del nivel y de la

duracion de la exposicion.



Otras organizaciones han realizado estudios epidemioldgicos en trabajadores
expuestos al benceno, en donde se observaron altos niveles de leucemia (WHO/Euro

1987, Simons 1995). Dosis mayores de 400 ppm pueden causar leucemia (Brief 1980).

2.2.2 1,3- BUTADIENO

Su férmula quimica es C4Hg, su peso molecular 54.09 g/ml, su temperatura de
ebullicion 15.3 °C y su presion de vapor 1840 mm Hg a 21 °C. En 1992, la Agencia
para Sustancias Toxicas y Registro de Muertes (ATDR) concluye gue el 1,3-butadienc
es el agente toxico mas peligroso (en términos de cancer) en el aire emitido por
motores vehiculares que al ser respirado puede ser altamente carcinogénico y
posiblemente responsable de sintomas como nauseas, fatiga, dolor de cabeza,
incluyendo genotoxicidad, cancer de higado y leucemia. De acuerdo con la
EPAJUSA'93, el 94% de las emisiones de 1,3-butadieno provienen de los vehiculos
(OECD 1995). Mas importante todavia es el hecho de que ademas de ser un poderoso
carcinégeno, es el componente con mayor reactlividad fotoquimica en la formacion de
ozono (Simons 1995).

La EPA/USA'94 menciona que para el afo 2010, el 1,3-butadieno puede ser el
responsable de mas del 70% de todos los casos relacionados con emisiones
contaminantes del aire toxico proveniente de vehiculos de motor. Por ello la Agencia
para el Registro de Sustancias Toxicas y Enfermedades ASTDR (1993) y el Instituto
Nacional de la Administraciéon de la Salud han establecido que el limite de exposicion
son 1,000 ppm en el aire.

2.2.3 TOLUENO

La formula molecular es C; Hs, su peso es 92.14 g/mol. su temperatura de
ebullicion es de 110.62 °C, y de inflamacion es de 4.4 °C, su presion de vapor es de
22 mm Hg a 20 °C, la ingestién o inhalacion afecta severamente al sistema nervioso
central y en concentraciones altas, puede actuar como un narcotico. Los efectos en el
sistema nervioso central son dolor de cabeza, vértigo, intoxicacion e irritacion de ojos
cuando se inhalan 100 ppm de tolueno 6 horas/dia durante 4 dias (EPA/USA 1994).



En la exposicion a 600 ppm se observan los mismos resultados o incluso mas
serios como euforia, pupilas dilatadas, convulsiones y nauseas (EPA/USA 1994). Pero
con 10,000 a 30,000 ppm se produce narcosis y muerte (US Air Force 1989). El
tolueno también puede causar dano por absorcién en la piel, provocando dermatitis
(Faust 1994).

Los efectos pueden ocurrir cuando las personas utilizan gasolina y otros
compuestos que contienen tolueno para realizar reparaciones a sus vehiculgs u otras
actividades (EPA/USA 1994). Sus efectos en la salud humana y en el ambiente
dependen de la cantidad, la presencia y la frecuencia de exposicion. El toluenc puede
contribuir a la formacion de ozono, cuando reacciona con otros compuestos organicos

o sustancias en el aire.

2.2.4 XILENOS

La formula molecular del xileno es CgHio, su peso es 106.17 g/mol, sus
temperaturas de ebullicion e inflamaciéon son de 138.3°C y de 25 a 27°C,
respectivamente y su presion de vapor es de 6 mm Hg a 20 °C. Existen tres formas de
xileno: orto-, meta- y para- (Reese y Kimbrough 1993). Son quimicamente similares al
benceno y como éste, son adicionados a la gasolina para incrementar el octanaje
(Pennsylvania Deparment of Environmental Protection 1996).

Al igual que los otros compuestos puede producir una variedad de sintomas en
el humano desde irritacion de la garganta, ataques epilépticos, amnesia, hemorragia
cerebral e inconsciencia hasta la asfixia. El contacto con la piel causa sensacion de
ardor y la exposicion prolongada dermatitis. La absorcion pulmonar es muy rapida y la
retencion esta calculada en 50 a 70%. El ejercicio fisico podria incrementar esta

absorcion (Reese y Kimbrough 1993).



2.2.5 n-HEXANO

Su formula es CgH;4 y se ha considerado como uno de los alcanos mas
toxicos. Se extrae del gas natural y del petréleo y se utiliza basicamente como
disolvente industrial. Tiene peso molecular de 86.17 g/mol, punto de ebullicion de
68.74°C y de fusién de -95.34°C (Sandmeyer y Kirwin 1981). En el hombre hay graves
efectos sobre el sistema nervioso central ya que actiia como anestésico; por ingestiéon
causa nausea, vértigo e irritaciones bronquial e intestinal y dosis de 50 g pueden
provocar la muerte. La dosis letal media (LDsp) por administracion bucal en ratas es de
24 a 49 ml/kg. La exposiciéon cronica produce polineuropatia en trabajadores de la
industria vy se ha observado que en inhaladores hay pérdida de axones y nervios
terminales (Sandmeyer y Kirwin 1981). El limite recomendado para la exposicion
ocupacional es de 100 ppm (Sax 1980). Ha sido probado en una planta, Vicia faba
donde induce aberraciones de tipo S-independiente, anafases multipolares,
cromasomas con centromero inactivado y microntcleos (Gémez- Arroyo et al. 1986).

2.2.6 n-HEPTANO

El C;H16, es un liguido inflamable e incoloro que se aisla de! gas natural y del
petroleo, su peso molecular es de 100.20 g/mol, su punto de ebullicion de 98.43 °C y el
de fusion de -90.61°C; al igual que el n-hexano, es insoluble en agua. Fisiolégicamente
es mas activo que el anterior, provocando paro respiratorio a concentraciones de 4.8 %,
asi como vértigo, incapacidad de mantener el equilibrio, incoordinacidén motora,
irritacion de las mucosas, nausea y laxitud a concentraciones menores (Sandmeyer y
Kirwin 1981). Es narcotico y sensibilizador cardiaco. La concentracion limite para una
jornada de 8 horas es de 85 ppm. Respecto a sus efectos genéticos, se ha probado en
Vicia faba donde causa aberraciones de tipo S»indeﬁendiente, asi como dafio al
centromero y al huso acromatico (Davila 1981, Gomez- Arroyo ef al. 1986).
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2.3 Mutagenicidad en animales expuestos a vapores de gasolina

Campbell (1936) fue el primero en exponer ratones a las emisiones de
gasolina, provoééndoles tumores en el pulmon, Kotin y Falk (1954) observaron
cancer de piel en ratones que estuvieron en contacto con emisiones de la fase
particulada de la combustion de la gasolina. Hyde et al. (1978) notaron alteraciones
pulmonares en perros.

Roggendorf et al. (1981) aplicaron vapores de gasolina diluidos durante 18
meses a ratas observando inflamacion, neumonia y enfisemas que se atribuyeron a

infecciones, sin aparecer tumores.

En investigaciones similares con ratas y ratones B6C3F sometidas a gasolina
vaporizada durante dos anos, se encontraron frecuencias significativas de tumores,
adenomas y carcinomas, con una relacion de concentracion-respuesta (Busey y
Cockrell 1984, Kitchen 1984, MacFarland 1984).

Lewtas (1983) hizo estudios para evaluar efectos acerca del aumento o de la
disminucidn de mutagenicidad, cambiando las condiciones de un vehiculo que pudieran
alterar este factor, como el combustible, la maquina, el ciclo de manejo, la temperatura
ambiental, el convertidor catalitico, etc. Los resultados mostraron que la respuesta de
mutagenicidad fue dependiente de la maquina y del combustible empleado. E.r! otros
trabajos, la misma autora demostré que con la fase particulada de las emisiones de
gasolina solo se manifesto induccion mutagénica sin activacion metabolica en células

de linfoma de ratones in vitro.



2.3.1 Mutagenicidad en bacterias y en cultivos celulares

Es sabido que las emisiones de la combustion de la gasolina y del diesel
contienen en cualquiera de las dos fases (particulada o gas) una variedad de agentes
mutagénicos y carcinogénicos (IARC 1989), que se han esludiado para ftratar de
encontrar los factores de riesgyo hacia 1a salud.

Para la investigacion de la fase particulada, se han realizado algunos trabajos
con emisiones de la combustion de gasolina y diesel, colectandose en filtros Palflex y
extrayéndose con un sistema Soxhlet y diclorometano por varias horas, posteriormente
este crudo se fracciona y se aplica a diferentes tipos de biocensayos: Salmonella
typhimurium TA100 con y sin activacion metabdlica (+S9 6 -S9), un complejo
enzimatico que metaboliza algunas sustancias, prueba de citotoxicidad en macréfagos
alveolares (PMA) e induccion con 2,3,7 8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD),
encontrando que todos los extractos crudos de particulas indujeron mutaciones en
todos los sistemas. Con Salmonella typhimuriumm provocaron mas del 60% de
mutagenicidad en ausencia de la fraccion S9 (Aldsberg y Stenberg 1985).

Crebelli et al. (1991) con el mismo tipo de extraccion para las emisiones de
diesel y gasolina lo dividieron en 3 fracciones: acida, basica y neutra, que aplicaron a 9
cepas de Salmonella typhimurium y sélo observaron resultados positivos en la
fraccion acida (conteniendo nitroaromaticos y nitropirenos) que se incrementaron al
agregar la activacion metabdlica (S9), con respecto al diesel, sin embargo, con la
emision de gasolina se aprecié una moderada mutagenicidad directa en las tres partes,

aunque no se lograron identificar las especies quimicas que causaron estos resultados.

Lewtas (1983) utilizando el sistema de extraccion Soxhlet para la fase
particulada, aplicé los extractos durante 2 y 24 h con y sin el sistema de activacién
metabédlica en linfocitos humanos. Los datos indicaron que, con activacion metabdlica,
todas las muestras de emisiones de gasolina y diesel indujeron ICH y sin activacion

sélo las de diesel. Westerholm y Rannung (1988) utilizando 4 diferentes combustibles,



atraparon las fases de gas y de particuia. Para la primera, utilizaron la técnica de
criogradiente, extrayendo con acetona y para la segunda, usaron filtros Palflex.
Posteriormente aplicaron los extractos a Salmonelfa thyphimurium TA98 y TA100 con y
sin activacion metabdlica y observaron efectos mutagénicos en todas las muestras,
excepto una en ambas fases. Sin embargo, la fase de gas tuvo una accion mayor en

TA100 sin activacion.

Rannug (1983) obtuvo extractos de emisiones de diesel y gasolina de las fases
particulada y gaseosa, esta ultima la atrapd por medio de condensadores/agua y
COy/etanol utilizando un Soxhlet especial descrito por Stenberg et al. (1983) que
posteriormente aplico a Salmonella typhimurium TA98 y TA100, con y sin activacion
metabdlica, observando claramente que ia fase de gas contribuyo al efecto directo en
TA98 con un 80% mientras que en TA100 varid del 60 al 90% y en presencia de S9 con
25 a30% en TAS8 y 20% para TA100.

Shiraishi et al. (1986) expusieron células de criceto chino V79 en cultivo a la
fase de vapor con productos de tolueno que obtuvo con NO; durante 2 horas utilizando
como fuente de almacenamiento una camara de humo. Los resultados evidenciaron
una frecuencia elevada de ICH solo en la maxima concentracion siendo 3.6 veces mas
alta que en el testigo. Salomaa et al. (1988) capturaron la fase particulada del humo
del cigarrillo con filtros Palflex y la gaseosa utilizando un copolimero de adsorcion
(XAD-2). Los extractos de ambas fases fueron fraccionados en tres partes, acida,
neutra y basica y se aplicaron a linfocitos humanos y a Salmonella typhimurium. Los
resultados fueron positivos en Salmonella con activacion y para la prueba de ICH en

linfocitos humanos in vitro sin activacion metabdlica.
2.3.2 Mutagenicidad en humanos
Las emisiones originadas por la combustidn de gasolina y diesel contienen

carcinogenos potenciales que causan dano en diferentes organas y especialmente en

el tracto respiratorio.



Uno de los primeros estudios fue realizado con trabajadores de lineas de
ferrocarril expuestos a emisiones de la combustion del diesel, en donde se analiz6 el
tiempo de exposicion y los diversos padecimientos relacionados con cancer de pulmén,
y ademas se apreciaron algunos sintomas de dafio pulmonar en los trabajadores en
servicio activo (Holmberg y Ahlborg 1983).

Wong et al. (1993) llevaron a cabo un estudio con 18,135 empleados expuestos
a emisiones de gasolina durante casi un ano, en plataformas marinas y terrestres entre
1946 y 1985 para determinar la relacion de mortalidad con respecto a cancer de rifién y
a leucemia. Los resultados de este estudio indicaron que no se incrementd la

mortalidad en ninguna de las dos aln con varios indices de exposicion a la gasolina.

Existe contradiccidn en la literatura sobre el incremento de ICH producidos
por las emisiones vehiculares en linfocitos humanos periféricos. En policias expuestos
a éstas durante 8 horas de trabajo por dia en un periodo de 5 afos, se describio una
frecuencia alta de intercambios de cromatidas hermanas (Chandrasekaran et al. 1996).
Por el contrario, en empleados de estaciones de gasolina y de una refineria no se
encontraron diferencias significativas (Khalil ef al. 1994, Pitarque et al. 1997).

2.3.3 Mutagenicidad en otros organismos

En cuanto a ensayos in vivo, Lewtas (1983), informd resultados positivos
utilizando las pruebas de micronucieos y mutaciones somaticas de pigmentacion en
los pelos estaminales de la planta Tradescantia y negativos en mutaciones recesivas
ligadas al sexo en la mosca Drosophila.



3.1 Técnica de analisis de emisiones vehiculares

A través de las pruebas dinamicas se realiza la evaluacion y cuantificacion
de emisiones contaminantes de escape de vehiculos de combustion interna. Para
efectuar una prueba dinamica, se utiliza una serie de equipos que cumplen con
normas internacionales y nacionales como la norma oficial mexicana NMX-AA-II-
1993 y por el Code of Federal Regulation Vol. 40 parte 86 de los Estados Unidos de
América (denominado FTP-75). Los principales componentes del sistema FTP-75

son {Fig.3) :

Computadora de control y monitor indicador
Dinamometro de chasis

Bolsas de muestreo (Tedlar)

Equipo de muestreo de gases a volumen constante (CVS)
Consola de analizadores (CO, CO,, HC, O,, NOx)

A

La funcién principal de cada uno de los equipos se describe a continuacion:

g F Seleccionar la curva de recorrido para la evaluacion y guiar al
conductor
o Soportar el vehiculo y aplicar una carga que simula las

condiciones reales de operacion de éste

3. Recolectar durante la prueba una muestra representativa de
gases de escape

4, Almacenar los gases de la emision (generados durante la
prueba) y aire ambiente

5. Analizar la concentracion de cada uno de los contaminantes de

escape
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La computadaora de control tiene como propdsito establecer la curva de recorrido al
que debe someterse el vehiculo automotor a un peso bruto vehicular establecido.

Este sistema de recorrido tiene ia posibilidad de seleccionar diez tipos de curvas, las

cuales son:

TIPO DE CURVA TIPO DE RECORRIDO
1. EPA-75 (FTP-75) AMERICANO
2. EPA-74 (FTP-74) AMERICANO
3. EPA-505 AMERICANO
4. HWFET AMERICANO
5. JAPAN 10 JAPONES

6. JAPAN 11 JAPONES

7. ECE-COLD EUROPEO
8. ECE-HOT EUROPEO
9. ECE-FE EUROPEO
10. IMP-30 NACIONAL

La curva EPA-75 fue adoptada por la NOM (NMX-AA-11 1993) que simula un
recorrido tipico en la ciudad, mediante el cual el vehiculo es operado a distintas
velocidades y rangos de aceleracion y desaceleracion lo que permite determinar
conjuntamente las emisiones de escape (mondxido de carbono, hidrocarburos
totales, oxidos de nitrégeno y bidxido de carbono, ya que se considera éste Ultimo
como contaminante regulado, que sirve para calcular el rendimiento del

combustible).

En cuanto a los dinamodmetros, existen varios modelos: hidraulicos, de
carrientes parasitas y directas, etc. Su aplicacion depende de la precision y
versatiidad que posean. Los dinamometros de chasis tienen una unidad de
absorcion de potencia para simular la masa inercial del vehiculo y las condiciones de
manejo, como por ejemplo, resistencia o friccion al movimiento en ia carretera o en la
ciudad. La masa inercial se considera, de acuerdo con la norma, como el peso del

vehiculo mas el peso de dos pasajeros o capacidad de carga (peso bruto vehicular).



El procedimiento de evaluacién consiste en acondicionar el vehiculo
previamente sobre el dinamdmetro de chasis a pesoc bruto vehicular siguiendo el
trazo de la curva de recorrido (FTP-74/EPA-74), y posteriormente retirando el auto
del dinamémetro se mantiene en reposo durante un minimo de 12 h y un maximo
de 36, una vez que el vehiculo esta listo, se monta sobre los rodillos del
dinamoémetro y se programa una carga inercial y de frenado. A partir de este
momento se emplea la curva de recorrido (FTP-75/EPA) que simula el
desplazamiento del vehiculo, siguiendo un ciclo de manejo, con el que se traza una
ruta de crucero que asemeja el recorrido vehicular en ciudad y en carretera. Para
esto, el operador dispone de un monitor en el que sigue una trayectoria de
velocidades variables y su habilidad de manejo permitird que la prueba se realice

dentro de los limites establecidos por la norma mencionada para que sea valida.

Durante la prueba el motor del vehiculo aumenta su temperatura, por lo que
para simular condiciones mas reales se utiliza un ventilador para enfriamiento,
colocandose frente al motor con el cofre abierto (Fig. 3). En este proceso, el
vehiculo emite gases contaminantes, que se analizan en el Sistema de Muestreo a
Volumen Constante (CVS). Los gases de escape se diluyen con aire ambiente en
una proporcion aproximada de 1:10 antes de llegar al analizador a través de una
bomba de desplazamiento positivo o0 de un extractor que recoge los gases emitidos
por el vehiculo. La capacidad de la bomba o del extractor se compensa con el aire
que es succionado del ambiente, por lo tanto los gases se diluyen en proporciones
variables, pero el caudal se mantiene constante. De estos gases diluidos se toman
muestras en forma continua y se almacenan en bolsas de plastico teflonizadas
(Tedlar).

El analisis de los gases se realiza con métodos establecidos por la norma
NMX-AA-I-1993 en la cual se describe que los hidrocarburos deberan ser analizados
con un detector de ionizacion de flama (FID); los NOx se caracterizan con un
detector de luminiscencia quimica (CLD) y los bidxidos y monoxidos de carbono se

anaiizan con un detector de absorcion no dispersiva de infrarrojos (NDIR).
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Los analizadores, deben calibrarse y verificarse antes de cada prueba, para
ello se utilizan gases de calibracion con diferentes factores de dilucién de acuerdo

con la prueba que se realice con el equipo de muestreo CVS.

La prueba FTP-75 |, consiste en manejar un total de 17.86 km con una

duracién de 41.3 min, la cual esta dividida en tres etapas subsecuentes que son:

ETAPA TIEMPO (seg) km recorridos
1. Ciclo frio 505 5.76
2. Ciclo estabilizado 867 6.34
3. Reposo 600 0.00
4. Ciclo caliente 505 5.76

3.1.1 Especiacion de Hidrocarburos

La cromatografia de gases ha sido usada por muchos afos para analizar las
emisiones de escape de los automdviles. Los primeros métodos ofrecian emplear un
sistema complejo de columnas empacadas y valvulas para separar las mezclas de

hidrocarburos de metano (C1) a dodecano (C12) en la emision (McEven 1966).

Con el empleo de columnas capilares de alta resolucion se han mejorado,
simplificado y obtenido mejores resultados en los analisis de emisiones vehiculares,
por lo que actualmente es posible separar todos los hidrocarburos en una sola
columna (Olson et al. 1992). Sin embargo, se requiere de otros factores, como son:
estandares de calibracion, sistema de enfriamiento con nitrégeno liquido, control de
temperatura y presion ambiental y un “software” de captura de informacién para

formar bases de datos adecuados para su analisis posterior.



Cuando se habla de “especiacion de hidrocarburos” generalmente se refiere
a que es posible identificarlos y cuantificarios individualmente de la mezcla de la
emisién. Actuaimente mas de 120 hidrocarburos individuales han sido analizados
{Lawrence 1993).

El cromatograma es la representacion grafica de los compuestos de la
muestra (Fig 4). Cada pico es un compuesto y tiene asignado un tiempo de retencion
en minutos, el cual es el tiempo requerido para que éste eluya de la columna ai
detector. Para la identificacion de un compuesto, es empleado un estandar como
referencia que se prepara a una concentracion conocida y se inyecta en la misma

columna y en condiciones de operacion similares.

Para determinar la concentracion de un compuesto en la muestra se
compara ya sea el area o la altura del pico representado en el cromatograma. Con
el pico del estandar y por una simple relacién lineal se cuantifica el compuesto
(Rood 1995).

Algunos investigadores han empleado esta tecnica de diferentes modos: en
la determinacién de hidrocarburos alifaticos de emisiones con gasolina (Schutzle et
al. 1991), observando la respuesta en la reformulacion de gasolinas y lubricantes
(Hare y White 1991) y en la evaluacion del impacto de las emisiones vehiculares en

la formacion de ozono (Lowi y Carter et al. 1990).

La especiacion de hidrocarburos es una poderosa herramienta para la
evaluacion de los compuestos reactivos en las emisiones de escape o evaporativas;
debido a que cada hidrocarburo reacciona de diferente manera con el aire urbano
produciendo distintas cantidades de ozono. La misma masa del tolai de
hidrocarburos pueden formar diversas cantidades del mismo, dependiendo de los
componentes individuales. Por ejemplo, el efecto del 1,3-butadieno es 700 veces
mas reactivo que el metano. Estas reactividades fueron determinadas por Carter

1990. La especiacion de hidrocarburos también es utilizada para determinar la
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presencia y cantidad de emisiones téxicas provenientes de los vehiculos, ademas de
que permite comprender el proceso de combustion por si mismo (Lawrence 1993).
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3.07 454
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7.46 886
A ﬂ 10.21
0 2 4 6 8 10
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TIEMPO DE RETENCION AREA ALTURA AMPLITUD
{min) {min)
1.89 7612 6260 0.019
2.53 6398 3954 0.025
3.07 6123 3135 0.030
421 7798 2874 0.042
4.67 7692 2611 0.045
7.46 5686 1236 0.068
8.88 7303 1350 0.077
10.21 5587 906 0.084

Fig. 4 Cromatograma e informe



3.1.2. Técnica de intercambio de cromatidas hermanas

La similitud del material genético en todas las células es la base para emplear
bioensayos a corto plazo en carcinogénesis y mutagénesis. El término bioensayo
frecuentemente se refiere a pruebas de toxicidad para la evaluacion de cualquier
sustancia y generalmente son utilizados: microorganismos (bacterias o levaduras),
células aisladas de mamiferos y en algunos casos plantas y animales completos.
También se aplican para detectar respuestas bioldgicas relacionadas con la
genotoxicidad como son: mutaciones, dafio y reparacion del ADN, aberraciones
cromosomicas, intercambios de cromatidas hermanas (ICH) y transformaciones
morfolégicas de células (Stetka y Wolf 1976, Holmberg y Ahlborg 1983). Estos
sensores bioldgicos permiten evaluar una mezcla compleja como las emisiones de
combustidn, para indicar lo potencialmente mutagénicas o carcinogénicas que son. La
separacion e identificacion de componentes peligrosos y productos quimicos
especificos y su comparacion con la actividad biolégica aporta una idea de los efectos

potenciales en la salud que estas sustancias tienen en el hombre.

Un biomarcador citogenético util para determinar el dafio provocado por los
agentes quimicos, lo constituye el cultivo de linfocitos de sangre periférica que ha
mostrado ser un indicador extremadamente sensible tanto in vitro, como en individuos
ocupacionalmente expuestos a diversos agentes ya que presenta las siguientes
ventajas (Evans y O'Riordan 1975, Latt ef al. 1981) :

- Es sencillo obtener poblaciones celulares numerosas ya que 1 ml de sangre puede
contener de 1 a 3 millones de linfocitos.

- Estan distribuidos en el cuerpo, circulan en todos los tejidos y una proporcion elevada
de ellos son longevos.

- Casi todos los linfocitos de sangre periférica son una poblacion celular sincronizada

en la interfase y normaimente no realizan la mitosis.
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Asimismo el intercambio de cromatidas hermanas (ICH), ha resultado ser una
prueba rapida y sensible puesto que se induce con concentraciones hasta diez veces
menores que las requeridas para producir alteraciones cromosomicas (Wolff 1974,
Perry y Evans 1975, Latt et al. 1981).

E! ICH es una consecuencia de cambios simétricos en un locus dado de las
cromatidas hermanas que no alteran la morfologia del cromosoma {Perry y Evans
1975) o desde el punto de vista molecular, es el resultado del rompimiento y reunién del

ADN en sitios homologos (Swierenga ef al. 1991).

Los ICH son faciles de estudiar en linfocitos humanos y existen muchos reportes
relacionados con la formacion de éstos en cultivos como una respuesta a la exposicion
de agentes quimicos. Se sabe que diferentes agentes xenobidticos provocan
aberraciones cromosémicas y también aumentan la cantidad de intercambios de
cromatidas hermanas por lo que es considerado como evidencia de dano cromosémico

(Csukas et al. 1981).

Las primeras demostraciones de intercambios de cromatidas hermanas se
realizaron mediante estudios autorradiograficos de cromosomas de plantas marcados
con timidina tritiada que incorporaron en la primera de dos divisiones subsecuentes y
observaron por medio de autorradiografia que los cromosomas presentaban una
cromatida marcada y otra sin marcar, debido a la duplicacion semiconservadora del
ADN. La unica complicacion que encontraron fue que algunos segmentos de
cromatidas hermanas se habian intercambiado. De esta manera se descubrio el
fenémeno de intercambios de cromatidas hermanas (Taylor et al. 1957, Taylor 1958 ).
A partir de entonces se desarrollaron diferentes procedimientos para distinguir las
cromatidas hermanas sin la utilizacién de isétopos radioactivos y autorradiografia, uno
de ellos fue el de fluorescencia mas Giemsa (Perry y Wolff 1974). Esta técnica consiste
en exponer las células a 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdUrd), un analogo de la timina que

la sustituye, de tal manera que los cromosomas de la segunda mitosis poseen una
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cromatida sustituida por BrdUrd en una cadena de ADN, mientras que su cromatida
hermana lo esta en sus dos cadenas (Fig.5).

NORMAL CON INTERCAMBIOS
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Fig. 5 Esquema que muestra la incorporacion de 5-BrdU, los intercambios de
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Si se ha producido un intercambio de las cromatidas hermanas se reconoce
inmediatamente porque las cromatidas que tienen el ADN sustituido bifilarmente se
observan mas palidas que las unifilarmente sustituidas. Con esta tincién se puede
apreciar que las dos cromatidas pueden intercambiar sus segmentos. Este intercambio
ocurre con frecuencias estimadas entre 6 a 9 intercambios por metafase en sujetos
normales no expuestos a agentes mutagénicos; mientras que los individuos expuestos
a algunas de estas sustancias incrementan en forma significativa la frecuencia de
intercambios (Perry y Wolf 1974).

3.1.3 Modelos propuestos para explicar la formacién de ICH

Aunque el significado biolégico de los ICH no ha sido establecido, existen
hipétesis que tratan de explicar su funcion celular y el proceso molecular que los
origina. Existen varios modelos en los que se relaciona el tipo de evento generador con
el dano, el retraso en el ciclo celular, los eventos espontaneos o la alteracion del ADN
propiamente dicha (Painter 1980).

3.1.3.1 Modelo de Holliday (propuesto por Kato 1977)

Entre los modelos que inicialmente fueron propuestos destaca el de Holliday que
se basa en los eventos de recombinacion meiética de eucariontes inferiores y sugiere
un posible papel para la formacién de los ICH mediante un evento de doble hebra (Kato
1974). Este modelo involucra un intercambio de polinucledtidos entre moléculas ddplex
de ADN, seguido por dos intercambios de polinucleétidos alternativos y tinicamente uno
de ellos produce un intercambio completo duplex de ADN que podria ser
posteriormente evidente como un ICH. Si el primer intercambio es inducido por dafo,
éste guiaria a un rompimiento de una cromatida, tales rompimientos podrian ser
asociados con los ICH aproximadamente a la mitad del tiempo y se propone que el
intercambio de ADN durante la formacion de los ICH podria estar de acuerdo con el
modelo de recombinacién. Este proceso involucra el intercambio de hebras de

polinucledtidos de ADN, que contiene segmentos cortos de ACN y se dirigen a una



region del heteroduplex que posee segmentos complementarios de cada duplex
original. Sin embargo este modelo es inconsistente ya que al no existir reparacion en
las regiones del ADN donde existen rompimientos, recombinaciones o durante la
formacién de la estructura de Holliday, permite que las lesiones persistan. Por otro lado,
los heteroduplex son unidades de intercambio muy pequefas, mientras que los ICH son
entidades de ADN discretas, separadas y visibles en microscopia de luz por lo que no
hay una estrecha relacion entre la formacién de los heterodiplex y los ICH (Stetka y
Painter 1982).
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Fig. 6 Modelo de recombinacion genética de Holliday (1964) propuesto por Kato (1974,
1977) para la formacion de ICH
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3.1.3.2 Modelo de Shafer “desvio de la replicacion” (replication bypass)
(propuesto por Shafer 1977)

Shafer se basa en el hecho de que las uniones cruzadas (crosslinking) podrian
inhibir o bioquear la separacion normal de las hebras de ADN que se requiere para su
replicacion bidireccionai, ya que la reparacion de estas ligaduras cruzadas (L/C)
requieren un duplex paralelo para completar el intercambio bidireccional. Se postula
que los ICH podrian ser mecanismos por los cuales la maquinaria de replicacion podria
evadir o desviar (Bypass) las L/C en el ADN. Las L/C podrian ser fatales en G1 0 en
regiones no replicadoras de la fase S. A menos que el proceso de replicacion pudiera
eludir estas lesiones, produciendo un segundo duplex para la reparacion
recombinacional. Sin embargo, las células sobreviven y se dividen a pesar del
tratamiento con agentes inductores de L/C. El modelo se describe como el avance de
una hebra de ADN hacia una L/C creando una tension distorcional cerca de una hebra
de una L/C, resultando un rompimiento en una hebra progenitora de modc que la hebra
naciente pueda aproximar la L/C a la hebra progenitora opuesta por encima y por
debajo. Los extremos libres quedarian entonces alineados con la polaridad opuesta.
Los ICHs podrian entonces complementarse por medio de los siguientes sistemas:
Union terminal de los extremos libres via segmentos de Okasaki, naciente o bien por su
traslapamiento. El mecanismo de desvio permitiria que continGe la replicacion sin ser
reparado el enlace cruzado (dejandolo intacto) y ocasiona una interrupcion de las
hebras progenitoras y una interaccion incompleta con las hebras nacientes cerca y por
debajo del sitio de enlace cruzado, produciendo un intercambio de las cromatidas
hermanas. Este modelo tiene correlaciones negativas al considerar los eventos de
recombinacion de ADN y los sitios de enlace cruzado como las regiones adecuadas
para la formacion de los ICH, lo cual es inconsistente con los datos experimentales
obtenidos con numerosos agentes que no son inductores de enlaces cruzados pero si
de ICH; por lo tanto, descarta !a posibilidad de observar ICH dobles al no haber
reparacion del dano inicial en el segundo ciclo de replicacion y el hecho de que existen
agentes cuyo mecanismo sobre el ADN no es por enlaces cruzados y son buenos

inductores de ICH, hace inoperable dicho modelo (Fig. 7 y 8).

31



Fig. 7 Mecanismo de desviacion de la replicacion para la formacion

de un ICH por un enlace cruzado (Shafer 1977)
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Fig. 8 Proceso alternativo de reunion (Shafer 1982)
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3.1.3.3 Modelo de Detour o desviacion duplicadora (propuesto por Ishii y Bender
1980) '

Ishii y Bender (1978) proponen en su modelo que los ICH pueden originarse en
forma espontanea o por dano al ADN. En el primer caso sugieren que son el resuitado
de una ruptura al azar de las hebras progenitoras a nivel de la horquilla de replicacion
del ADN durante la sintesis y su reasociacion con las hebras hijas de polaridad similar,
en el segundo los ICH son debidos a que el dafo sobre una de las hebras progenitoras
ocasiona que se rompa a nivel de la bifurcacion del ADN durante la sintesis, teniendo la
posibilidad de unirse covalentemente con la hebra hija recién sintetizada y de la misma
polaridad, posteriormente la banda progenitora no alterada puede romperse cerca del
extremo terminal de la hebra hija complementaria a la banda progenitora que presenta
el dafo continiandose con ella, complementandose con la lesionada. Este modelo
basado en observaciones experimentales con agentes como hidroxiurea, afidicolina y 1,
B-D arabinofuranosilcitocina que inhiben la sintesis de ADN, especificamente la
elongacion de la cadena e inducen espontaneamente un incremento de los ICH que
indica ademas que la horquilla de replicacién puede ser el sitio de su formacion.
Aunque tiene algunas evidencias que ftratan de explicar el mecanismo para la
generacion de los ICH, este modelo tiene criticas al no explicar el origen de las mellas
en el ADN que precede a la formacion del ICH, sino que especulan que las enzimas
desespirilizan el ADN tales como las girasas y los inhibidores de estas estan

involucrados en el origen de ellas (Fig 9).

33



e s e AT
pes srmanssnasean®  REUNION

REUNION 7

—

Fig. 9 Modelo de desviacion duplicadora (Ishii y Bender, 1980)

3.1.2.4 Modelo de Painter (1982)

Una de las teorias mas aceptada se basa en el modelo de Painter (1980) que
considera que los ICH se presentan con mayor frecuencia en los sitios de unidn entre
los grupos de replicones. De acuerdo con este modelo, cuando el ADN es afectado por
algun agente quimico o fisico que produce inhibicién en la elongacion de la cadena de
polinucledtidos, dicho dafno provoca retardo en la duplicacion de ciertos agrupamientos
de replicones. Este hecho finalmente conduce a la existencia de regiones del ADN no
replicadas adyacentes a regiones replicadas en donde se originan rompimientos de
hebra doble posiblemente por la accidon de topoisomerasas que inducen ruptura y
reasociacion de cadena doble. En ocasiones la ruptura es sellada por la unién de la
hebra hija de la molécula replicada con la molécula no replicada, dando lugar al

intercambio de hebra doble (Fig. 10).
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Unidad discreta de replicacion del ADN
(replicon)

Discontinuidad de las cadenas
de ADN que puede ser inducida
por agentes

Intercambio entre una cadena de
ADN recien sintetizada y una
cadena original aun sin
replicarse

duplicacién

Fig. 10 Modelo que ilustra la formacion de intercambios de cromatidas hermanas
propuesto por Painter (1982)

35



3.1.4 Cinética de proliferacién celular, indices mitético y de replicacion

La cinética de proliferacién celular (CPC) es otra prueba biologica (Mutchinick et al.
1980), que ha sido empleada tanto in vitrc como in vivo para la evaluaciéon de la
citotoxicidad de compuestos quimicos, debido a que las alteraciones en la proliferacion
se pueden deber a la reduccion de la tirosina de fosforilacion de la cdc2 que a su vez
afecl.a la activacién del factor promotor de la maduracion (FPM) para el inicio de la
mitosis, como la polimerizacién de microtibulos, entre otras. Algunos estudios reportan
que ciertas concentraciones de compuestos como arsénico y cadmio, producen
estimulo linfocitario aumentando asi ia proliferacion celular (Ostrosky 1994), mientras
que cuando existe falta de nutrientes, de factores de crecimiento o si se anade un
inhibidor de sintesis de proteinas, el ciclo celular disminuye o se suspende (Gonsebatt
1988).

La CPC es evaluada mediante el Indice de Replicaciéon (IR) (Lamberti et al.
1983). Este permite detectar cuando algunos compuestos modifican el ciclo celular, ya
que se alteran las frecuencias de metafases de primera (M1), segunda (M2) o tercera
(M3) divisiones (Hadnagy et al. 1986). Se considera en M1 aquellas células cuyo ADN
se replicd una vez después de la adicion de la BrdU y todos los cromosomas tifien
oscuro, en M2 a las células donde el ADN se duplico dos veces en presencia de este
analogo de base y las cromatidas estan uni y bifilarmente sustituidas por éste y
presentan tincion diferencial y en M3, los que muestran algunos cromosomas con
ambas cromatidas bifilarmente incorporadas y otros con una bifilarmente sustituida, asi
la mayoria de los cromosomas tiflen claramente y pocos presentan tincion diferencial
ya que estuvieron tres ciclos en presencia de este compuesto (Krishna ef al. 1985) (Fig.
11).
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Fig. 11 Metafases de: a) primera divisién (M1), b) segunda divisién (M2) y c) tercera
division (M3)

El indice mitético (IM) también ha sido propuesto como un parametro en la actividad
antineoplasica en el cultivo de linfocitos humanos (Rojas et al. 1993), que indica la relacion
existente entre la cantidad de células de una poblacion determinada que se encueniran en
mitosis y las que permanecen en interfase. Generalmente para hallar el indice mitdtico se
establece la proporcion de células en division por cada mil células de un tejido en un
momento determinado, pero es necesario disponer de una muestra estadisticamente

representativa y un registro de células vivas o preparaciones fijas y tefidas.

El indice mitotico es inversamente proporcional al grado de diferenciacion celular; asi
comao por ejemplo, en el tejido nervioso es 0, en la epidermis de rata 0.5 y en el epitelioma

basocelular humano 50 (Urdiain et al. 1993 ).
En algunos estudios se ha evaluado la accion de medicamentos antineoplasicos de

uso clinico con respecto al indice mitético encontrando que existe una relacion directa entre

las concentraciones empleadas y la inhibicion del IM (Rojas et al. 1991).
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lli. OBJETIVOS

Establecer las condiciones adecuadas para la obtencién de los hidrocarburos de la
fase de vapor con la resina XAD-2 de las emisiones vehiculares y su extraccion por

ultrasonido con dimetilsulfoxido para las pruebas citogenéticas.

Determinar los hidrocarburos volatiles de la fase de vapor de las emisiones

vehiculares por cromatografia de gases capilar.

Evaluar su posible efecto genotoxico mediante el analisis de intercambios de

cromatidas hermanas en cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica in vitro.

Analizar su influencia en la cinética de proliferacion celular (CPC) y en los indices

mitotico (IM) y de replicacion (IR).

3



IV. MATERIALES Y METODOS

En el siguiente diagrama de flujo se resumen las actividades incluidas en la
experimentacion:

ANALISIS QUIMICO I ANALISIS BIOLOGICO I

Preparacion de la resina XAD-2 ) | Cultivo de linfocitos |
& %

Muestreo con resina XAD-2 J Cosecha y'tin'cién diferencial |
L i

Obtencién y manejo de extractos _] Analisis de ICH 1
< - <

Extraccion con sonicacion | Calculo de CPC, IM e IR ]
Ny c

Mmolictals } Analisis estadistico |

-
Analisis cromatografico J
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4.1.1 Sistema de muestreo

Se utilizé un vehiculo Wolkswagen Sedan (1891) sin convertidor catalitico, que
fue sometido a revision previa de las condiciones mecanicas en los talleres del Instituto
Mexicano del Petrdleo (IMP), cuya finalidad fue asegurar la integridad de la unidad y
que no presentara fugas de combustible o aceite que pudieran alterar los resultados.
Con este criterio se realizaron las pruebas FTP-75 para capturar una muestra de

emisiones vehiculares.

Para el desarrollo de este estudio se empled gasolina sin plomo. A este
combustible se le determind la presion de vapor en los laboratorios del IMP,
considerando que dicho parametro es uno de los factores mas importantes en la
volatilidad de los combustibles (Manual ESSO 1996).

El procedimiento para obtener las emisiones contaminantes en los gases de
escape, siguid la norma establecida por el “Code of Federal Regulations” de los Estados
Unidos de América y por la Normatividad Mexicana NMX-AA-11-1993 SECOFI/DGN
1993.

E! vehiculo se acondiciond por 12 horas a temperatura ambiente y la duracion
de la prueba fue de 41.3 min. Durante la prueba y mediante el equipo de muestreo a
volumen constante (CVS, Constant Volume Sampler) se atrapo y se diluyo la muestra
con aire ambiental filtrado, colectandose una porcién en bolsas Tediar y la otra en resina
XAD-2 a un flujo constante de 0.170 m* estandar por hora (SCFH)'. Por dltimo, se

analizd cualitativa y cuantitativamente su composicion.

* Las condiciones estandar se reficren a 20°C y 760 mm Hg.
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4.1.2 Procedimiento de preparacion de la resina

Antes de capturar los hidrocarburos de la fase movil, la resina XAD-2 se
condiciono con lavados de metanol, dietiléter, acetona y metanoi-agua destilada (50:50)
(Salomaa 1988). Para eliminar la humedad de ésta se coloco en una estufa a 110°C por
12 horas. Posteriormente se empacd en un tubo de 15 cm con fibra de vidrio y se
determino su peso.

4.1.3 Procedimiento de extraccion de hidrocarburos

Con la finalidad de determinar el tiempo méas adecuado para la extraccién de
los hidrocarburos de la fase vapor, |a resina fue colocada y resuspendida en un vial con
4 ml de dimetilsulfoxido (98%) que se colocd en bafo maria con agua destilada y se
sonicd durante 2 horas en un ultrasonido (Branson 2200), manteniendo la temperatura
del agua a 25 °C. Cada 15 min se tomé una alicuota y se inyectd en el cromatografo, la
cual se analizé por cromatografia de gases. Posteriormente el extracto fue absorbido
por medio de un sistema de vacio, que se filtré y guardd en viales ambar etiquetados.

4.1.4 Andlisis quimico

El analisis de los extractos por cromatografia de gases capilar fue hecho el
mismo dia en que se aplicaron al cultivo de linfocitos humanos inyectando 1 pl del
axtracto en un cromatografo de gases (Varian 3400) equipado con valvula automatica
je muestreo y detector de ionizacion de flama (FID) con un programa de temperatura
Je -50°C a 150°C durante 126.66 minutos llamado PIMOD, que permitic analizar
sompuestos de C1 a C12 en una sola “corrida de prueba” . El cromatografo esta
conectado a una interfase inteligente Perkin Eimer 900 que sirvié de entace entre el
equipo cromatografico y una computadora AcerMate que aimacend los datos del

analisis de cada prueba.
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El andlisis cromatografico se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones de operacién:

-Tipo de columna: DB-1, longitud 100 m, 0.25 mm de diametro intemo y 0.5 um de

pelicula
-Temperatura del puerto de inyeccion 150°C
-Temperatura del detector de ionizacion de flama 250°C
-Gas acarreador Helio (He)
-Flujo de gas acarreador (He) 30 mi/min
-Flujo de hidrogeno (Hz ) 30 ml/min
-Flujo de aire 300 mi/min
-Relacion Split 1:50
-Flujo de Venteo 60 ml/min
-Flujo en la columna 1 ml/min
-Tiempo de corrida 126.66 min
-Programa de temperatura -50 a 150°C

4.1.5 Cultivo de linfocitos

Se tomod una muestra de sangre venosa periférica con jeringa heparinizada (0.3
ml) de un donador sano. Se agregaron 8 gotas de sangre en un tubo de ensayo estéril
que contenia 5 ml de medio GIBCO compliementado con 0.12 ml de fitohemaglutinina
(FHA, GIBCO) esterilizados por filtracién “Miliipore” de 0.45 pum. A las 24 horas de
iniciado el cultivo se aplicaron 100 ul {8.5x10°%) de 5-Bromodesoxiuridina (Merck) y a las
48 horas se agregaron las concentraciones de los extractos de las emisiones 0.5, 0.7,
0.9, 1.0 y 2.3 pg/ml por 2 horas (una en reposo y otra en agitacion) que se
establecieron con base en experimentos preliminares. Se empled como disolvente el
dimetilsulfoxido (DMSQ) a una concentracion final de 0.7%, debido a la insolubilidad de
los compuestos en agua. Después del tratamiento se lavaron los cultivos 2 veces con
solucion isoténica de cloruro de sodio (0.9%) y finalmente se adicionaron 5 mi de medio
GIBCO complementado con FHA, mas 5-BrdU. A las 70 horas de cultivo se anadieron
100 pl (5x10'6 M) de colchicina a cada tubo. Como testigo positivo se empled 50 pl de
mitomicina C (1x107 M) ya que se ha comprobado que es un mutdgeno que induce

frecuencias elevadas de ICH.



4.1.6 Cosecha de linfocitos y tincion diferencial

Al transcurrir las 72 horas, los cultivos se centrifugaron a 1000 mm durante
10 minutos a temperatura ambiente, se elimind el sobrenadante e inmediatamente el
botén se resuspendié en una solucion hipotonica de KCI 0.075 M a 37°C por 20
minutos, se centrifugd nuevamente y se fijaron las células con 10 ml de metanol-acido
acético (3:1), después de 20 minutos, se lavo el botdn con el fijador permaneciendo en
reposo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd finaimente el botén y
se resuspendio en 0.5 ml de fijador, después se realizaron las preparaciones por goteo
dejandolas secar al aire (Purrot y Lloyd 1972).

Para la tincion se utilizé el método de fluorescencia mas Giemsa (Perry y Wolff
1974). Las laminillas con metafases se pusieron en el colorante fluorocromado Hoechst-
33258-agua destilada (1:9) por 40 minutos en oscuridad en cajas de Koplin.
Posteriormente se introdujeron en una solucion de citrato salino de sodic (CSS) a 60°C
y se lifieron con Giemsa (Merck), diluida en una solucién de Sorensen 1:10 (pH 6.8)

durante 2 minutos.

4.1.7 Analisis de los intercambios de cromatidas hermanas

Antes de iniciar la observacion, las preparaciones fueron reetiquetadas con una
clave para evitar prejuicios en el registro de los intercambios de cromatidas hermanas
(ICH) de tal manera que se desconociera el grupo al cual pertenecian, posteriormente
se registraron al microscopio considerando los ICH distales como un evento y los
intercalares como dos. Se llevo a cabo la lectura de 25 metafases de segunda division y
se anotaron los intercambios encontrados en éstas. Para corroborar los resultados el

experimento se hizo por duplicado.
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4.1.8 Célculo de la cinética de proliferacion celular (CPC)

La CPC se determind en cada tratamiento examinando céluias de primera (M1),
segunda (M2) y tercera (M3) divisiones en 100 metafases consecutivas que se
reconocieron de acuerdo con su patrén de tincion.

4.1.9 Calculo del indice de replicacion

Se realizo la lectura de 100 metafases consecutivas donde se registraron las de
primera, segunda y tercera divisiones, utilizando para este caso la ecuacion propuesta
por Lamberti et al. (1983)

IR=Imy+ 2my+ 3m,/ 100

Donde m, es igual a metafases de primera, m; de segunda y m; de tercera

divisiones y 100 el total de metafases analizadas.
4.1.10 Calculo del indice mitético

Se realizo el conteo de 1000 células por concentracion, observandose 4
laminillas y se aplicéd la formula siguiente:

IM = (cantidad de metafases / células en interfase ) x 100
4.2 Analisis Estadistico
Para ICH e IR, se aplicaron las pruebas de analisis de varianza (ANOVA) y de

comparacion multiple Newman-Keuls, mientras que para la cinética de proliferacion

celular (CPC) se empleé la prueba de X° modificada.



V. RESULTADOS

ldentificacion de compuestos

El procedimiento mas adecuado para la extraccion de hidrocarburos consistio
en suspender la resina XAD-2 en 4 m! de dimetilsulfoxido sonicando en bafo Maria con

agua destilada durante 30 min a 25 °C.

Los hidrocarburos presentes en la fase de vapor de la gasolina sin plomo
fueron determinados de C1 a C12 por cromatografia de gases utilizando el método
antes descrito (Tablas II-VI).

Las concentraciones que se aplicaron a los cultivos de linfocitos de 48 h fueron
0.5,0.7,0.9, 1.0y 2.3 pg/ml a partir de la mezcla completa (247.18 pg/ml). De ia tabla
Il a la VI se aprecia la identificacion detallada de los grupos quimicos a los que
pertenece cada compuesto, tanto de la mezcla completa como de las diluciones

empleadas para el experimento biologico asi como su concentracién total en pg/ml.

Los grupos quimicos presentes en la mezcla total fueron: aromaticos (54.0%),
alcanos C11 (7.5%), isoparafinas (7.0%), cicloalcanos (6.3%), olefinas (5.8%), decanos
(5.51%), parafinas (4.6%) y naftenos (3.2%) (Tabla VIiI). Cabe sefialar que en este
estudio se consideraron isoparafinas a todos los alcanos alifaticos con ramificaciones,
no importando el sitio de la ramificacion, esto se hizo debido a que este tipo de
hidrocarburos tienen un comportamiento fisicoguimico semejante, lo cual permite

agruparlos desde el punto de vista analitico.

A partir de 1.0 yg/ml se observé la pérdida del 80 % de los hidrocarburos (Fig.
12), aunque los grupos predominantes en todas las concentraciones fueron los
aromaticos (benceno, 1,3,5-trimetilbenceno, n-butilbenceno) y algunas parafinas

(3-metithexano, n-heptano).
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Con respecto a los cicloalcanos (hexano, heptano, octano, nonano) y las

olefinas, se not6 una pérdida a partir de 1.0 pg/mi (Fig. 13).

Por otro lado, el tolueno y el o-xileno estuvieron presentes en todas las
concenfraciones aunque se observd que disminuyeron conforme decrecid la

concentracion (Tablas Il a VI).
Para la concentracion 0.7 pg/ml se observd que el benceno desaparece,

aunque sus derivados 1,3,5-trimetilbencenoy n-butilbenceno persisten hasta la Gltima

concentracion.
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MEZCLA COMPLETA 2.3 pg/m!

TABLA 1I. HIDROCARBUROS C1-C12 DE LA FASE DE YAPOR DE EMISION DE GASOLINA SIN PLOMO

COMPUESTO

3
3

TIEMPO DE RETENCION

AREA DEL PICO

CONCENTRACION
{pg/mi)

2-metilbuteno-2
c-13-pentadieno

2,2-dimetilbutano
4-mefilpenteno-1__

olefinaB(2)

22-dimetipentano
2 4-dimetilpentano
3.3-dimetilpentano
olefina 7(1)

olefina 7(3)

1, 1-dimetilciciopentano
3-metilhexano
1-1.3-dimetilaiclopentano
1-1,2-dimetilcaclopentano
2.2.4-Inmetilpentano

2-metilhexano y 2.3-dimetilpentano

]
L : i L AT X
»>—-Z-00007T000=-00=-0=20,

-~ 22 ~-Z2~=00.2~

2341
190
396
436

329

0.25

0.51

1 0.56

' 0,61
0.07
0,17
2,79
0,79
0.49
0,28
2.12
0.16
4.44
0,70
0.44

918
69
1793
157
813
273

0.40
0.40

-

i

i

|

S—

0.1¢
0.92

: 0.28

CONTINUA ...
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otros cicloaicanos C7
t-hepteno-2
c-hepleno-2
melilciclohexano -
cfc-1,2,a-Irimetilciclopentanc
clc-1,2,3- tnmu10:dopen1ano
2,3.4-tametilpentano
uum -
2.3-dimetilhexano
24ne‘ui-3ﬁllpemano
2-metitheptano
4-metilheptano
3-metiiheptano
te1-1,2 3-u1me1nludopemam
otros cicloalcanos ce L
m-xileno
4-metiloctano
2-metiloctano .
ccc-1.3, 5-mmetllt=dmexano
3-meuioclano

oxileno T

1-noneno-2

i -propilbenceno .

3,.3-dimetiloctano o

n-propilbenceno

1-metil- 3-einlbenoeno (I'I'IETC_!!_) -
-me!tl-d ehlberwm (petol)

2.3dimefiioctano

4-metilnonano

1-meti-2tibencand (oe)
3-melinonano
olros cicloalcanos ('.9 _
fbuhlbenwm o
1.2,4-nmetitber
n-decano B
1.2.3 tnmemb_meeno

1-metil-4-i-propilbenceno
1-metil-3- n~prop:lben0eno
n-butilbenceno

1-metil-4-n ‘propllbenc_mm
1.3-dimetil-5-etilbenceno

TIEMPO DE RETENCION CONCENTRACTION ]
COMPUESTO GRUPO {min) AREA DEL PICO (ug/mi)
hepteno-1 ]
lolefina ?(5} .
2- meilihe:emz :
n-heplano

1
1 i 1 A
1 0,36
- S : 0.46°

> > 2> >0>>»0=->=-=>P>—->0>»—-Z=-—»02—

e IO - 0.8
s e O 052
T - AT W G S—
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TIEMPO DE RETENCION TONCENTRACION ]
COMPUESTO GRUPO {min) AREA DEL PICO {polmi)

1-meti-2-n-propilbencenc — A 110257 38 | 039
1,4-dimetil-2-etitbenceno A 110,970 26756 27.23
1,2-dimetil4-etilbenceno A 111,587 11415 13,78
otros al C10 y aromaticos (- I s 3 1853 |
n-undecano P 113,230 2935 332

1,2,4 5-tetrametilbencena A 113,923 358 036
2-metilbutii-benceno A 114,070 w7 | __ 010 ~
12,3 5-eframetilbenceno A 114,203 376 0.39
1-t-buti-2-metilbenceno l A 114,443 3% 041
Aromatico 1§1) A 115,417 2760 291

| Aromético 1(2) A 116,113 942 097 ~
in-pentilbenceno A 116,603 996 103
|i-1-metil-Z-{4-metilpropil)ciciohexano N 117,043 3449 T 4,03

1,3 5-timetilbenceno A 118,707 45926 47.23

otros Ci1y aromaticos b - - 2333
n-dodecano P 120730 767 0.87
{otros al C12 y arométicos D s I AN 5.54

TOTAL 247,18

Andlisis cromatografico de la fase de vapor de gasolina sin plomo, fas condiciones fueron columna
|capilar tipo DB-1, -50a 150 °C

A=aromatico

I= isoparafina

N=nafteno

O=olefina

P=parafina

Q=alquino

D=oftros alcanos y aromaticos
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TABLA Ill. HIDROCARBUROS C1-C12 DE LA FASE DE VAPOR DE EMISION DE GASOLINA
SIN PLOMO 1.0 pg/ml
T TIEMPO DE | i
i i RETENCION ! J\READEL CONCENTRACION
GRUPOl (i PICO | {pglmi}
1 0,10
098
. : 0,07
i 1 0,37
P AL i 0.13
A O | 074
P 2349 | 2,75
P ~ % | 030
S . e 227
A &5 T 046
s A 1324 134
n-propibencene A o | 0.11
1-metii-3-etibenceno (metol) A 512 ) 0,53
1mﬁ4emmm" (petol) [ A 2 0,29
T < I 1 068
A 0! 0.18
A 084
S— ___P_ o'm
1,2.3-timelilbenceno ) 1A 013
n-butil . A £
1,3-dimetil-5-elilt A
14-dimeli-2elibenceno _ | A
1,2-dimetil-4-elilbenceno A
otros alcanos C10yaromaticos | D _ i o
n-undecano P 1 113433 |
Aromalico 11 (1) 1 A 115,563 e N
| Aromélico I (2) _ oA weres T 211 |
A 117,180 716 |
N_ |73 [ 8 s
A 118787 6139
D) s = L
OG- WPl 120820 )
otros alcanos C12 y D | - - i
tros ey ~F5owit =
Andlisis cromatografico de Ia fase de vapor de gasolina sin plomo, las condiciones fueron columna
|capilar tipo DB-1, -50a 150 °C
Azaromalico
I= isoparafina
N=nafteno
O=aolefina
P=parafina
D=ofros alcanos y aromaticos




TABLA IV HIDROCARBUROS C1-C12 DE LA FASE DE VAPOR DE EMISION DE GASOLINA
SIN PLOMO 0.9 pg/ml
i

TIEMPO DE j

RETENCION| AREADEL | CONCENTRACION
OMPESTE icee __{GRUPO| _ (min) PiIcoO (wgimi)
2 meiipentano 1 [ wse | w0 | omw -
3-metilpentano L i 42,837 239 i 029
n-hexano 1P 46120 | 67 . 008
benceno A | 54920 | 201 | 023
|3-metilhexano i 60,323 2161 | 253
n-heptano 1P 64,753 1164 | 1,36
[tolueno T A 68,973 589 061
o-xileno — A | 92070 248 025
i-propilbenceno A | 95917 318 032
1-metil-3-etilbenceno (metof) A [ 99810 606 083
2,3dimetiloctano - T 1 100,403 18 . 012
1-metil-2-etilbenceno (oetol) A 102,190 8 | 008
1,2.4-trimetilbenceno A 103,633 218 | o022
otros alcanos C10 y aromaticos D 108,427 649 083
n-butilbenceno A 108,940 765 079 |
1,3-dimetil-5-etilbenceno A 109,403 222 0238
1,4-dimetil-2-etilbenceno A 111,023 1757 | 179 =i
1,2-dimetil-4-etilbenceno A 111,647 83 | 08
Aromatico If (1) A 115,493 181 0.9
n-pentilbenceno A 117,103 R
|t-1-meti-2(4-metilpropil)ciciohexano N 117,583 3B/ a1
1,3,5-trimetilbenceno A 118,873 2719% 288 B
otros alcanos C11 y aromaticos 0 e - T Tes2
otros alcanos C12 y aromaticos 0 e 2 ) 70,36

TOTAL | 1586

Andlisis cromatografico de la fase de vapor de gasolina sin plomo, las condiciones fueron columna
capilar tipo DB-1, -50a 150 °C
A=aromatico
I= isoparafina
N=nafteno
O=olefina
P=parafina

D=otros alcanos y aromaticos
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TABLA V. HIDROCARBUROS C1-C12 DE LA FASE DE VAPOR DE EMiSION DE GASOLINA SIN PLOMO

0.7 pg/m!

[ [TIEMPO DE RETENCION| AREA DEL | CONCENTRACION
COMPUESTO __{GRUPO| _ (min) PICO | lug/ml)
[2-metiipentano V] 40283 - p w9 [ 036
3-metiipentano v 42387 0 345 | 041
n-hexano i P 45,873 98 ; 0,11
Bmetihexano 1 1 ] 60.353 wea | s
-Rapian0 A V.. IR . WA
Jtolueno — A 1 69,050 357 037
o-xleno = A | 92,190 165 oA
i-propilbenceno A | 96,130 404 0,41
1-metil-3-etilbenceno (metol) A 99,897 633 | 0.65
2,3-dimetiloctano = 1 JF 100,480 129 013
1-mefil-2-etilbenceno (cetol) A 102,297 57 006
1,2 4-fimetilbenceno | A 103713 241 | 025
otros alcanos C10yaromaticos | D | 108487 | 239 | 025
n-butibenceno A 109,010 265 S o2t -1
1,3-dimetil-5-etilbenceno A 109,473 61 006 |
1,4-dimetil-2-etilbenceno A 11097 | 763 | 078
1,2-dimetil-4-eilbenceno | A | 111,713 326 ' 034
Aromatico Il (1) A 115,567 67 0,07
n-pentibenceno A 117,120 12 o 0az
t-1-metil-2(4-metiipropil)ciciohexano N 117,623 123 | L5 SN
1,3,5-timetilbenceno A 118,873 1537 | 158
otros alcanos C11 y aromaticos D - ) - AL
otros alcanos C12 y aromaticos 8] T w . b = 0.19
= | i TOTAL 9,00

capilar tipo DB-1, -50 a 150 °C
A=aromatico

I= isoparafina

[N=nafteno

O=olefina

P=parafina

{D=otros alcanos y aromaticos

Andlisis cromatografico de la fase de vapor de gasolina sin plomo, las condiciones fueron columna
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SIN PLOMO 0.5 pgimi

TABLA VI. HIDROCARBUROS C1-C12 DE LA FASE DE VAPOR DE EMISION DE GASOLINA

I ! TIEMPO DE
! RETENCION . CONCENTRACION

COMPUESTO | GRUPO) _ gmin) | AREADELPICO _
3-mefipeniano i a8 g 188

3-metilhexano 59870 1494

n-heptano ~ 64,493 T 308
Jtolueno 68753 i 432

o-xileno T 9470 235

l:”_ _‘“ P P A R P o e~ i B _?5.535?__ ! i?1 caly

1-metil-3-etilbenceno (metol) i 99183 e 506
2,3-dimetiloctano 100343 i 184

1-metil-2-etilbenceno (oetol) 10213 [ 68

1.2 4-trimetilbenceno A 103,580 | 230

otros alcanos C10 y aromaticos D 108,410 AT
n-bulibencero T A 108927 )
1,3-dimeti-5-etilbenceno [ A 109,790 70
1,4-dimetil-2-etilbenceno A | 110,980 400
1,2-dimetil4-etibenceno | A 111,500 186

Aromatico 11 (1) AT 115,307 201

1,3 5-trimetilbenceno A " 118,707 5 796 _
otros alcanos C11y aromaticos _"1 D - - - - 12

i TOTAL 6,26

capilar tipo DB-1, -50a 150 °C
A=aromético

I= isoparafina

N=nafteno

O=olefina

P=parafina

D=otros alcanos y arométicos

[Analisis cromatografico de la fase de vapor de gasolina sin plomo, las condiciones fueron columna




Hgimi

140

40

] =
I naflenos

0 cicloalcanos £6,7,8.9

& aicancs C10 ¥ aromaticos
@ C11y aromiteos

o C12 y aromdticos

(01 isoparafinas

(T parafinas

] clefinas

DMSO 0.5 0.7 09 1 23 pgimi

mezcla
total

Fig. 13 Grupos quimicos encontrados en la mezcla completa y en las
diferentes diluciones aplicadas a los cultivos de linfocitos humanos



TABLA VII. HIDROCARBUROS POR GRUPOS QUIMICOS DE LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES APLICADOS
A LOS CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS.

CONCENTRACION

aromaticos | naftenos | cicloalcanos | alcanos C10 |alcanos C11 y| alcanos C12 | isoparafinas | olefinas parafinas | TOTAL
(ug/mi) C6,C7,C8,C9| y arométicos | aromaticos |y aromaticos (ug/mtl)
mezcla (40%) (29%) (4.6%) (5.51%) (6.0%) (1.64%) (5.15%) (4.26%) (3.35%) | 336.12
( 2.3ug/mt) 132.79 97.00 15.7 18.53 23.33 5.54 17.34 14.34 11.59
1.0 (20.6%) (64.7%) 0 (2.6%) (6.9%) (0.36%) (.90%) (0.82%) (2.94%) | 135.28
27.95 87.55 3.52 9.42 0.5 1.22 1.12 3.08
0.9 (9.5%) (83.6%) 0 (0.87%) (0.54%) (0.38%) (0.73%) 0 (4.19%) 94.64
9.08 79.18 0.83 0.52 0.36 0.70 3.97
0.7 (5.44%) (90.8%) 0 (0.25%) (0.17%) (0.19%) (0.79%) 0 (2.3%) 96.34
525 87.49 0.25 0.17 0.19. 0.77 222
0.5 (4.39%) | (92.54%) 0 (0.15%) (0.14%) 0 (0.26%) 0 (2.52%) 83.56
3.67 773 013 0.12 0.22 211
Hidrocarburos
(ng/mi)

ilm concentracion
: TRy

23
(Mezcla completa)

0.9

0.7

05

Fig. 12 Disminucién de hidrocarburos C1 a C12 conforme a las diluciones aplicadas
a los linfocitos humanos periféricos




En la tabla VIil, se presentan las frecuencias de ICH comrespondientes a un
experimento y su réplica. Los resultados obtenidos muestran con el analisis de varianza
que las concentraciones 0.5, 0.7, 0.9, 1.0 y 2.3 pg/ml de hidrocarburos presentes en la
emision de gasolina sin plomo aplicados a los linfocitos en cultivo no modificaron las

frecuencias de ICH con respecto at testigo.

El dimetilsulfoxido (DMSOQ) agregadc en los experimentos como disolvente al
0.7% no incremento significativamente la frecuencia basal de ICH (Tabla Vill), tampoco
causd efectos en la cinética de proliferacion celular, indice mitdtico e indice de
replicacion, ya que se alcanzaron valores similares a los del testigo (Tablas VI, IX, X).

Por lo que se refiere a la cinetica de proliferacion celular (CPC) al utilizar la
prueba estadistica de X?, se observo inhibicién de ciclo celular a partir de 0.5 pg/ml.
(Tabla X, Fig. 15).

El indice de replicacion presentd solo cambios significativos en la mezcla
completa (2.3 ug/mi) (Tabla 1X, Fig 16).

Con respecto al indice mitético, los datos de la tabla X, y de la Fig. 14 muestran
que todas las concentraciones utilizadas provocaron una disminucion significativa

cuando fueron comparados con el testigo.

Por otro lado, las células cultivadas en presencia de mitomicina C (testigo
positivo) a las 24 h evidenciaron un incremento importante en las frecuencias ICH vy
una disminucion de los indices mitotico y de replicacion. Sin embargo, cuando se aplico
a los cultivos de 48 h durante 2 h, la induccion de ICH, aunque fue estadisticamente

significativa menor con respecto al cultivo de 24 h (Tablas VIll, IX, X, Fig. 14, 15).
Las figuras 17, 18, 19, 20, 21 y 22 muestran los cromatogramas del analisis

efectuado a los hidrocarburos de la fase de vapor de las concentraciones 2.3 (mezcla

completa), 1.0, 0.9, 0.7, 0.5 pg/ml, asi como del solvente DMSO.
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TABLA VIIl. INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS EN CULTIVOS DE

LINFOCITOS EXPUESTOS A HIDROCARBUROS DE LA FASE DE VAPOR DE GASOLINA
SIN PLOMO

Concentracion ICH
(ug/mi) _
X+EE

TESTIGO 4.60 £0.39
DMSO (0.7%) 4.14 £ 0.35
MMC (1x107) 34.26 + 0.38*
MMC (1x107)"° 9.26 £ 0.30°
0.5 4.60+0.35

0.7 4.76 £ 0.30

0.9 414 +034

1.0 540+ 0.38
MEZCLA COMPLETA (2.3 pg/ml) 582+0.36

? tiempo de exposicion 48 h
® tiempo de exposicion 2 h
n = 50 metafases analizadas en dos experimentos

Se aplico ANOVA junto con una prueba de comparacion maltiple Newman Keuls *P< 0.001
* significativo

TABLA IX. CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR EN LINFOCITOS HUMANOS in vitro
TRATADOS CON HIDROCARBUROS DE LA FASE DE VAPOR DE GASOLINA SIN PLOMO

Metafases

Concentracion (pg/mi) i l 2 3? LR.
TESTIGO 29 106 65 2.18
DMSO (0.7%) 43 95 62 2.09
MMC (1x107) 103* 61 28 1.54*
MMC (1x107)° 40 a6 64 2.12*

05 53 82 65 2.06

0.7 50° 89 61 2.05

0.9 51 86 63 2.06

1.0 53* 86 61 2.04
MEZCLA COMPLETA (2.3 ug/ml) 54° 97 49 1.97*

* tiempo de exposicion 48 h

¢ liempo de exposicion 2 h

n= 200 metafases consecutivas en dos experimentos

Se obtuvieron diferencias significativas entre el testigo y las concentraciones al usar X?
el valor de P< 0.05, Se empleo analisis de varanza a un nivel de P<0.01

1. R. = 1M1+2M2+3M3/100

* Significativo



TABLA X. INDICE MITOTICO (IM) EN LINFOCITOS HUMANOS in vitro TRATADOS CON
LOS HIDROCARBUROS DE LA FASE DE VAPOR DE GASOLINA SIN PLOMO

Concentracién (ug/ml) IM

TESTIGO 0.054

DMSOQ (0.7%) 0.041

MMC (ix107)* 0031

MMC (ix107)° 0.035*

05 0.021*

0.7 0.021*

0.8 0.026*

1.0 0.026*

MEZCLA COMPLETA (2.3 pg/ml) 0.030°
7liempo de exposicién 48 h

® tiempo de exposicion 2 h

Se obtuvieron diferencias significativas entre el testigo y las diversas concentraciones al aplicar X?
con P< 0.05

005

o004

0.03

oo o SR R L L L 5 = AR,

TESTIGO  DMSO MMC MMC 0s 07 09 1 23
2h 48h Tratamientos de hidrocarburos (pg/ml)

Fig. 14 Efecto de las diferentes concentraciones de hidrocarburos de la emision

de gasolina sin plomo en el indice mitético (IM) de los linfocitos humanos en

cuitivo.
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Fig. 15 Cinética de proliferacion celular. Metafases de primera (M1), segunda (M2) y
tercera divisiones (M3), de las diferentes concentraciones de hidrocarburos
obtenidos de la fase de vapor y aplicados a linfocitos humanos periféricos en
cultivo.
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Fig. 16 Efecto de las diferentes concentraciones de hidrocarburos de la emisién de
gasolina sin plomo en el indice de replicacion (IR) de los linfocitos humanos

en cultivo.
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VL. DISCUSION

La exposicion a emisiones vehiculares representa una importante causa de
efectos a largo plazo en la salud humana. Una gran cantidad de estudios
experimentales, asi como evidencias epidemiolégicas indican que las emisiones de
gasolina y diesel son mutagénicas o carcinogénicas en animales de laboratorio y
posiblemente en humanos (IARC 1989). Debido al gran impacto que tienen las
emisiones vehiculares sobre la salud de la poblacion expuesta, especialmente en areas
urbanas densamente pobladas, se ha requerido el desarrollo de medidas de control
para los contaminantes. En la actualidad, se ha recomendado el uso de un control de
emisiones del motor mediante tecnologia de punta, en el que se incluyan:
convertidores, el disefio de maquinas apropiadas, la inspeccion y mantenimiento de
ellas y el empleo de combustibles limpios (Mage y Zalli 1992). En este contexto, la
caracterizacion quimica y toxicologica de las emisiones con relacion a la calidad de los
combustibles juega un papel importante por la informacion basica que aportan en su

desarrollo con un impacto menor en el ambiente y en la salud.

Los resultados de la especiacion de hidrocarburos en este estudio denotan
gran variabilidad en cuanto a los grupos quimicos, pero en su mayoria los aromaticos
ocupan el primer lugar y aunque disminuyeron, sus concentraciones permanecieron
hasta la ultima dilucion. Estos resultados concuerdan con el promedio de composicion
de la emision de la combustiéon de gasolinas sin plomo realizados en otros estudios
como los de Nelson y Quigley (1984) y del IMP (1996).

Los resultados encontrados en este trabajo mostraron que los hidrocarburos
provenientes de la emision de gasolina sin plomo a diferentes diluciones (0.5, 0.7, 0.9,
1.0 y 2.3 ug/mi) no causaron efectos significativos sobre la frecuencia de ICH en

linfocitos humanos in vitro.



Los datos obtenidos de la caracterizacion quimica de los hidrocarburos
presentes en cada concentracion utilizada en este trabajo sugieren que la respuesta
negativa de induccion de ICH se debe probablemente al predominio de compuestos
aromaticos y sus derivados (benceno, 1,3,5-trimetilbenceno, n-butilbenceno, tolueno,
o-xileno, etc.) ya que estos no poseen propiedades genotoxicas per se, sino que
requieren ser biotransformados por enzimas del citocromo P450 a metabolitos que

pudieran resultar toxicos para el material genético (Pellack-Walker y Blumer 1986).

Esta investigacion coincide con trabajos previos realizados en linfocitos
humanos tratados con benceno y sus metabolitos (catecol, hidroguinona, fenol), donde
se evidencio gue solo estos ultimos elevaron la frecuencia de ICH (Morimoto 1983).
Gerner-Smidt y Friedrich (1978), tampoco observaron cambios en la cantidad de ICH ni
de aberraciones cromosomicas (AC) cuando aplico el benceno, tolueno y xilenos en

linfocitos humanos in vitro .

Por otro lado, se ha descrito en un estudio reciente, realizado con trabajadores
de una estacién de gasolina expuestos a 8 horas de trabajo, que los hidrocarburos
predominantes detectados por cromatografia de gases en el ambiente de esa zona
fueron el benceno, tolueno y xilenos con un promedio de 0.91, 1.58 y 0.89 mg/m’,
respectivamente. El analisis de ICH en linfocitos humanos no mostré diferencias
significativas con respecto al grupo testigo (Pitarque et al. 1997). Con ese mismo grupo
expuesto a gasolina se empled el ensayo de micronticleos (MN) en linfocitos humanos
in vitro y tampoco encontraron respuesta positiva al comparar con el grupo testigo.
Aungue QOesch et al. (1995) en células mononucleadas de la sangre en empleados de
una estacion de gasolina que trabajaban mas de 4 h durante la semana, evidenciaron

incremento de rompimientos de hebras sencillas de ADN.

La carencia de resultados positivos (Gerner- Smidt y Friedrich 1978, Fredga et
al. 1979, Pitarque et al. 1997) sugieren el uso de métodos moleculares como aductos
de ADN, fluorescencia in situ o hibridacion, etc., para que contribuyan a esclarecer los

efectos de la gasolina y puedan ofrecer una estimacion mas exacta del riesgo de
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genotoxicidad ya que Oeschs ef al. (1995), utilizando este tipo de ensayos sensibles,
detectd que la gasolina induce rompimientos de hebra sencilla en el ADN y no tuvo

efectos clastogénicos ni aneugénicos.

Para demostrar la induccion de ICH, CNP e IR en los cultivos de linfocitos
humanos, se empled un agente alquilante, la mitomicina C (testigo positivo), la cual ha
demostrado que provoca enlaces cruzados en el ADN e inhibe la sintesis del ARN y de
las proteinas. Los tratamientos que producen una frecuencia de intercambios también
causan retraso en el ciclo celular (Morimoto et al. 1984, Kataung 1994). En este trabajo
se confiia el efecto de la MMC sobre ICH, CPC e IR y se demuestra que el
procedimiento utilizado en los tratamientos con las emisiones de gasolina sin plomo fue

el adecuado.

Con la MMC aplicada a las 48 h con un tiempo de exposicién de 2 h se
manifestd una respuesta significativa en ICH (9.26 + 0.30) se presentan una inhibicién
de la CPC y el indice mitético disminuyo significativamente. Sin embargo cuando los
linfocitos se expusieron a 48 h los 3 parametros fueron alterados 2 veces mas alterados
que a las 2 h. Estos datos indicaron que el tiempo corto de exposicion de MMC en los
cultivos (2 h) produjeron menor dafno al ADN gue los largos (48 h) estos resultados

coinciden con algunos otros autores ( Morimoto et al. 1984, Ribas et al. 1996).

Con respecto a la CPC, se manifestaron diferencias en todas las
concentraciones provenientes de la emision de gasolina sin plomo, ya que las
proporciones de metafases de primera division (M1) en estos cultivos fueron mayores
que las halladas en el testigo. Este hallazgo sugiere que la inhibicion producida por los
hidrocarburos quiza esté mediada por la activacidn de una forma inhibidora de las
cinasas o por un incremento intracelular del AMPc ya que se ha visto que estos
factores detienen el ciclo celular, especificamente en el periodo G, (Herman et al.

1980).



Los resultados del célculo del IR en la Tabla IX, muestran que sélo la maxima
concentracion utilizada en este estudio (2.3 pg/ml) fue estadisticamente significativa, lo
que indica que hay un retraso en la capacidad proliferante de los linfocitos (Ivette y Tice
1982), que podria significar que la mezcla completa de hidrocarburos fue capaz de
producir un disfuncion en la respuesta de division de los linfocitos debido posiblemente
a la interaccion directa con el DNA, este comportamiento coincide con el trabajo
realizado por Rojas et al. (1993) en que hubo un retraso en la cinética de proliferacién

celular al evaluar compuestos antineoplasicos.

Con respecto al IM, los datos presentados en la tabla X, indican una inhibicion
significante en todas las concentraciones, que demostré que los hidrocarburos
indujeron citotoxicidad, esto concuerda con Rojas et al. (1993) quienes mostraron
inhibicion del IM causada por seis drogas, lo que puede ser interpretado en téminos de
muerte o de retraso celular en algin momento durante la interfase. Una respuesta
similar se observé en el trabajo de Frias et al (1991) en el que notaron una

considerable reduccion de células después de dos divisiones tratadas con MMC.

De la anterior discusion es posible concluir lo siguiente: que al evaluar los
hidrocarburos de la fase de vapor de la emision de gasolina sobre los parametros ICH,
CPC e IM en linfocitos humanos in vitro, solo se reflejo el efecto en la CPC y el IM
probablemente porque los compuestos quimicos al no ser metabolizados, estén
actuando a nivel de la fase G1 del ciclo celular y por consiguiente no se evidencio el

daiio en ICH debido a que este fendomeno es dependiente de la fase S 6 de replicacion.
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VIi. CONCLUSIONES
Los resultados de este estudio demuestran que:

1. El procedimiento mas adecuado para la obtencion de hidrocarburos fue
resuspendiendo la resina XAD-2 en 4 ml de DMSO con sonicacion durante 30 min a
256,

2. En el extracto de la emision de laJcombustién se encontraron diferentes grupos entre

ellos aromaticos, naftenos, parafinas, isoparafinas y olefinas.

3. En general, en todas las concentraciones (0.5, 0.7, 0.9, 1.0 y 2.3 pg/ml) se

manifestd una mayor concentracién de compuestos aromaticos.

4. Los tratamientos directos con los hidrocarburos de la fase de vapor C1-C12 no son
mutagenos directos en los linfocitos humanos en cultivo ya que no hubo respuesta

citogenética.

5. El IR mostro inhibicion celular con la maxima concentracion (2.3 pg/ml) lo que

evidencio detener el ciclo celular normal.

6. EIIM se altero en todas las concentraciones (0.5, 0.7, 0.9, 1.0 y 2.3 pg/ml) lo que

sugirio que los hidrocarburos causaron citotoxicidad.
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Fig. 17 Cromatograma de hidrocarburos de la fase de vapor,

mezcla completa (2.3 pg/ml)
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Fig. 18 Cromatograma de hidrocarburos de la fase de vapor (1 pg/ml)
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Fig. 20 Cromatograma de hidrocarburos de la fase de vapor (0.7 pg/ml)
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Fig. 21 Cromatograma de hidrocarburos de la fase de vapor, (0.5 pg/ml)
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