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RESUMEN

La contaminacién ambiental es un problema para la salud de la poblacion, dentro de los
contaminantes esta el material particulado 2.5 (MP2s) capaz de atravesar el aparato

respiratorio y pasar al torrente sanguineo provocando dafio del ADN.

El objetivo fue evaluar el dafio genotoxico en los habitantes de la zona céntrica de la
ciudad de Cuenca — Ecuador por exposicion al MP2s mediante el ensayo cometa. Los
casos del estudio fueron habitantes de la zona donde el monitoreo del MP»s fue alto y

para los controles el monitoreo del MP2s fue bajo.

El analisis se realiz6 en muestras de sangre, procesadas en la seccion de Genética
Humana, Microbiologia y Bioquimica Clinica de la Universidad Técnica Particular de

Loja, donde se evalu6 el dafio en el ADN de las células.

Segun los parametros del ensayo cometa las dos poblaciones estudiadas no presentan
diferencia estadisticamente significativa en los datos, se relacioné aspectos generales
como caracteristicas sociodemogréficas, aspectos de fertilidad y reproduccién, agentes

de exposicion, consumo de medicacion e incidencia de patologias.

PALABRAS CLAVES: Material Particulado, genotoxicidad, ensayo del cometa,

Cuenca.



ABSTRACT

Environmental pollution is a problem for the health of the population, within the
contaminants is the particulate material 2.5 (MP2.5) able to cross the respiratory system

and pass into the bloodstream causing DNA damage.

The objective was to evaluate the genotoxic damage in the inhabitants of the central
zone of the city of Cuenca - Ecuador by exposure to MP2.5 through the comet test. The
cases of the study were inhabitants of the zone where the monitoring of the MP2.5 was

high and for the controls the monitoring of the MP2.5 was low.

The analysis was performed on blood samples, processed in the Human Genetics,
Microbiology and Clinical Biochemistry section of the Universidad Técnica Particular de
Loja, where damage to the DNA of the cells was evaluated.

According to the parameters of the trial, the two populations studied did not present
statistically significant differences in the data; general aspects were related such as
sociodemographic characteristics, aspects of fertility and reproduction, exposure agents,
medication consumption and incidence of pathologies.

KEYWORDS: Particulate Material, Genotoxicity, Comet Test, Cuenca.



INTRODUCCION

La sociedad actual esta cursado por un alto desarrollo tecnoldgico, lo que ha inducido a
un elevado crecimiento industrial, el mismo que con otros factores contribuyen a la
eliminacion de diversas sustancias y compuestos al ambiente, generando
contaminacién atmosférica y alterando su composiciéon natural, esta contaminacion

afecta directamente a la poblacion, provocando dafios en la salud de los habitantes.

Se considera al material particulado un contaminante atmosférico comun y critico en la
atmaosfera, cuya composicion abarca varias especies incluyendo sustancias organicas
e inorganicas, capaces de interactuar con diferentes compuestos presentes en el aire
(Maldonado y Arizaga, 2012).

Para estimar el impacto del material particulado en la poblacion se debe considerar la
valoracién del riesgo carcin6geno y genotdxico, principalmente porque se ha establecido
que las particulas atmosféricas, exclusivamente las fracciones de material particulado
2.5 (MP25) que son derivadas de la industria, la quema de combustibles fosiles y mas,
estan constituidos por varios compuestos adsorbidos en la superficie, muchos de los
cuales estan caracterizados como mutagenos y carcindgenos, porque inducen dafio
en el ADN (Zuluaga et al., 2009).

Diferentes monitoreos en las zonas urbanas de las ciudades presentan altos niveles de
contaminaciéon por material particulado, presentando complicaciones para la salud de la
poblacion, estas zonas presentan dificultad en la dispersion de los contaminantes en el
movimiento del flujo atmosférico, y por ende la comulacién de dichas sustancias en

ciertos puntos (Betancur, 2016).

Cuenca, es la tercera ciudad del Ecuador con alto desarrollo industrial y un elevado
incremento en el trafico vehicular, se han realizado medidas puntuales de MP1o, MP2s 'y
sustancias organicas volatiles, donde se hallaron valores que superaron los valores
establecidos por Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en varios puntos (Astudillo,
2014).

El vinculo entre morbilidad y mortalidad por contaminacién del aire urbano ha sido
holgadamente certificada, estudiada y documentada, induciendo a tomar medidas para
disminuir los niveles de los contaminantes y los padecimientos de la salud de los
habitantes. Cuenca, tendria como reto disminuir los niveles de material particulado de
acuerdo a los valores recomendados en la guia de la OMS, y de esta manera se evitaria

la muerte de 3 a 9 personas anualmente, ya que un estudio realizados en esta ciudad



concluye que la exposicion al material particulado extiende el riesgo de muerte por

enfermedades cardiopulmonares y cancer de pulmén en 3 al 9 % (Arévalo y Arpi, 2015).

Con lo expuesto anteriormente, la presente investigacion permiti6 evaluar el dafio
genotoxico en los habitantes de la zona céntrica de la ciudad de Cuenca — Ecuador por
exposicion al MP2 s mediante el ensayo cometa. Los participantes que representaron los
casos del estudio fueron personas que habitan entre la interseccién de las calles
Mariscal Lamar y Luis Cordero, donde el monitoreo de concentracion de MP.sfue alto,
y para los controles del estudio se selecciond habitantes de la zona del Altiplano y

Daquilema sector Totoracocha, donde el monitoreo del MP2s fue bajo.

El estudio fue desarrollado en la Seccion departamental de Genética Humana,
Microbiologia y Bioquimica Clinica de la Universidad Técnica Particular de Lojay con la
colaboracién del Centro de Estudios Ambientales de la Universidad de Cuenca, las

mismas que presentan intereses comunes en la investigacion.

El andlisis se realiz6 en muestras de sangre, se aplicd el ensayo cometa, método de
genotoxicidad usado para establecer el dafio en el ADN de las células. Este ensayo
molecular, llamado también electroforesis alcalina de células individuales, tiene
diferentes aplicaciones en las pruebas de genotoxicidad, ensayos de biomonitoreo en
humanos, ecotoxicologia y epidemiologia molecular; asi como un método fundamental
para investigaciones sobre dafio y reparacion del ADN. El ensayo cometa es simple,
versatil, rapido, econémico y sobre todo se caracteriza por su sensibilidad (Rodriguez
et al., 2016).

Con el desarrollo de esta investigacion se pudo relacionar la contaminacion ambiental
provocada por el MP. sy los riesgos de genotoxicidad en la poblacion de la zona céntrica
de la ciudad de Cuenca, donde se encontr6 que no hay diferencias estadisticamente
significativas tanto la poblacion de los casos y controles; sin embargo la media
estadistica tiene tendencia a ser superior en la poblacion de los casos, lo que se
relaciona con la exposicion al MP,s, Con estos datos obtenidos se puede tener una
percepcion general de las consecuencias del MP2s y proporcionar informacion con la
finalidad de crear metodologias y procedimientos bien estandarizados permitiendo abrir
a largo plazo un trayecto para mejorar y regularizar la contaminacion del aire por parte

de las entidades responsables y la poblacién en general.
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1.1 Contaminacion ambiental

1.1.1 Contaminacién del aire.

La contaminacion del aire se estima que actualmente es una complicacién relevante en
la salud publica y un problema comudn tanto en paises en desarrollo como en los
desarrollados. Varios compuestos que invaden nuestros espacios son sustancias de la
contaminacion aérea que causan una fuerte sefial negativa en la salud para quienes se
encuentren expuestos, no solo en los sistemas cardiovascular y respiratorio, sino que
también se relaciona con la causa de patologias en todo el organismo, y con reduccién
en la esperanza de vida e incluso aumenta la morbi-mortalidad y cambios del material

genético ( Restrepo et al., 2016).

Los progresos metodoldgicos y tecnolégicos evidencian que no solo existe una conexion
entre los gradientes de exposicion a los contaminantes y la morbilidad y mortalidad
asociada a la polucion; sino también que las amenazas para la salud se eleva en ciertas
poblaciones con mayor vulnerabilidad en funcion de las inequidades sociales de los
conjuntos poblacionales que residen determinados territorios (Jiménez Benitez et al.,
2016).

Segun Bermudez, et al.,(2010), la contaminacion es la incorporacion o la presencia en
el medio ambiente de sustancias o elementos fisicos, quimicos y biol6gicos que sean
nocivos y toxicos para el hombre y los ecosistemas (seres vivos). Los recursos naturales
basicos como el aire, los suelos y el agua son los mas importantes cuando presentan

contaminacion.

Entre los componentes quimicos de la contaminacion ambiental estan una multiplicidad
de sustancias como mondéxido de carbono (CO), diéxido de carbono (CO,), ozono (Os),
dioxido de azufre (SOy), didxido de nitrégeno (NO-), compuestos organicos volatiles y
material particulado (MP) (Naddafi et al., 2012).

1.1.2 Material particulado atmosférico.

Se puntualiza el material particulado atmosférico como el combinado entre particulas
liquidas y/o sélidas presentes en suspension en la atmdsfera (Meszaros, 1999) ademas
es posiblemente el contaminante de criterio con mayor repercusion, por la variedad de
fuentes y sus efectos que causa sobre la salud. (Parra M, 2005). La contaminacién del

medio ambiente producido por MP se establece como el trastorno de la composicién



real de la atmosfera, como producto del acceso de particulas en suspension, ya sea por

causas genuinas o por acciéon del hombre (Meszéaros, 1999).

La Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos (EPA) menciona al MP como
una combinacién ligada de sustancias y particulas muy pequefas, liquidas y soélidas.
Estas particulas estan formadas por diversos componentes como: acidos (nitratos y

sulfatos), metales, sustancias quimicas organicas, tierra o el polvo.

Es esencial contemplar que el MP atmosférico es un concepto extenso que incluye tanto
las particulas en suspension como las particulas sedimentables (diametro > 20 um); se
caracteriza por un corto tiempo de alojamiento en la atmoésfera. Las particulas
atmosféricas pueden ser provenientes de una gran variedad de fuentes, tanto de origen
natural o antropogénico. En cuanto al sistema de formacion, las particulas pueden ser

primarias y secundarias (Parra, 2005).

Las particulas primarias son derramadas abiertamente en la atmésfera desde la fuente
de emanacion, mientras que las particulas secundarias se originan a partir de las

emisiones de sus precursores gaseosos (Menéndez et al., 2003).

Silva (2013) manifiesta que el MP es una adversidad de la polucién caracterizado por
su movimiento, cuando no hay viento, las particulas pueden mantenerse en el aire
durante minutos u horas, por el contrario, cuando hay viento continuamente podrian
mantenerse durante dias o semanas desplazandose por distintas areas dejando indicio
de su presencia en diversos sitios distintos a donde fueron originalmente generadas. El
aspecto de la dimension de las particulas es de extremado interés para entender su

movimiento y sus estragos sobre la salud.

El MP, origina un fuerte impacto en la salud de las personas, denominando a dichas
particulas como contaminantes criterio, por lo cual, se ha generado un ordenamiento
(Tabla 1 y 2) para establecer margenes permisibles de concentraciéon en un ciclo de

tiempo, procurando disminuir sus efectos dafiinos (Silva, 2013).

1.1.3 Clasificacién del material particulado.

Las particulas suspendidas que concurren en la atmosfera tienen un rango de

dimensién entre 0,001 y 50 um. (Préndez y Corvalan, 2007).



Segun su didmetro, caracteristica de la cual depende la intensidad de sus impactos, se

clasifica en:

o MPyo 0 particulas gruesas, tienen un diametro aerodinamico < 10 um y pueden
penetrar y depositarse en la region traqueo bronquial en el tracto respiratorio.
(Gréfica 1).

o MP250 particulas finas, tienen un diametro aerodinamico < 2.5 ym se depositan
directamente en los alveolos pulmonares ya que son facilmente respirables,
llegan al torrente circulatorio y producen efectos nocivos a nivel respiratorio
causando un mayor impacto sobre la salud (Gréfica 1).

o MPg1 0 particulas ultrafinas, tienen un diametro aerodindmico < 0.1 ym (Gréfica
1) (Naddafi et al., 2012).
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Grafica 1: Clasificacion del material particulado y la intensidad de

sus impactos sobre la salud.
Fuente: (Rodriguez-cotto, 2015)

1.2 Estandares de calidad para el material particulado

De acuerdo a las investigaciones de la OMS se fijaron en el afio 2017 los siguientes

valores como estandares de la calidad del aire (Tabla 1).



Tabla 1:Estandares de calidad de aire para MP10 y MP2.5 segin OMS.

Estandares de calidad de aire para MP1o.

Media aritmética anual 25 ug/ms3

Promedio de 24 horas 50 pg/m3

Estandares de calidad de aire para MP2s

Media aritmética anual 10 pg/ms3

Promedio de 24 horas 25 pg/ms3

Fuente: OMS, 2017
Elaborado: Maldonado, A. (2018)

La Norma Ecuatoriana de Calidad de Aire (NECA), establece los siguientes valores

como estandares de la calidad del aire.

Tabla 2:Estandares de calidad de aire para MP10y MP2.5 segin NECA.

Estandares de calidad de aire para MP1,.

Media aritmética anual 50 pg/m?

Promedio de 24 horas 100 pg/m®

Estandares de calidad de aire para MP2s.
Media aritmética anual 15 ug/m?®

Promedio de 24 horas 50 ug/m?®

Fuente: NECA, 2016
Elaborado: Maldonado, A. (2018)

1.3 Material particulado 2.5 (MP25).

El MP25s se define como particulas de diametro aerodinamico menor o igual a los 2.5
micrometros, dicho en otro manera, son 100 veces mas delgadas que un cabello
humano (Gréfica 2), su origen es netamente de fuentes de caracter natural o

antropogénico (Linares, 2012).
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Gréfica 2: Diferencias entre MP25 y MP1o
Fuente: Ministerio del Medio Ambiente, 2016.
Elaborado: Ministerio del Medio Ambiente, 2016.

1.3.1 Fuentes de material particulado MPs.

El MP2ses de origen natural o antropogénico cuyas particulas se clasifican en primarias
emitidas como tales a la atmosfera y secundarias las cuales son creadas en la atmésfera
por modificaciones de las transmisiones gaseosas como el 6xido de azufre, nitrdgeno y

las sustancias organicas volatiles, y también existe una fuente biogénica. (Grafica 3).

P Transporte
leansformacié )

Grafica 3: Fuentes de material prticulado MP2.5.
Fuente: Navarro, 2014.
Elaborado: Navarro, 2014.
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Particulas Primarias Naturales o Antropogénicas.

O

Las particulas primarias naturales estan constituidas por las emisiones naturales
que provienen de los suelos, presentan en su composicion quimica una fraccion
de origen mineral las mismas que cambia de una zona a otra dependiendo de
sus caracteristicas y la combinacion de los suelos, cominmente estan
constituidas por: Calcita, Cuarzo, Dolomita, Arcillas, Feldespatos, Sulfato
célcico, Oxidos de hierro (Rojas-Bracho y Garibay-Bravo, 2015).

También forman parte de las particulas primarias naturales aquellas sustancias
gue son de origen de la superficie de los mares y océanos, formando la fraccién
de aerosol marino, la misma que estd compuesta por cloruros y sulfatos.

Las particulas biogénicas tiene sus fuentes como residuos biol6gicos,
compuestos por restos vegetales como fragmentos de plantas, polen,
microorganismos y esporas (Campos et al., 2014).

Particulas Secundarias Naturales o Antropogénicas.

O

Los sulfatos se forman por la oxidacién de gases sulfurados naturales, se
muestran sus emisiones en los procedimientos de calcinacién de fosiles, en
plantas industriales y en centrales térmicas, procesos de combustion emitida en
el ambito de los mares y océanos.

Los nitratos tienen su fuente de emisién es la oxidacion de los Oxidos de
nitrdgeno producidos por los automoviles, los procesos industriales y en
determinadas plantas de produccién eléctrica, las descargas eléctricas
naturales, la transpiracion de los suelos son otras de sus fuentes.

Los aerosoles organicos secundarios son los denominados hidrocarburos,
CUyOoS precursores gaseosos tienen origen en fuentes vegetales, incendios
forestales, combustibles fésiles, estan integrados principalmente de carbono e

hidrégeno y, en menor cantidad por azufre (Suéarez et al., 2017).

Los elementos que forman parte de éstas son altamente nocivos, entre ellos estan los

metales pesados y sustancias organicas, las mismas que se relacionan con generar

cancer. Es de gran importancia conocer los componentes quimicos del MP.s puesto

que resalta desde el punto de vista de la quimica de la atmésfera y también sobre la
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calidad del aire que los habitantes respira en las ciudades, y el efecto que provoca sobre
la salud ( Parra et al., 2010)

1.4 El MP2sy su impacto sobre la salud

Un agente toxico se considera a cualquier agente nocivo capaz de provocar una
reaccion contraria en un sistema bioldgico, dichos agentes pueden presentarse en forma
de energia como calor, toxinas vegetales, radiaciones y algunos alcaloides o productos
sintéticos (xenobidticos) (Balmaceda, 2016). Los efectos de los compuestos organicos
volatiles para la salud varian segun sus caracteristicas y comprenden desde un alto
grado de toxicidad hasta ausencia de efectos conocidos. Esos efectos dependeran de
la naturaleza de cada uno de ellos y del grado y del periodo de exposicion al mismo.
Los contaminantes toxicos actian como agentes ambientales no infecciosos que tienen
variados efectos, desde la irritacion hasta la muerte de las células y tejidos, incluso, el

organismo (Quintero et al., 2009).

El analisis del impacto sobre la salud del MP- s presenta gran relevancia, puesto que su
exposicion temporal o permanente puede ocasionar efectos sobre la salud provocando
dafios que pueden llegar a ser irreversibles. La caracteristica de las particulas MP2s es
de tener un tamafio pequefo, lo cual le da la particularidad de provocar dafios mas

SEeveros.

Betancur (2016), expresa que “A mayor cantidad de MP2 s se presenta mas dafio a nivel
celular y del ADN”. Eso demuestra que en la medida en que se vaya acumulando el
material particulado en una persona o en un sistema biolégico, va a conllevar a
alteraciones patolégicas”. Segun su estudio se pudo observar una disminucion en la
poblacion celular por la presencia del material particulado, el cual generé rupturas en su
ADN.

Segun Belefo y Quijano ( 2013) concluyen que la fraccion respirable de MP2s, en las
areas con una elevada circulacion vehicular se estima uno de los factores de amenaza
gue coopera al incremento del indice de cancer en los residentes expuestos, ya que se
relacionan con la induccién del cambio en el genoma de las células e igualmente pueden

atravesar y llegar al nucleo de linfocitos humanos y causar dafio en su ADN.

En la Tabla 3 se describen los efectos en la salud por exposicion a diferentes

concentraciones de PM_s a corto y largo plazo.
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Tabla 3: Efectos sobre la salud por exposicion a material particulado PM2.5 a corto y
largo plazo.

Efecto a corto plazo Efecto a largo plazo
Aumento de morbimortalidad Menor desarrollo de la
respiratoria estructura y funcion del
Sistema respiratorio Disminucion en la funcién pulmonar = sistema respiratorio mayor
Interferencia en mecanismos de riesgo de cancer en la edad
defensa pulmonar: fagocitosis y adulta.

depuracion mucociliar
Sindrome bronquial obstructivo

Sistema Disminucién de la variabilidad en la frecuencia cardiaca ante el
cardiovascular estrés
Infertilidad
Unidad materno - fetal Abortos espontaneos

Bajo peso de nacimiento
Baja talla al nacer

Crecimiento rapido y disperso de células anormales.
Cancer Mutacion celular del sistema respiratorio.
Céancer cervicouterino.
Metastasis.

Otros Irritacion y trastornos visuales. Lesiones en el higado,
Nausea, dolor y mareo de cabeza.  rifiones y el sistema nervioso
Fatiga con pérdida de coordinacion. central.
Reacciones alérgicas de la piel.
Trastornos de la memoria.

Fuente: Diaz, 2014 , Quintero et al., 2009.
Elaborado: Maldonado, A. (2018)

Otro dato de relevancia segun Oyarzan (2010) es que el MP,s presenta en su
composicion quimica hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS); éstos son derivados
de la combustion inacabado del material organico (petréleo, gasolina, lefia, carb6n y
biomasa en general), por ello el estudio de los altos niveles de contaminacién
atmosférica por MP2 s en las ciudades ha permitido identificar varias especies de HAPs
de las cuales seis de éstas se les ha catalogado como cancerigenos; por el benzo a-
pireno que es el HAPs emitido por en el humo del cigarrillo y en el smog de ciudades
con niveles altos de contaminacion, es considerado un agente con mayor agresion
cancerigena. Estos HAPs pueden reaccionarse con NO.generando dafio oxidativo del
ADN, lo que conduce a una gran actividad mutagénica, dando lugar a mortalidad
cardiopulmonar, origen de cancer pulmonar, canceres de otros 6érganos o sistemas,

efectos reproductivos y genotoxicidad (Parra et al., 2013).
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Segun Quintero et al., (2009) el MP25 es un tipo de agente contaminante que induce a
algun tipo de cambio en el material genético o en sus componentes asociados,

conociéndolos como agentes genotdxicos.

1.5 Genotoxicidad

Segun Abrevaya y Fuente (2008), la genotoxicidad es la destreza referente de un
agente de provocar alteraciones en el material genético, produciendo resultados
biolégicos adversos. La afectacion provocada en el “material genético” no solo se
produce en el ADN, sino también en compuestos celulares que se tienen relacion con la
funcionalidad y comportamiento de los cromosomas en el interior de la célula, entre ellas
estan las proteinas que participen en la reparacion, condensacion y descondensacion
del ADN en los cromosomas y otras estructuras.

En la Tabla 4 se observa la clasificacién general de los compuestos genotéxicos, de

acuerdo a su origen y su modo de accion.

Tabla 4: Clasificacion de compuestos capaces de producir toxicidad genética.

CLASIFICACION DE LOS COMPUESTOS XENOBIOTICOS

ORIGEN EJEMPLO
Fisico Radiaciones
SEGUN SU ORIGEN Quimico Medicacion
Bioldgico Virus, bacterias
Mutagenos Mutaciones genéticas en un gen o cromosoma

§ Carcindégenos
SEGUN SU MODO

DE ACCION

Teratdgenos

Fuente: : Gonzélez, 2013.
Elaborado: Maldonado, A. (2018)

sobre las células somaticas y/o germinales.

Involucra los estadios de iniciacion, promocién y
progresion provocando una transformacion
celular de tipo irreversible.

Implica el dafo inducido sobre los distintos
periodos de gestacion o a lo largo de la misma,
como las malformaciones fetales

El dafio causado por los xenobiéticos esta influenciado por diversas condiciones tales

como el tiempo de exposicién, la dosis de exposicion al agente y la condicién genética

de cada individuo, lo cual define su propio grado de susceptibilidad.
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1.6 Prueba de Genotoxicidad: Ensayo Cometa.

El ensayo molecular Cometa, o también denominado electroforesis alcalina de células
individuales, es un método creado para la observacion del dafio en el ADN y se emplea
en diversos ensayos, como genotoxicidad, biomonitoreo en seres humanos,
epidemiologia molecular y ecotoxicologia; asi como se le denomina un medio
fundamental para investigaciones sobre dafio y reparacién del ADN. Se caracteriza por
su simplicidad, sensibilidad, versatilidad, rapidez y econémica (Rodriguez-rey et al.,
2016).

En la actualidad, es una de las técnicas mas empleada para valorar quiebres en el ADN,
fue desarrollado en el afio de 1978 como una metodologia que permitié valorar el dafio
en células individuales, la técnica en el transcurso de su empleo fue sometida a
modificaciones, Ostling y Johanson (1988), introdujeron el corrido electroforético luego
de la lisis celular en el microgel de agarosa, y estimaron el dafio por medio de la
visualizacién de la fluorescencia del ADN migrado con una previa tincion con bromuro
de etidio, por otro lado Singh (1991) refind la técnica exponiendo a condiciones alcalinas
para desnaturalizar las estructuras secundaria y terciaria del ADN, lo cual permitié la
eliminacion del ARN, y como estandarizacion final se introdujo un paso con proteinasa

K para que el material genético migre durante el corrido electroforético (Grafica 4).

Tercera capa de agarosa de bajo punto de

Primera capa de agarosa de punto de
fusién normal

Portaobjetos desengrasado previamente

Grafica 4: Esquema del proceso del ensayo cometa, en el portaobjetos y resultados de
cometas en microscopio de fluorescencia.

Fuente: Venegas, 2009.

Elaborado: Venegas, 2009.

Segun Carmona (2009) la metodologia del ensayo cometa comprende 7 pasos:
e Las células que van a ser estudiadas se mezclan con agarosa y posteriormente

se suspenden en placas cubiertas previamente con agarosa.
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e Se provoca la ruptura de las células sometiéndolas a una alta concentracion de
sales para libera el ADN y expulsar los restos proteicos de las células.

e Se expone a un pH alcalino usualmente 13, donde el ADN se desenrolla y se
relaja, permitiendo expresar el quiebre de las cadenas simples y los sitios alcali
labil.

e Se realiza el ensayo de electroforesis en condiciones con un pH > 13,
permitiendo que las fracciones del ADN o sus espirales relajados se desplacen
hacia el anodo por las condiciones del campo eléctrico del ensayo.

e Se compensa el pH alcalino.

e Se realiza la tincion de ADN, para la observacion al microscopio de fluorescencia
de los posibles cometas formados.

e Para finalizar se hace el contaje y estudio de los diferentes grados de dafio

genético, segun lo que se observe.

1.6.1 Fundamento de ensayo cometa.

El ensayo del cometa tiene como fundamento que el ADN estudiado en condiciones
normales presenta una estructura altamente ligada y ordenada con la parte central de
las proteinas en el nlcleo de la célula. A diferencia que el ADN averiado presenta en su
organizacion alteraciones, perdiendo la contextura compacta de las cadenas simples de
ADN, provocando su relajacion, y propagandose en el exterior de la su cavidad. Al ser
sometido a un campo eléctrico, el ADN, que presenta carga negativa, se desplaza al
anodo. Las secuencias de ADN en condiciones normales son muy grandes, y no se
desplazan a de la cavidad, mientras que el ADN averiado esta fragmentado, los mismaos
que tienen la facultad de moverse con facilidad a través de la agarosa. Por lo tanto, la
cantidad de ADN que se desplaza permite medir la cantidad de ADN dafiado en la célula
(Gréfica 4).

Esta técnica cuenta con la cualidad de localizar el dafio genético ocasionado por los
quiebres del ADN de doble y simple cadena, sitios alcali -labiles, dafio oxidativo, y
enlaces ADN-ADN, ADN-proteina, asi como el dafio genético debido a desigualdad en

la reparacion del ADN (Carmona, 2009).
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2.1 Objetivo general

Evaluar el dafio genotoéxico en los habitantes de la zona céntrica de la ciudad de Cuenca

— Ecuador por exposicién al MP 2.5 mediante el ensayo cometa.

2.2 Objetivos especificos

1. Seleccionar las zonas céntricas de la ciudad de Cuenca que presentan
concentraciones altas y bajas de MP;s.

2. Evaluar el dafio genotdxico de los habitantes de la zona céntrica de la ciudad de
Cuenca mediante el ensayo cometa.

3. Relacionar el dafio genotéxico de los donantes y la concentracion ambiental de
MP2s.
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METODOLOGIA
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3.1. Disefio de investigacion

En el desarrollo de este trabajo se utilizo el disefio de investigacion de corte transversal
comparativo, que nos permitié realizar el andlisis del dafio genotdxico en los habitantes
de la zona céntrica de la ciudad de Cuenca expuestas a altas concentraciones de MP2s
y controles en los habitantes que estdn expuestos a bajas concentracion de MP2s
(Gréfica 6) y de esta manera comparar el efecto directo de las MP2sen la salud de los

habitantes.

3.2. Area de estudio

Canar 7 Chimborazo

Guayas

“hinchipe

Grafica 5: Mapa de la provincia del Azuay — Cuenca.
Fuente: Emov Ep, 2013.
Elaborado: Emov Ep, 2013.

3.2.1. Localizacion geografica.

Esta investigacion se realizé en Cuenca (Gréfica 5), que es una ciudad del centro austral
de la Republica del Ecuador y es la capital de la provincia del Azuay. Las coordenadas
geograficas de la ciudad son 2°39’ a 3°00’ de latitud sur y 78°54’ a 79°26’ de longitud
oeste, con una altura sobre el nivel del mar que varia de 100 a 4560 m., la zona urbana

se encuentra a una altitud de 2560 msnm aproximadamente.

20



Limita al norte con la Provincia del Carfiar, al sur con los Cantones Camilo Ponce
Enriquez, San Fernando, Santa Isabel y Girdn, al este con los Cantones Paute,

Gualaceo y Sigsig y hacia el oeste con la Provincia del Guayas.

Esta dividido en 21 parroquias rurales y quince parroquias urbanas con un area total de
3086 km2. Las quince parroquias urbanas conforman la Ciudad de Cuenca, con un area
de 72.32 km.

3.2.1 Poblacién de estudio.

DISTRIBUCION DEL MATERIAL PARTICULADO PM2.5 DE CUENCA
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Grafica 6: Distribucion del MP2.s de Cuenca, color azul alta concentracion,
color rojo baja concentracion de MP2s.

Fuente: Centro de Estudios Ambientales de la Universidad de Cuenca (CEA), 2016.
Elaborado: Centro de Estudios Ambientales de la Universidad de Cuenca (CEA), 2016.

Para evaluar el dafio genotoxico en los habitantes de la ciudad de Cuenca — Ecuador
se seleccion6 33 habitantes de la zona céntrica entre la interseccion de las calles
Mariscal Lamar y Luis Cordero y en el perimetro de tres calles alrededor de las mismas
(Grafica 7), donde el monitoreo de concentracion de MP. s es alto, siendo esta poblacion
los casos del estudio, y se seleccion6 28 habitantes de la zona del Altiplano y Duquilema
sector Totoracocha (Gréfica 8), donde el monitoreo del MP2 s es bajo, considerando esta

poblacion los controles del estudio.
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[Merian.c,

ariscal Lamar

Gréafica 7: Interseccion de las calles m

y Luis Cordero, poblacién casos
Fuente: Google Maps, 2017.
Elaborado: Google Maps, 2017.

Altiplano.

Grafica 8: Interseccién de las calles Altiplano y
Duquilema sector Totoracocha, poblacién controles.

Fuente: Google Maps, 2017.
Elaborado: Google Maps, 2017.

La participacion fue voluntaria, donde cada participante firmo el consentimiento

informado para autorizar la toma de muestra de sangre, se expuso la informacién sobre

el objetivo del trabajo y se aplicd una encuesta estandarizada, donde se recopil6 la

informacion necesaria para conocer caracteristicas importantes de sus antecedentes

personales y familiares, que nos permitié clasificar a los colaboradores e incluirlos en el

proyecto, tanto en los que forman parte de los casos y controles.

3.3.1 Encuesta.

Previo a la extraccion de las muestras biolégicas de sangre, para tener un amplio

conocimiento acerca de las caracteristicas tanto de la poblacion de casos y controles,

se someti® a una encuesta exhaustiva con la finalidad de obtener informacion mas
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detallada sobre su actividad laboral, estado de salud, antecedentes personales y
familiares.
La encuesta esta formulada por datos generales, antecedentes familiares y personales,

historial médico, actividad laboral y lugar de trabajo.

3.3.2 Obtencioén de las muestras.

La obtencién de todas las muestras de sangre se realizd a lo largo de los meses de
octubre del 2017 a enero del 2018.

Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncion intravenosa del antebrazo del
participante, se uso6 tubos vacutainer con anticoagulante heparina. Las muestras fueron
sometidas al proceso segun los protocolos estandarizados para el ensayo molecular
cometa.

3.4 Ensayo cometa

Las muestras de sangre total con heparina fueron concentradas en agarosa, lisadas y

sometidas a una electroforesis a pH 13 (Gréfica 9).

) R 4. COLOCACION DE LA
1. PREPARACION DE 3. PREPARACION DE LA MUESTRA EN LA PLACA
PLACAS DE PLACAS ZICMADEMUESTRA MUESTRA CON AGAROSA CON AGAROSA DE NMP AL

il

5. LISIS 6. ELECTROFORESIS

7.NEUTRALIZACION Y 8. TINCION CON
DESHIDRATACION BROMURO DE ETIDIO

9. OBSERVACION AL

MICROSCOPIO 10. RESULTADOS

Grafica9: Esquema del ensayo cometa aplicado en las muestras de sangre recolectadas en la
ciudad de Cuenca-Ecuador.

Fuente: Maldonado, A. (2018).

Elaborado: Maldonado, A. (2018).
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3 .4.1 Protocolo Ensayo Cometa.

1. Preparacion de los microgeles de agarosa.

Segun el protocolo estandarizado para el ensayo cometa, se utilizé portaobjetos
esmerilados, los mismos que fueron sometidos a un lavado previo ademas de
desengrasados con etanol, se identificd cada placa con el codigo por donante.

Luego se cubrieron con 130 pL de UltraPure™Agarosa (Invitrogen) de normal punto de
fusién (NMP) al 1% disuelta en agua desionizada, y manteniendo una temperatura de

37 °C, las placas preparadas se dejaron secar y se guardaron protegidas de la luz.

2. Preparacion de las muestras.

Se separo 75 uL de muestra de sangre en un microtubo (1,5 mL) y se agregé 150 pL de
Agarosa de bajo punto de fusién (LMP) (Promega). De ésta mezcla preparada se agregé
75 uL en cada placa preparada con agarosa (por duplicado), se cubrié con cubreobjetos
de 25 x 75 mm y se refrigero a 4°C durante 6 min, luego se retir6 el cubreobjetos con
cuidado, se coloc6 130 pL de una tercera capa de Agarosa LMP a 37 °C y se coloco el

cubreobjetos de 25 x75 mm, se refriger6 a 4° C durante 6 min, se retird el cubreobjetos.

Las placas se colocaron en la solucion de lisis, protegido de la luz y se refrigeraron a

4°C durante al menos 12 horas.
Solucién de Lisis: se realiz6 la preparaciéon de dos soluciones.

1. La solucién de lisis madre que esta compuesta por agua desionizada, cloruro de sodio
(NaCl) (Fisher), acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Invitrogen), Tris Base, e
hidréxido de sodio (NaOH) (Fisher).

2. La solucion de lisis del dia que esta compuesta por solucion de lisis madre,
dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma Aldrich) y Tritdbn de Promega.

3. Electroforesis

Luego las placas en solucion de lisis, se colocaron dentro de la cAmara de electroforesis
(Comet 20 Scie Plas). Se ordend las placas considerando la migracion del ADN. Se

ajustaron las condiciones de corrida (25 V, 300 mA y 20 min), se dejaron reposar las
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placas dentro del buffer de corrida durante 20 min para llevar a cabo la
desnaturalizacion. Se inici6é la corrida electroforética con la fuente de poder (Thermo

Scientific).

4. Neutralizacion y deshidratacion

Finalizada la electroforesis, en un frasco de tincion se colocaron las placas en buffer de
neutralizacion (Trizma pH 7.5), durante 5 min, protegidas de la luz. Posteriormente, se
sumergieron en metanol frio durante 5 min. Las placas fueron secadas a temperatura

ambiente.

5. Tincién y conteo de células

Las placas fueron mantenidas protegidas de la luz y previo al contaje de las células se
hidrataron en agua desionizada fria durante 5 a 10 min. Se realiz6 la tincién de las placas
con 60 pL de Bromuro de Etidio (1.5 g/mL Promega) y se cubri6é con cubreobjetos de 25
X 75 mm, se elimin6 el exceso de Bromuro de Etidio con papel absorbente. Para el
contaje de las células se colocd las placas en el microscopio de fluorescencia Axioskop2
Plus (Carl Zeiss), se uso el software Comet Assay System |V versién 4.3.2(Perceptive),
y se procedid a contar 100 células/placa descartando las que se encuentran en los

extremos del portaobjetos, nubes y cometas superpuestos.
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RESULTADOS
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Las caracteristicas sociodemograficas del grupo de estudio del sexo femenino se
resumen en Tabla 5. Participaron 14 y 19 mujeres de las poblaciones con altas y bajas
concentraciones a MP;5, con una edad promedio de 42 y 36 afios respectivamente y
con una exposicion al area de 14 afos aproximadamente.

Las dos poblaciones no presentan diferencias significativas en sus habitos con el
consumo de alcohol y cigarrillo, presentando mas del 78 % de la poblacién que no

consume dichas sustancias.

Tabla 5: Caracteristicas sociodemograficas del grupo de estudio femenino.

Caracteristicas Expuestos a alta Expuestos a baja p value
concentracion concentracién(n=19)
(n=14)
Edad 2 (Afios) 42,79 £ 11,11 36,05 + 13,59 0,14b
Afios de Exposicién 2 14,36+ 9,38 14,53 £10,13 1,000
Hébito de Fumar % 0,1416 ¢
No Fuma 85,71 78,95
Fumador 0,00 10,53
Fumador Pasivo 14,29 10,53
Ex Fumador 0,00 0,00
Consumo de Alcohol % 1,000 ¢
Consume Alcohol 92,86 89,47
No consume Alcohol 7,14 10,53
a: Media + DE
b: t-test.

¢: Mann Whitney test.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018)

Segun la Tabla 6 la poblacién en estudio del género femenino no presenta diferencias
significativas (p = 0,0733) con problemas de fertilidad, defectos de nacimiento y
alteraciones genéticas, el 57,89 % de mujeres de la zona de bajas concentraciones a
MP2s aportaron que familiares habian presentado algun tipo de padecimiento antes
mencionado, a comparacion de la otra poblacion que presento una relacion del 21,43%;
més del 89 % de las dos poblaciones no presentaron dificultad de tener hijos y

problemas con su descendencia.

Tabla 6: Aspectos generales de fertilidad y reproduccion en grupo de estudio femenino.

Encuesta Expuestos a alta Expuestos a baja p value
concentracidn %. concentracion %.

Alteraciones genéticas, fertilidad

y nacimiento. 0,07332

Ninguna o no 78,57 42,11
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Si o Familiares 21,43 57,89

Dificultad para tener hijos. 0,4643 2
No 92,86 89,47

Si 7,14 10,53

Problemas con su descendencia 0,4242 2
Ninguna 92,86 100

Abortos 7,14 0,00

Muertos neonatales, bajo peso al 0,00 0,00

nacer, malformaciones,
enfermedades congénitas

a: Mann Whitney test.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018)

En la Tabla 7 se demuestra que la poblacién de estudio se encuentra expuesta al area
geografica durante un periodo de tiempo de 3 — 26 afios y no presenta diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,714). En cuanto a los agentes de exposicion se
demuestra que existe una diferencia significativa (p = 0,0234) entre las mujeres que se
encuentran en la zona de alta concentracion de MP.s ya que expresan que se
encuentran expuestas en su area geogréfica a ruido de 28,57 % y polvo de 57,14 %,
mientras que las mujeres que se encuentran en la zona de baja concentracion de MP2 s

presentan una exposicion al ruido de 36,84 % y al polvo de 5,26%.

Tabla 7: Caracteristicas de exposicién del grupo de estudio femenino.

Encuesta Expuestos a alta Expuestos a baja p value
concentracion %. concentracion %.

Tiempo de exposicion ala zona geografica. 0,71412

3-6 21,43 26,32

7-10 28,57 15,79

11-14 0,00 15,79

15-18 28,57 15,79

19-22 7,14 5,26

23-26 14,29 15,79

> 26 afios 0,00 5,26

Agentes expuestos 0,02342

Sin Exposicion 14,29 57,89

Ruido 28,57 36,84

Polvo 57,14 5,26

Gasolina, Metales, Mineria, 0,00 0,00

Pinturas, Asbesto, Pesticidas.
a: Mann Whitney test.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).

En la Tabla 8 se presenta aspectos generales en relacion al estado de salud del grupo
de estudio femenino, mas del 57 % de la poblaciébn femenina realizaron una visita
médica entre un periodo de 0 a 6 meses, solo el 21 % se sometio a estudios de RX; sin

embargo, el 89 % goza de un buen estado de salud.
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Tabla 8: Aspectos generales de salud del grupo de estudio femenino.

Encuesta Expuestos a alta Expuestos a baja p value
concentracién %. concentracién %.

Buen estado de salud 1,0002

Si 92,86 89,47

No 7,14 10,53

Ultima visita médica. 0,67232

0 a 6 meses 64,29 57,89

7 a 12 meses 35,71 36,84

mas de 1 afio 0,00 5,26

Radiografias realizadas 1,00002

0 radiografias 78,57 78,95

1 o més radiografias 21,43 21,05

a: Mann Whitney test.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).

En la Gréfica 10, se puede observar la incidencia de patologias del grupo poblacional
femenino, la poblacion de estudio expuesta a altas concentraciones de MP- s destaca
que el 42,86% de la poblacion no presenta patologias y el 28,57 % padece de rinitis
alérgica; en comparacion con la poblacion de los controles donde el 63,16% no padecen
de patologias, solo 5,26 % rinitis alérgica, aunque un 15,79 % present6 un diagndéstico
de hipotiroidismo; sin embargo se demostr6 que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las patologias de mayor incidencia en las dos

poblaciones como rinitis alérgica y colitis (p =0,2882 y p = 1,000, respectivamente).
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Grafica 10: Incidencia de patologias del grupo poblacional femenino.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).
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En la tabla 9 se demuestra que no hay diferencias significativas (p = 0,360) con el
consumo de medicacién para la poblacion femenina, puesto que menos del 50 % se
administran medicacidon como: antihistaminicos (5,26 %), antibiéticos y antiacidos (7,14

%), hormona tiroidea (10,53 %), y vitaminas y minerales (15 %).

Tabla 9: Medicacién consumida por el grupo de estudio femenino.

Encuesta Expuestos a alta Expuestos a baja p value
concentracion %. concentracion %.

Medicacién consumida 0,36002
No 42,86 63,16

Antibiéticos 7,14 5,26

Antiacidos 7,14 0,00

Antihistaminicos 0,00 5,26
Vitaminas/minerales 14,29 15,79
Antipiréticos/analgésicos 7,14 0,00

Hormona Tiroidea 0,00 10,53
Insulina/tratamiento diabetes, 0,00 0,00

tranquilizantes, diuréticos.

a: Mann Whitney test.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).

En la Tabla 10 se especifica las caracteristicas sociodemograficas del grupo de estudio
del sexo masculino. Participaron 15 y 13 personas de las poblaciones con altas y bajas
concentraciones a MP- s respectivamente, con una edad promedio de 39 y 32 afos, y
con una exposicion al area entre 14 y 15 afios. Las dos poblaciones no presentan
diferencias significativas en sus habitos con el consumo de alcohol y cigarrillo; sin
embargo, dichos habitos son superiores en la poblacion que esta expuesta a mayores

concentraciones de MP, s con porcentajes superiores al 40 % para los dos habitos.

Tabla 10: Caracteristicas sociodemograficas del grupo de estudio masculino.

Caracteristicas Expuestos a alta Expuestos a baja p value
concentracion concentracién(n=13)
(n=15)
Edad 2 (Afios) 39,67 + 13,87 32,08 + 15,73 0,0879b
Afos de Exposicién 2 15,07 £ 9,758 14,38 £ 11,30 0,6937°
Habito de Fumar % 0,1162 ¢
No Fuma 40,00 76,92
Fumador 13,33 0,00
Fumador Pasivo 40,00 23,08
Ex Fumador 6,67 0,00
Consumo de Alcohol % 0,4348 ¢
Consume Alcohol 60,00 76,92
No consume Alcohol 40,00 23,08
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a: Media = DE

b: t-test.

¢: Mann Whitney test.

Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018)

Segun la Tabla 11 més del 70 % las dos poblaciones del género masculino no presentan
diferencias significativas (p = 0,067), con problemas de fertilidad, defectos de nacimiento
y alteraciones genéticas, mientras que mas del 92 % no presentaron dificultad de tener
hijos y problemas con su descendencia.

Tabla 11: Aspectos generales de fertilidad y reproducciéon en grupo de estudio
masculino.

Encuesta Expuestos a alta Expuestos abaja p value
concentraciéon %. concentracion %.

Alteraciones genéticas,

fertilidad y nacimiento. 0,0679 @
Ninguna o no 70,00 61,54

Si o Familiares 30,00 38,46

Dificultad para tener hijos. 0,4242 2
No 93,33 92,31

Si 6,67 7,69

Problemas con su descendencia 0,4643 2
Ninguna 100,00 92,31

Abortos 0,00 7,69

Muertos neonatales, bajo peso al 0,00 0,00

nacer, malformaciones,
enfermedades congénitas
a: Mann Whitney test.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).

En la Tabla 12 se demuestra que la poblacién de estudio del género masculino se
encuentra expuesta al area geogréfica durante un periodo de tiempo de 3 - 26 afios y
no presenta diferencias estadisticamente significativas (p = 0,856). En cuanto a los
agentes de exposicion se demuestra que no existe una diferencia significativa (p =
0,055) entre las poblaciones masculinas; el 13,33 % del primer grupo estan expuestas
a ruido y un 80 % a polvo, mientras que el 36,84 % de la segunda poblacién esta

expuesta a ruido y un 5,26 % a polvo.

Tabla 12: Caracteristicas de exposicién del grupo de estudio masculino.

Encuesta Expuestos a alta Expuestos a baja p value
concentraciéon %.  concentracidn %.

Tiempo de exposicion al area geografica. 0,85672

3-6 13,33 23,08

7-10 46,67 38,46

11-14 6,67 0,00

15-18 6,67 7,69
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19-22 0,00 7,69

23-26 0,00 15,38

> 26 afios 6,67 7,69

Agentes expuestos 0,05532
Sin Exposicion 6,67 46,15

Ruido 13,33 7,69

Polvo 80,00 46,15

Gasolina, Metales, Mineria, 0,00 0,00

Pinturas, Asbesto, Pesticidas.
a: Mann Whitney test.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).

En la Tabla 13 se presenta aspectos generales en relacion al estado de salud del grupo
de estudio masculino, mas del 50 % de esta poblacién realizaron una visita médica entre
el periodo de 0 a 12 meses, solo el 24 % se sometié a estudios de RX; sin embargo, el

94 % goza de un buen estado de salud.

Tabla 13: Aspectos generales de salud del grupo de estudio masculino.

Encuesta Expuestos a alta Expuestos a baja p value
concentracion %. concentracion %.

Buen estado de salud 1,0002

Si 94,86 94,47

No 5,14 5,53

Ultima visita médica. 0,32832

0 a 6 meses 53,33 30,77

7 a 12 meses 33,33 61,54

mas de 1 afio 13,33 7,69

Radiografias realizadas 0,63892

0 radiografias 86,67 76,92

1 o mas radiografias 13,33 23,08

a: Mann Whitney test.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).

En la Gréfica 11 se observa la incidencia de patologias del grupo poblacional masculino,
donde el 33,33 % la poblacion expuesta a altas concentraciones de MP.s no presentan
patologias, el 26,67 % presenta rinitis alérgica y gastritis y un 13,33 % colitis, en
comparacion a la poblacién de los controles el 61,54 % no presentan patologias, el
15,38 % gastritis y solo el 7,69 % de la poblacion manifestd presentar rinitis alérgica y
colitis; sin embargo, se demostr6 que no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las patologias de mayor incidencia en las dos poblaciones como rinitis

alérgica, colitis y gastritis (p = 0,1550, p =0,5901 y p = 0,3707, respectivamente).
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Gréfica 11: Incidencia de patologias del grupo poblacional masculino.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).

En la tabla 14 se demuestra que no hay diferencias significativas (p = 0,3922) con la
administracion de medicacion para la poblacion del grupo masculino, menos del 50 %
consume medicacién como: antihistaminicos (26,67 %), antiacidos, tranquilizantes y

hormona tiroidea (6,67 %), vitaminas y minerales (13,33 %).

Tabla 6: Medicacién consumida por el grupo de estudio masculino.

Encuesta Expuestos a alta Expuestos a baja p value
concentracion %. concentracion %.

Medicacién consumida 0,39222

No 40,00 50,00

Antiacidos 6,67 0,00

Antihistaminicos 26,67 8,33

Vitaminas/minerales 13,33 33,33

Tranquilizantes/psicofarmacos 6,67 0,00

Hormona Tiroidea 6,67 6,67

Insulina/tratamiento diabetes, 0,00 0,00

Diuréticos, Antibiéticos.

a: Mann Whitney test.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).

La Grafica 12 representa el dafio genotoxico segun el largo de la cola del cometa, no
presenta diferencias significativas tanto para la poblacién del género masculino y
femenino que se encuentra expuesta a altas y bajas concentraciones de MP2s,
(Femenino; p = 0.4150) (Masculino; p = 0,7822).
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Gréfica 12: Comparacion del promedio de largo de cometa, analizados por géneros.
Fuente: Maldonado, A. (2018).
Elaborado: Maldonado, A. (2018).

La gréfica 13 representa el dafio genotoxico segun la intensidad de la cola del cometa,
no presenta diferencias significativas tanto para la poblacién del género masculino y

femenino (p = 0,7471y p = 0,9130, respectivamente).
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Grafica 13: Comparacion de promedio de intensidad de la cola del cometa, analizados
por géneros.

Fuente: Maldonado, A. (2018).

Elaborado: Maldonado, A. (2018).
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La Gréfica 14 representa el indice de dafio genotoxico de las células de los grupos de
estudio, los mismos que no presenta diferencias significativas tanto para la poblaciéon

del género masculino y femenino (p = 0,1971y p = 0,3435, respectivamente).
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Grafica 14: Comparacion del indice de dafio genotoxico del cometa, analizados
por géneros.

Fuente: Maldonado, A. (2018).

Elaborado: Maldonado, A. (2018).
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DISCUSION

Varios estudios establecen una relacion causal entre la contaminaciéon ambiental y los
efectos adversos sobre la salud, el dafio que produce los contaminantes ambientales
en el ADN es causado principalmente por el estrés oxidativo que se produce cuando
existe un aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas por los
contaminantes del MP2s provocando lesiones en el organismo (Kaphingst et al., 2015).

El dafio genotoxico del grupo de estudio se realizdé en las areas, con altas y bajas
concentraciones de MP2s de la zona céntrica de la ciudad de Cuenca- Ecuador, se
analiz6 por géneros, la edad promedio de los participantes fue de 32 — 42 afios,
presentaron un promedio de exposicién al area entre 14 — 15 afios, las dos poblaciones
no presentaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a sus habitos de
fumar y de consumo de alcohol, estos datos garantizan que la poblacién del estudio
cumplen con que las muestras estan pareadas en estos aspectos y no influyen en los
datos observados, segun el estudio de Mufioz y Quiroz, 2014 concluyen que las
poblaciones investigadas ( mas expuestos y menos expuestos a MP) fueron muy
similares en sus caracteristicas de edad, género, peso y talla; no se encontraron
diferencias significativas entre los dos grupos estudiados en las variables consumo de
cigarrillo, alcohol, nivel educativo y estrato socioeconémico; es importante considerar
gue el consumo de cigarrillo y alcohol son agentes genotoxicos, segin Tonina et al.,
2017, en su estudio se comprobo que el consumo de alcohol y tabaco esté relacionado
con la alteracién del dafio del material genético, evidenciado y cuantificado por el

porcentaje de ADN en la cabeza y cola en el ensayo cometa.

En este estudio tanto, la poblacion del género femenino y masculino, no presenta
diferencias significativas (p = 0,0733, p = 0,0679, respectivamente), con problemas de
fertilidad, defectos de nacimiento y alteraciones genéticas, aproximadamente el 89 %
de las dos poblaciones no presentaron dificultad de tener hijos y problemas con su
descendencia, a diferencia de otros estudios que confirman que el MP;s tienen un
efecto negativo en la fertilidad, donde se establece el riesgo de infertilidad femenina en
relacion con el lugar de residencia, donde se encontrd una reduccion de la fertilidad de
13 % cuando aumentan estas particulas (Bizarro-Nevares et al., 2018), probablemente

debido al tamafio de la muestra estudiada.

Se encontrd en la poblacion femenina expuestas a altas concentraciones de MP s, que
el 57,14 % est4d expuesta a polvo y un 2857 % a ruido, dando diferencias
estadisticamente significativa (p = 0,0234), mientras que las mujeres gue se encuentran

en la zona de baja concentracion de MP»s su exposicion al polvo fue 5,26 % y al ruido
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un 36,84 %, la poblacién masculina no presentaron diferencia significativa (p = 0,553)
en cuanto a la exposicion a estos agentes, este dato se correlaciona con el aumento de
dafio genotéxico, pues el MP.s puede provenir de diferentes fuentes como las de
caracter antropogénico tales como las emisiones de los vehiculos diésel, emisiones de
fabricas y particulas de polvo (Linares y Diaz, 2008) que segun INE-SEMARNAT, 2011,
la suspension del MP2s en el aire representa un peligro para la salud; al ser inhaladas
alcanzan los alveolos pulmonares y muchos de sus compuestos téxicos pueden
ingresar al torrente sanguineo y ser distribuidos a todo el organismo provocando dafio
del material genético, estas particulas tienen la particularidad de mantenerse

suspendidas en el aire durante dias o incluso semanas.

En cuanto a la incidencia de patologias, el grupo poblacional femenino, destaca que la
poblacién expuesta a altas concentraciones a MPs presentd una incidencia del 28,57
% de rinitis alérgica y las expuesta a bajas concentraciones presentd solo un 5,26 %,
la poblacibn masculina expuesta a altas concentraciones a MP,s present6 una
incidencia del 26,67 % y la poblacion expuesta a bajas concentraciones presento un
7,69%, la rinitis alérgica al ser un trastorno heterogéneo nasal sintomatico que cursa
con inflamacion de la mucosa nasal (Salud , 2000) se relaciona con la exposicion a
contaminantes ambientales entre ellos el MP, s, particulas derivadas del diésel, ozono,
NO2 y humo de cigarrillo los cuales pueden exacerbar sintomas respiratorios con
diferentes grados de severidad y facilitar la sensibilizacién a aeroalérgenos (Meeting et
al., 2014). Sin embargo, se deberia considerar este punto en estudios a futuro, con un
namero de participantes mayor, con ello aumenta la posibilidad de que sea mas

representativa la muestra, y se confirmaria las diferencias estadisticas del estudio.

Se probé que no hay diferencias estadisticamente significativas (p = 0,360; p = 0,392)
con la administracion de medicamentos tanto para la poblacién femenina como
masculina, respectivamente, se destaca la administracion de antihistaminicos los
mismos que se podrian relacionar con procesos alérgicos por exposicion a agentes
ambientales, como el MP,s, de la poblacion femenina solo 5,26 % los consume, a
diferencia del 26,67 % de la poblacion masculina, es importante recalcar que un minimo
porcentaje de la poblacion en estudio consumen otro tipo de medicacion tales como
hormona tiroidea, antiacidos, vitaminas, minerales, analgésicos y antipiréticos; segun
estudios realizados, la frecuencia de exposiciones a MP del ambiente constituye un
factor precipitante del ingreso hospitalario por enfermedades respiratorias vy
cardiovasculares aumentado significativamente la prevalencia del tratamiento (Oyarzin,

2010). Segun Maya et al.,( 2013) su estudio concluye que la mezcla de analgésico,
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antipirético y antihistaminico de una pastilla antigripal no provoca dafio celular pero
muestra dafio clastogénico durante el tratamiento agudo aplicado en ratones de la linea
arabe, el mismo que mostré sensibilidad a los efectos de los agentes genotdxicos y, por

tanto, este organismo deberia ser incluido para estudios de genotoxicidad.

Segun los pardmetros del ensayo cometa, el largo de la cola, la intensidad de la cola 'y
el indice del dafio genotdxico, en la poblacion de estudio, tanto de género femenino y
masculino de los casos y controles no presentaron diferencias estadisticamente
significativas, (p = 0.415, p = 0,782; p = 0,913, p = 0,747; p = 0,335; p = 0,197),
respectivamente. Sin embargo segun los resultados la media estadistica tiene tendencia
a ser superior en la poblacién de los casos, es decir la poblacion que se encuentra
expuesta a mayores concentraciones de MP.s Es probable que este dafio sea
ocasionado por los diferentes compuestos quimicos presentes en las particulas de
MP-5 segun Quijano Y Parra, (2016) en su estudio se hall6é una asociacion directa entre
la genotoxicidad producida por las particulas respirables MP- s definida como los niveles
de aductos en el ADN y la presencia de HPAs, cominmente el benzo(a) pireno (BaP),
asi como el estudio de Betancur,(2016) al estimar los efectos sobre la viabilidad y el
potencial genotéxico sobre las lineas celulares CHO-K1 y Jurkat y sobre linfocitos T de
sangre periférica del material particulado MP2.5, mostro que en sus datos existe una
diferencia significativa respecto al control no tratado que con ello la autora sugiere que
el monitoreo para MP las diversas estaciones presenta consecuencias genotoxicas
agudas, lo que podria acumularse en el transcurso del tiempo y a futuro generar

deterioro a nivel de genoma total.
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CONCLUSIONES

Los participantes que representaron los casos del estudio se seleccionaron en la zona
céntrica de la ciudad de Cuenca - Ecuador entre la interseccion de las calles Mariscal
Lamar y Luis Cordero, donde el monitoreo de concentraciéon de MP»s fue alto, y para
los controles del estudio se seleccion6 habitantes de la zona del Altiplano y Daquilema
sector Totoracocha, donde el monitoreo de MP.s fue bajo.

Al analizar el dafio genotéxico mediante el largo de la cola del cometa, la intensidad de
cometay el indice de dafio genotdxico se encontré que las dos poblaciones estudiadas,
casos y controles, no presentan diferencia estadisticamente significativa en los
resultados, sin embargo se probd que la media estadistica tiene tendencia a ser superior

en la poblacion de los casos.

Los participantes quienes representan a los casos estan expuestos a polvo y ruido y
presentan afecciones alérgicas, lo que se asocia con consumo de medicacion en esta
poblacion; sin embargo, no se encontré relacion con los aspectos de fertilidad vy

reproduccion en los grupos de estudio.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda que las muestras de los participantes, tanto de los casos y controles
sean representativas y equilibradas, en nimero y género, con ello aumenta la posibilidad
de que sea mas representativa la poblacién, reducimos un posible sesgo, evitamos
inexactitud en nuestros resultados.
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