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RESUMEN

La contaminacién ambiental es un problema de gran interés a nivel mundial ya que la exposicion
a sustancias quimicas produce efectos nocivos en la salud como problemas respiratorios,
cardiovasculares y cancer. La calidad del aire en la ciudad de Cuenca muestra altas
concentraciones de material particulado 2.5 (MP 2.5) en la zona urbana, ocasionado
principalmente por el alto trafico vehicular responsable de la emision de sustancias
contaminantes del aire con consecuentes efectos genotoxicos. En el presente trabajo se evalu6
el dafio genotoxico producido por exposicion a altas y bajas concentraciones de MP 2.5, el
ensayo se realizé con personas que residen o laboran la zona sur de la ciudad de Cuenca
mediante el ensayo cometa. Se observé un aumento significativo en la media del indice de dafio
genotdxico y de la longitud de la cola del cometa (p<0.05) existiendo diferencias estadisticas
entre los grupos analizados, indicando que la exposicién a altas concentraciones de MP 2.5

produce dafio en el ADN de las células lo cual podria incrementar el riesgo de padecer cancer.

Palabras claves: Ensayo cometa, dafio ADN, material particulado 2.5.



ABSTRACT

Environmental pollution is a problem of great interest worldwide because exposure to chemicals
produces harmful effects on health such as respiratory problems, cardiovascular and cancer. The
air quality in the city of Cuenca shows high concentrations of particle matter 2.5 (PM 2.5) in the
urban area, caused mainly by the high vehicular traffic responsible for the emission of air
pollutants with indirect genotoxic effects. In the present work, the genotoxic damage produced by
exposure to high and low concentrations of PM 2.5 was evaluated, the test was performed with
persons who reside or work in the southern area of the city of Cuenca using the comet assay.
There was a significant increase in the mean of the genotoxic damage index and the length of the
tail of the comet (p< 0.05), there were statistical differences between the analyzed groups,
indicating that exposure to high concentrations of PM 2.5 produces DNA damage of the cells

which could increase the risk of cancer.

Keywords: Comet assay, DNA damage, particle matter 2.5



INTRODUCCION

La contaminaciéon atmosférica es un problema importante para la salud durante muchos afios.
Se estima que en los paises industrializados un 20% de las enfermedades se asocia con factores
medioambientales, por lo tanto, la relacion entre la contaminacion del aire y la salud es cada dia

mas conocida (Vargas Marcos, 2005).

El material particulado (MP) en el ambiente estd constituido por una mezcla compleja de
particulas de naturaleza tanto sélida como liquida los cuales son capaces de transportar una
serie de compuestos quimicos de entre los cuales destacan el mondxido de carbono (CO),
diéxido de carbono (COy), 6xido de azufre (SO), ozono (Os3) y particulas con tamafios entre 2.5
a 10 um (MP 2.5) (Traversi et al., 2009). EI MP se origina ya sea por fuentes primarias, es decir
son emitidas directamente al ambiente, o por fuentes secundarias, es decir, se forman como
resultado de reacciones quimicas producidas en la atmosfera o entre las particulas primarias
(OMS, 2005).

Las particulas atmosféricas contienen miles de compuestos, muchos de los cuales se ha
investigado que son mutagenos y/o carcinégenos, por lo que se ha considerado evaluar el riesgo

genotdxico / carcinbgeno en poblacion expuesta a estos contaminantes (Astudillo et al., 2015).

El dafio genotdxico se produce por la habilidad que posee un agente quimico o fisico de
reaccionar con el material genético de un organismo, causando alteraciones reversibles o
irreversibles en su estructura, alterando de esta manera la informacion genética del ADN en las

células (Aammi et al., 2017).

Para determinar la actividad genotéxica producida por contaminantes ambientales se ha
descubierto una serie de biomarcadores de genotoxicidad, sin embargo, uno de los mas
utilizados es el ensayo cometa que es un método cuantitativo, sensible que permite analizar el
dafio del ADN de las células y tiene la ventaja de poder realizar el biomonitoreo in vivo o in vitro
en cualquier tipo de tejido de interés para detectar diversos tipos de dafio en el ADN de las células
y generacion de datos a nivel de una sola célula estas caracteristicas le da una potencial ventaja
frente a otros métodos que se limitan a un solo tejido (Dalboni et al., 2012; Franken et al., 2017;
Hartmann et al., 2003)

En la ciudad de Cuenca, una de las principales fuentes de contaminacién ambiental es la emision
de MP que va creciendo a través de los afios; en la zona urbana se generan altas

concentraciones de MP, que provienen del sector industrial, pero en mayor proporcion del



transporte. En un estudio realizado se determiné que los niveles de MP en la zona urbana de la
ciudad de Cuenca superan los limites establecidos por la normativa de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (Astudillo et al., 2018), como consecuencia de esto se observan los efectos a
nivel fisiolégico predominando enfermedades respiratorias y cardiovasculares en la poblacion
expuesta, ademas muchos contaminantes ambientales tienen efectos genotdxicos, es decir que
causan mutaciones o cambios genéticos en las células que se evidencia a largo plazo
aumentando el riesgo de padecer cancer (Beri et al., 2010), por lo tanto se ha visto la necesidad
de realizar un estudio para determinar la relacion que existe entre la exposicibn a estos

contaminantes y el dafio que producen los mismos (EMOV EP, 2015).

El objetivo principal del presente estudio es evaluar el dafio genotéxico mediante el ensayo
cometa en poblacion expuesta a MP 2.5 en la zona Sur de la ciudad de Cuenca — Ecuador, y
como objetivos especificos, determinar el dafio genotoxico producido en la poblacion de la zona
Sur de la ciudad de Cuenca mediante ensayo cometa y determinar la relacién que existe entre
el dafio genotoéxico y la exposicion a MP 2.5 en zonas de alto y bajo nivel de contaminacion en

la zona Sur de la ciudad de Cuenca.



CAPITULO I. MARCO TEORICO



1.1 Contaminacién atmosférica

Desde la revolucion industrial, el uso creciente de combustibles, demanda de electricidad,
actividades mineras, actividades agricolas y el uso masivo de combustibles fésiles como fuente
de energia, han sido los principales responsables de la contaminacién atmosférica, siendo esta
un problema de interés a nivel mundial (Falcon et al., 2016). Existen diferentes definiciones sobre
la contaminacion atmosférica, pero todas se direccionan hacia la presencia de sustancias
guimicas en la atmésfera en diferentes concentraciones que pueden provocar dafio al

ecosistema y ser nocivas para la salud humana (Ubilla, 2017).

Los contaminantes que se emiten directamente a la atmdésfera se denominan contaminantes
primarios y aquellos que se forman a partir de reacciones quimicas y fotoquimicas o de sus
precursores en la atmésfera se denominan contaminantes secundarios. El monéxido de carbono
(CO) es un ejemplo de contaminante primario mientras que el ozono (O3), 6xido de nitrégeno

(NO) son algunos de los contaminantes secundarios (Ubilla, 2017).

La contaminacion atmosférica se da por dos principales fuentes de contaminacion que son las
fijas (desechos domésticos, fabricas, pesticidas, entre otros) y las méviles (vehiculos de motor a
diésel o gasolina), cualquiera que fuese la fuente de contaminaciéon se emiten al aire tanto
sustancias inorganicas como diéxido de azufre (SO.), diéxido de nitrégeno (NO,), 6xido de

carbono (CO) y sustancias organicas como MP 2.5y MP 10 (Zuluaga et al., 2009).
1.2 Contaminacién atmosférica en la ciudad de Cuenca — Ecuador

Cuenca es la tercera ciudad del Ecuador que se encuentra ubicada al sur del pais. Diversos
organismos iniciaron en el afio 1986 el monitoreo de la calidad del aire y en el afio 2012 el
Municipio de Cuenca continud6 realizando el monitoreo en 18 puntos de la ciudad con mediciones
de CO, NO,, O3, SO2y de MP 2.5 y se encontraron valores que superaron la normativa nacional
y la guia de calidad de aire de la OMS en varios puntos de la ciudad (EMOV EP, 2015).
Asimismo, concluyeron que la principal fuente de emision de los contaminantes ambientales es
el trafico vehicular con un 85% de las emisiones evaluadas seguido de centrales térmicas,
industrias, entre otras. (Palacios et al., 2014) Luego de varios monitoreos realizados se concluyé
gue Cuenca es la cuarta ciudad con mayor indice de contaminacion ambiental a nivel del
Ecuador, por tal motivo se realizaron estudios sobre prevalencia de enfermedades respiratorias
en nifios procedentes de lugares contaminados y se determind que presentan un alto riesgo de

padecer las mismas (Palacios, 2014).



1.3 Principales contaminantes atmosféricos

Los principales contaminantes atmosféricos a nivel mundial son el dioxido de azufre (SO»),
monéxido de carbono (CO), dioxido de nitrégeno (NO>), el ozono (O3) y material particulado (MP),

se detallan algunas caracteristicas de cada uno de ellos (OMS, 2005).
1.3.1 Diéxido de azufre

El diéxido de azufre (SO_) es un gas incoloro que a altas concentraciones se puede detectar por
su olor caracteristico caustico e irritante, se disuelve facilmente con el agua para formar acido
sulfuroso (H>SOs) y al entrar en contacto con el oxigeno del aire se oxida y forma acido sulfarico
(H2S04) que son compuestos nocivos y causan graves dafios a la salud afectando principalmente

la funcién respiratoria (Aranguez et al., 1999).
1.3.2 Mono6xido de carbono

El mondéxido de carbono (CO) es un gas potencialmente téxico que es emitido por los escapes
de los vehiculos motorizados que usan diésel o gasolina por combustidn incompleta; tiene alta
afinidad por la hemoglobina, el CO se une con la hemoglobina y forma carboxihemoglobina
(COHb) que al ser liberada en el organismo disminuye la oxigenacion tisular y puede causar
dafios en el sistema nervioso central y enfermedades cardiovasculares (Rosas et al., 2015), en
altas concentraciones puede causar efectos en la audicion en el estado de vigilia y en la

percepcion visual (Mata, 2011).
1.3.3 Diéxido de nitrégeno

El di6xido de nitrégeno (NO>) es un gas inodoro, incoloro que constituye el 70% de la composicién
del aire; tanto el oxido nitrico (NO) como el dibxido de nitrégeno (NO.) se consideran
contaminantes ambientales que son producidos como resultado de la combustion; una
exposicion prolongada a estos contaminantes produce efectos importantes en la salud (Aranguez
et al., 1999).

1.3.4 Ozono

El Ozono (Os3) es un compuesto altamente reactivo, incoloro, inodoro que no se emite
directamente, sino que se produce como resultado de reacciones que se forman en la atmosfera
entre Oxidos de nitrdgeno y compuestos volatiles en presencia de oxigeno y luz solar (Zuluaga

etal., 2009). Se considera un contaminante que produce irritacién principalmente en tejidos vivos



(Aranguez et al., 1999), puede afectar las vias respiratorias y producir enfermedades como

enfisema, bronquitis y asma (Mata, 2011).
1.4 Material particulado

El material particulado (MP) se considera uno de los contaminantes atmosféricos de mayor
importancia a nivel mundial, se produce por la mezcla de particulas sélidas y/o liquidas tales
como hidrocarburos aroméaticos policiclicos (HAPS), benceno, tolueno; componentes bioldgicos
como bacterias, esporas o0 polen y compuestos inorganicos como sulfatos, nitratos, amonio y
metales tales como hierro (Fe), niquel (Ni), vanadio (V) y cobre (Cu) presentes en la atmdsfera
como resultado de la descomposicion de fuentes naturales o antropogénicas (Arciniegas Suarez,
2012).

1.4.1 Clasificacion del material particulado

El MP se clasifica de acuerdo al diametro aerodinamico de las particulas en:

- Particulas gruesas o MP 10: tienen un diametro aerodinamico < 10 um y pueden
penetrar y depositarse en la regién traqueo bronquial en el tracto respiratorio.

- Particulas finas o MP 2.5: 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 (Quijano, 2015).

- Particulas ultrafinas o MP 0.1: tienen un diametro aerodinamico < 0,1 um (Gonzalez,
2016).

Las diferencias en la composicién quimica y tamafio de las particulas son factores que influyen

sobre los diferentes efectos que producen las mismas en la salud humana (Peixoto et al., 2017).
1.4.2 Composicién del material particulado

En el material particulado se puede encontrar varios tipos de contaminantes (Tabla 1) desde
compuestos organicos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos que podrian tener
potencial cancerigeno y mutagénico, hasta compuestos inorganicos como metales pesados tales
como plomo (Pb), cadmio (Cd), niquel (Ni), cobre (Cu) y vanadio (V) o inclusive mezclas de estos
compuestos que pueden llegar a generar radicales hidroxilos produciendo dafio oxidativo siendo

esto altamente peligroso (Préndez et al., 2007). (Figura 1).
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Figura 1: Composicién del material particulado

Fuente: (Falcon-Rodriguez et al., 2016)
Elaborado por:(Falcon-Rodriguez et al., 2016)

Se demostrado que los componentes de las particulas estan en estrecha relacion con los dafios
especificos en la salud, algunos compuestos organicos, metales pesados y un gran nimero de
especies quimicas forman parte de una mezcla compleja que en la actualidad son indicadores
de carcinogénesis y mutagénesis e incluso son considerados elementos de interés toxicoldgico
(Garcia, 2006).

1.4.3 Medicién de la Calidad del Aire

La medicion del aire del ambiente se puede llevar a cabo por muestreo, analisis y el monitoreo
del aire del ambiente. El muestreo se realiza mediante toma de muestras de forma discontinua y
permite determinar la concentracion de MP suspendido en sus diferentes tamafios MP 10 y MP
2.5 (INECC, 2010). Los resultados obtenidos de las mediciones se reportan en unidades de

concentracién como mediciones diarias o anuales por metro cubico (m?®) de aire.

El MP se expresa en microgramos por metro cubico (ug/m3); en el afio 2005 la OMS ha elaborado
Guias de la Calidad del Aire con el objetivo de brindar orientacion para reducir la contaminacion
del aire y por lo tanto ha establecido limites de los contaminantes ambientales (OMS, 2005), con

concentraciones medias diarias y anuales como se observa en la Tabla 1.
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Tabla 1. Concentraciones MP establecidas por la OMS

Guias de la Calidad del aire de la OMS relativas al material particulado

MP 2.5 MP 10

10 pg/m? Media anual 20 pg/m?3 Media anual

25 ug/m?3 Media en 24 horas 50 pg/m?3 Media en 24 horas

Fuente: (OMS, 2005)
Elaborado por: Autor

El Ministerio del Ambiente en el aifo 2011 mediante el Acuerdo 050 establece la Normativa
Ecuatoriana de la Calidad del Aire, en donde establece los limites de la concentracion de los

contaminantes ambientales en 24 horas y al afio (MAE, 2011).

Tabla 2. Concentraciones de MP por el Ministerio del Ambiente de Ecuador

Normativa de Calidad del Aire. Ministerio del Ambiente de Ecuador. Acuerdo 050.

MP 2.5 MP 10
15 pg/m?3 Media anual 50 pg/m? Media anual

50 pug/m?3 Media en 24 horas 100 pg/m? Media en 24 horas

Fuente: (Ministerio del Ambiente de Ecuador, 2011)
Elaborado por: Autor

1.4.4 Fuentes de material particulado

Existen muchas fuentes que pueden contribuir a la emision de particulas suspendidas en el aire,
dentro de las principales fuentes se encuentran la emisién de gases de vehiculos a motor y de
areas industriales, combustién de biomasa, desastres naturales, entre otras (Aammi et al., 2017).
(Figura 2).

En las grandes ciudades el trafico vehicular contribuye un 50% de MP 2.5 el cual esta compuesto
principalmente por carbdn organico y componentes minerales como silicio (Si), hierro (Fe), calcio

(Ca), aluminio (Al) y magnesio (Mg) (Peixoto et al., 2017).
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Segun el tipo de fuente que genera el material particulado se pueden clasificar en fuentes

naturales y fuentes antrépicas (Garcia, 2006).

Las fuentes naturales tales como rocio de agua de mar, particulas de polen, polvo, particulas
provenientes de proceso naturales como erupciones volcanicas y materiales que se producen
por procesos de erosidn del suelo; este tipo de particulas son gruesas y permanecen en al aire
por largos periodos de tiempo (Figura 2). Mientras que las antropicas se producen en procesos
industriales, procesos de generacion de calor, quema de combustibles fésiles, actividades de
transporte y vehiculos, entre otras, son particulas finas y contiene una variedad de compuestos

toxicos a diferencia de las fuentes naturales (Garcia, 2006).

PM10

Contaminante microscopico,

emitido por fuentes fijas y

méviles. Los nameros 10y PM2.5
2.5 equivalen a su tamafio. 000

Ozono troposférico

®)
Se convierten en SOx  NOx VOC

PM2.5 secundario. Gxidos de Ovidesde  Compuestos

azufre nitragena organicos
volatiles

Figura 2: Fuentes de contaminacién atmosférica
Fuente: (Radharani, 2017).
Elaborado por: (Radharani, 2017)

1.5 Efectos de la contaminacién atmosférica sobre la salud

Uno de los requisitos basicos de la salud y bienestar de las personas es tener un aire limpio, no
obstante, la contaminacion ambiental es una constante amenaza para la salud a nivel mundial.
Segun la OMS en la actualidad son mas de dos millones de muertes prematuras cada afio que
se puede atribuir a los efectos sobre la salud que produce la contaminacion ambiental (OMS,
2005).

En las Ultimas décadas varios estudios muestran la asociacién que existe entre niveles elevados
de contaminantes ambientales y diversos casos de mortalidad y hospitalizacién por
enfermedades respiratorias y cardiovasculares. Asi también en los ultimos afios, la mayoria de
estudios epidemiol6gicos y toxicol6gicos sobre la inhalacion de particulas en suspensién en el

aire (principalmente particulas de escape de vehiculos) encontraron una correlacion entre la
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mortalidad y enfermedades respiratorias por contaminantes atmosféricos (Valavanidis et al.,
2008). El deterioro de la salud relacionado con la contaminacién del aire depende de diversos
factores ya sean exdgenos como caracteristicas fisicas o quimicas de los contaminantes o
enddégenos como estado anatdmico vy fisioldégico de la persona, habitos, patron de respiracion,
entre otros (Ubilla, 2017).

Los contaminantes que pueden penetrar al tracto respiratorio dependen del tamafio y toxicidad
de las particulas, pueden alcanzar las vias respiratorias mas pequefias y alveolos o quedar
retenidas a nivel de fosas nasales. La toxicidad depende la composicion quimica de las
particulas, la mezcla de los contaminantes puede provocar efectos severos sobre la salud (Ubilla,
2017).

Alrededor del 60% de las enfermedades del tracto respiratorio esta asociada con la exposicion a
contaminantes ambientales (SO2, Oz, NO, CO, material particulado y compuestos volatiles); el
transito vehicular es considerado como el factor principal causante de enfermedades
respiratorias (alergias, rinitis, faringitis, asma), enfermedades cardiovasculares y cancer (Zuluaga
et al., 2009).

1.6 Enfermedades relacionadas con la exposicion a material particulado

EL MP puede ser intrinsecamente toxico debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, también
puede interferir con los mecanismos que controlan el sistema respiratorio o a su vez pueden

actuar como una sustancia toxica absorbida (Argumedo y Castillo, 2016).

En la Figura 3 se puede observar que tanto el tamafio como la solubilidad de las particulas en el
agua son factores que favorecen la absorcién en el sistema respiratorio; las vias respiratorias
tienen una estructura anatémica tal que facilita la adherencia de las particulas, sin embargo el
efecto que produzcan en el organismo depende de su tamafo; las particulas gruesas son
retenidas por los cilios del conjunto nasal y la mucosa que protege la cavidad nasal y la trAquea
y por lo tanto son eliminadas facilmente, las particulas finas suelen depositarse en los bronquios
o en los alveolos pulmonares, pero generalmente se eliminan por fagocitosis o por drenaje hacia
el sistema linfatico y finalmente las particulas ultrafinas se depositan en los alveolos pulmonares
permaneciendo tiempos prolongados ya que no existe ningin mecanismo de defensa del

organismo para eliminar este tipo de particulas (Aldaz, 2017).
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Figura 3: Tamafo y dinamica de las particulas en el pulmén y otros tejidos
Fuente: (Falcon et al., 2016)
Elaborado por: (Falcon et al., 2016)

De acuerdo al proceso de formacion y transporte en el organismo las particulas al ser totalmente
respirables son alta de peligrosidad al tener la capacidad de penetrar y depositarse en la region
traqueo bronquial y alveolar del tracto respiratorio provocando enfermedades respiratorias, al
pasar al torrente circulatorio puede provocar enfermedades cardiovasculares y si permanecen

en los tejidos pueden estar relacionados con el cancer (Belefio et al., 2013).
1.6.1 Enfermedades respiratorias

Debido a la facilidad que tienen los contaminantes aéreos de ingresar al epitelio alveolar, tienen
un impacto negativo directo en la funcién respiratoria, los grupos vulnerables como ancianos y
nifios son mas susceptibles a padecer enfermedades respiratorias sin importar la zona geografica
en la que residan; los contaminantes como el MP, O3z, NO2, SO,, hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH, por sus siglas en inglés) estan implicados en la mortalidad por causa
respiratoria y el MP 2.5 esta implicado en el desarrollo del cancer pulmonar, en estos casos por
cada 10 pg/m® de incremento en la concentracion de MP 2.5 aumenta un 4% el riesgo de

desarrollar cancer pulmonar y un 6% de mortalidad (Restrepo et al., 2016).

Las MP 2.5 son particulas finas que tienen la capacidad de penetrar las regiones distales de las
vias respiratorias, se ha demostrado que la inhalacién de estas particulas altera la respuesta
inmune causando infiltracion neutrofilica, mayor expresion de genes para metaloproteinas,

desactivacion del surfactante pulmonar, ademas produce disfuncién fagocitica en macroéfagos,
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alteracion de la movilidad mucociliar y por ende disminuye la eliminacion de las bacterias (Lopez
etal., 2014).

La rinitis y el asma bronquial son enfermedades alérgicas respiratorias que en recientes
investigaciones se ha demostrado que han aumentado en todo el mundo; la inhalacion de
contaminantes ambientales afecta la funcién pulmonar de pacientes asmaticos y al parecer
también aumenta la frecuencia e intensidad de los sintomas en pacientes alérgicos ya que
presentan dafios en la mucosa de la via respiratoria lo que facilita el acceso de alérgenos

inhalados a las células del sistema inmune (Medina et al., 2017).
1.6.2 Enfermedades cardiovasculares

El desarrollo de enfermedades cardiovasculares puede deberse principalmente a patologias
respiratorias de base, sin embargo, el MP también es el responsable de las afecciones
cardiovasculares, no obstante, no se sabe a ciencia cierta cual es el componente que afecta
directamente pues se conoce que el MP es una mezcla de compuestos contaminantes (Restrepo
et al., 2016).

Se considera que estos contaminantes tienen el poder de desencadenar el estrés oxidativo en el
tejido cardiovascular lo que altera la actividad del sistema nervioso autbnomo, activa el proceso
inflamatorio, altera la actividad de la endotelina-1, aumenta la produccion de plaquetas, altera la
integridad del endotelio vascular lo que puede llegar a producir arritmias ventriculares, dafio
cardiaco y lo mas comun infarto agudo de miocardio (Restrepo et al., 2016). Estudios realizados
por la Asociacion Americana de Cardiologia (AHA, por sus siglas en inglés) en el afio 2004
proporcionan evidencia que la exposicion a MP 2.5 a largo plazo contribuye a la morbilidad y
mortalidad cardiovascular (Pope et al., 2006), ademas también se ha encontrado relacion
significativa entre la morbimortalidad cardiovascular y las concentraciones de material
particulado, de hecho por cada 10 pg/m® de MP 2.5 en el ambiente aumenta el 1% el riesgo de

padecer enfermedades cardiovasculares (Bo-chiuan et al., 2015) .(Figura 4).
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mortalidad cardiopulmonar

Fuente: (Pope et al., 2006)

Elaborado por: (Pope et al., 2006)

1.6.3 Cancer

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento rapido y disperso de células
anormales; si el crecimiento no puede ser controlado oportunamente, puede dar lugar a la
formacién de metastasis lo que aumenta el riesgo de muerte significativamente. La tasa de
supervivencia varia dependiendo de la localizaciéon, no obstante, el diagndstico precoz y la
prevencion juegan un papel importante para disminuir la mortalidad por esta patologia (Garcia,
2015).

Se considera al cancer como una enfermedad multifactorial, dentro de los factores de riesgo
asociados con el desarrollo de esta patologia se han relacionado con el estilo de vida, mala
alimentacioén, predisposicion genética, contaminaciéon ambiental e infecciones por algunos virus
o bacterias (Garcia, 2015).

En el 2008 se han reportado 7,6 millones de muertes por cancer, siendo el mas comuan el cancer
de pulmén representando el 7% de la mortalidad, seguido del cAncer cervicouterino, entre otros
(Alvarado et al., 2017; Falcon et al., 2017).

En la actualidad la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC, por sus siglas

en inglés) ha clasificado a los contaminantes del aire como carcindgenos del grupo | (Falcon et
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al., 2017). ElI MP contiene principalmente hidrocarburos arométicos policiclicos (PAHSs, por sus

siglas en inglés) y metales que son los principales causantes del estrés oxidativo, considerados

agentes mutagénicos y carcinogénicos que se han asociado con marcadores de dafio genético

que pueden aumentar la frecuencia de cancer en humanos (Alvarado et al., 2017).

El cancer se ha considerado como una de las principales causas de muerte a nivel mundial,

representando el 8,2 milldn de muertes en el afio 2012, la caracteristica principal de todos los

tipos de cancer es la inestabilidad gendémica. Probablemente se presenta por la combinacién de

procesos como el dafio del ADN, defectos en la reparacion o una falla para detener el ciclo celular

antes que el ADN dafiado pase a las células hijas (Franken et al., 2017).

El cancer se puede presentar como resultado de mutaciones q aparecen en transcurso de la vida

durante una exposicion a sustancias carcindgenas (Lodish et al., 2016) las mas comunes son:

> Carcinogenos fisicos: radiaciones ultravioletas e ionizantes.

> Carcindgenos quimicos: humo de tabaco, aflatoxinas, arsénico, colorantes.

> Carcindgenos bioldgicos: infecciones causadas por determinados virus, bacterias o

parasitos.

La carcinogénesis es un proceso de alta complejidad en el que una célula normal se transforma

en cancerigena mediante tres fases: Iniciacién, promocién y progresion (Figura 5):

Fase de iniciacidn: Los radicales libres contribuyen a la transformacion celular a través
del dafio oxidativo del ADN, anulaciéon del mecanismo de muerte celular programada y
promocion de la expresion de oncogenes; al incrementar las concentraciones de los
radicales libres la proteina p53 encargada de prevenir la transformacion oncogénica,
puede desencadenar bloqueo del ciclo celular y apoptosis, sin embargo, se puede inhibir
la produccion de esta proteina.

Fase de promocidn: en esta fase se produce la expansion clonal delas células que se
han mutado por activacion de la proliferacion celular e inhibicion de la apoptosis dando
como resultado una lesién del tejido que se le conoce como tumor.

Fase de progresion: esta ultima fase se caracteriza por cambios celulares irreversibles,
las células desarrollan capacidad angiogénica lo que contribuye al crecimiento del tumor,
mientras el tumor aumenta de tamafio su ambiente hipdxico conlleva a la activacion de

las vias angiogénicas que culmina en el brote de vasos sanguineos en los tejidos

16



circundantes al tumor, coloniza otros tejidos en 6rganos distantes y a este proceso se le

conoce como metastasis (Garcia, 2015).
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Figura 5. Fases de la carcinogénesis
Fuente: (Garcia, 2015)
Elaborado por: (Garcia, 2015)

1.7 Biomarcadores de genotoxicidad

Los biomarcadores de genotoxicidad son utilizados para detectar agentes que producen dafio a
nivel del ADN, ya que los agentes genotdxicos poseen la capacidad de alterar el material genético
de las células, puede causar mutaciones en las células germinales y células sométicas que
pueden causar el desarrollo del cancer en los humanos (Matheus et al., 2014). Las pruebas mas
utilizadas para detectar estas anomalias son: el cariotipo, intercambio de cromatidas hermanas,
ensayo de micronucleos, el estudio de la induccién de apoptosis, la prueba de Ames y el ensayo

cometa (Zufiga et al., 2007).
1.7.1 Ensayo Cometa.

El ensayo cometa es un método simple para medir rupturas de simple y doble cadena del ADN
en las células; tiene aplicaciones en el estudio de genotoxicidad de nuevos compuestos
guimicos, el monitoreo de la contaminacién ambiental con genotoxinas, el biomonitoreo humano,
la epidemiologia molecular y la investigacion fundamental en dafio y reparacion del ADN (Collins,
2004).
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La electroforesis alcalina de células individuales se encuentra ampliamente difundida para la
evaluacion de dafio al material genético, es un test de alta sensibilidad, rapido y eficaz, capaz de
detectar hasta los bajos niveles de dafio al ADN, se le considera una herramienta eficiente para

utilizar en biomonitoreo de poblaciones expuestas a sustancias contaminantes (Tonina, 2017).
1.7.1.1 Fundamento Ensayo Cometa.

Es un método para deteccion de dafio genotoxico a partir de la migracion del ADN alterado por
agentes genotdxicos. Consiste en obtener una suspension de células que son embebidas en
agarosa sobre portaobjetos y lisadas por detergentes y una concentracién de sales con lo que el
contenido celular es removido originandose “nucleoides”, en los que el ADN liberado permanece
altamente enrollado Figura 6. Posteriormente los portaobjetos son tratados en condiciones
alcalinas, lo que permite que el ADN se desenrede desde los sitios de ruptura de las cadenas y
en la electroforesis a pH alto los fragmentos de ADN, inducidos por agentes genotdxicos, migren.
Luego se realiza un lavado con una solucién neutralizante y teflidos con un colorante Bromuro
de etidio que se intercala con el ADN. Al observar al microscopio, las células que presentan dafio
en el material genético dan la apariencia de un cometa, con una cabeza fluorescente brillante y
una cola cuyo largo esta relacionada con la cantidad de rupturas inducidas en el ADN por los

agentes genotoéxicos (Collins, 2004).

Figura 6: Ensayo cometas diferenciacion cabeza y cola
Fuente (Moérocz et al., 2013)
Elaborado por: (Morocz et al., 2013)

1.7.1.2 Aplicaciones Ensayo Cometa.
Con este afio ensayo es posible detectar un amplio espectro de lesiones primarias al ADN tales

como rupturas de cadena sencilla, rupturas de cadena doble, uniones cruzadas ADN-ADN y
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ADN/proteina, bases dafiadas por oxidacion, sitios alcalino labiles y sitios de reparacién de ADN
incompleta. Ha sido también empleado para visualizar la degradacién del ADN debido a necrosis
y apoptosis, identifica subpoblaciones resistentes o sensibles a agentes dafiinos para el ADN
cuando se observan resultados diferenciales en una poblacion homogénea o heterogénea de
células del mismo tejido (Morocz et al., 2013; Rodriguez et al., 2016).
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CAPITULO Il. OBJETIVOS DEL PROYECTO
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2.1 Objetivo general del proyecto.

Evaluar el dafio genotdéxico mediante el ensayo cometa en poblacién expuesta a material

particulado MP 2.5 en la zona Sur de la ciudad de Cuenca — Ecuador.

2.2 Objetivos especificos del proyecto.

Determinar el dafio genotdxico producido en la poblacion de la zona Sur de la ciudad de Cuenca
mediante el ensayo del cometa.

Determinar la relacion que existe entre el dafio genotdxico y la exposicion a MP 2.5 en zonas de

alto y bajo nivel de contaminacion de la zona Sur de la ciudad de Cuenca.
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3.1 Tipo de estudio

El estudio es de tipo descriptivo transversal, en el cual se plantea determinar la relacion que

existe entre la exposicion a altos niveles de MP y el dafio genotéxico mediante ensayo cometa.

3.2 Area de estudio

El estudio se realizé en la zona Suroeste de la ciudad de Cuenca, debido a que en el afio 2017
el CEA (Centro de Estudios Ambientales de la Universidad de Cuenca) realiz6 el monitoreo de la
calidad de aire, determinandose zonas de alta concentracion (Punto 11) y de baja concentracion
(Punto 10) de MP 2.5 (Figura 7). Este monitoreo se realizé en un periodo corto de tiempo para

determinar las zonas mas contaminadas de la ciudad (Astudillo et al., 2018).
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Figura 7. Distribucion del material particulado MP 2.5 en la ciudad de Cuenca
Fuente: (Astudillo et al., 2018)
Elaborado por: (Astudillo et al., 2018)

Luego de realizar le monitoreo, el CEA selecciond los puntos con las concentraciones de material
particulado MP 2.5 mas altas dentro de ellas el punto 11 (Tabla 3) y realiz6 el monitoreo durante

24 horas por dos meses, obteniendo resultados que sobrepasan las normativas establecidas
(Tabla 1y Tabla 2).
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Tabla 3. Analisis de la concentracion de material particulado MP 2.5

Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio
concentracién = concentracién  concentracion concentracion concentracién concentracién
pg/ms minima pg/m® = maxima pg/m? ug/m? minima pg/m®  méaxima pg/m?
Punto 11
Av.
Ag‘eirt'gfs 30,341 16,422 49,129 30,774 16,437 49,169
Coralcentro

Fuente: Centro de estudios ambientales (CEA) Universidad de Cuenca
Elaborado por: Autor

Una vez localizados los puntos (Figura 8), en la zona de alta concentracion de MP 2.5 se
seleccionaron a los donantes que decidieron participar voluntariamente en el estudio quienes
tienen su establecimiento comercial o domicilio ubicado ente las siguientes calles: Camino Viejo

a Bafios, Francisco Ascazubi, Juan Pio Montufar, Manuel Quiroga, Av. de las Américas, Antdn

de Sevilla.
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Figura 8. Localizacion de calles para el grupo de expuestos a alta concentracion de MP 2.5.
Fuente: Google maps
Elaborado por: Autor

Una vez localizados los puntos (Figura 9), en la zona de baja concentracion de MP 2.5 se
seleccionaron a los donantes que decidieron participar voluntariamente en el estudio quienes

cuales tienen su establecimiento comercial o domicilio ubicado entre las siguientes calles: Luis
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Mayo, Manuel Cdérdova

Moscoso, Manuel Corral Jouregui, Isabela Catdlica, Av. Primero de

. ~ .
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Figura 9. Localizacion de calles para el grupo de expuestos a baja concentracién de MP 2.5.

Fuente: Google maps
Elaborado por: Autor

3.3 Poblacién de estudio
Para seleccionar a la poblacion participante del estudio, previamente se realizé una encuesta, la
cual nos brindé informacion individualizada de los donantes como son antecedentes personales,
antecedentes familiares, estado de salud, exposicién a agentes, ocupacion, habitos, entre otros;
lo cual permitié determinar si los donantes cumplian con los criterios de inclusion y exclusion.
El total de la poblacion que participd en el estudio fue de 70 donantes, de los cuales 36 residen
en la zona de alta concentracion de MP 2.5, en este grupo participaron 18 hombres y 18 mujeres,

y 34 donantes residen en la zona de baja concentracién de MP 2.5 en este grupo participaron 18

hombres y 16 mujeres.
Los donantes se encontraban dentro del rango etario entre 21 y 54 afios de edad, quienes
previamente conocieron los objetivos, los riesgos y beneficios, la metodologia de la investigacion

y firmaron el consentimiento informado para su participacién voluntaria.

3.3.1 Criterios de Inclusion.
Dentro del estudio se incluyeron donantes de edad comprendida entre 18 y 65 afios de edad que

deseen participar en el estudio, permanezcan en la zona de estudio minimo 8 horas durante el
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dia y residan o laboren un tiempo minimo de 3 afios, personas que hayan firmado el

consentimiento informado.
3.3.2 Criterios de Exclusion.

Se excluyen del estudio las personas que no hayan firmado el consentimiento informado, mujeres
en estado de gestacién, personas menores de 18 afios, personas que laboren o estén expuestos

a sustancias quimicas y personas que hayan tenido o tienen algun tipo de cancer.
3.4 Obtencion de la muestra

Las muestras de sangre fueron tomadas mediante venopuncion en tubos heparinizados y fueron
transportadas manteniendo la cadena de frio hacia el laboratorio para el realizar el ensayo

cometa.

Para el grupo de donantes expuestos a alta concentracion de MP 2.5 a cada muestra obtenida
se le asigno un codigo de trabajo que consistia en dos digitos numéricos seguidos de las letras

SA los cuales fueron claramente identificados para mantener la trazabilidad del estudio.

Para el grupo de donantes expuestos a baja concentracion de MP 2.5 a cada muestra obtenida
se le asigno un codigo de trabajo que consistia en dos digitos numéricos seguidos de las letras

SB los cuales fueron claramente identificados para mantener la trazabilidad del estudio.
3.5 Metodologia ensayo cometa
3.5.1 Preparacion de microgeles de agarosa.

Esta preparacion consiste en colocar 130 ul de agarosa ultrapura de normal punto de fusion al
1% (NMP Invitrogen) sobre portaobjetos limpios, dejar secar y guardar protegidas de la luz por

lo menos 12 horas antes del ensayo.
3.5.2 Preparacién de las muestras.

Se realiz6 una dilucion 1:2 de la muestra de sangre (75 L) con agarosa de bajo punto de fusion
(150 pL) al 1% (LMP Promega Corporation (USA). De la mezcla se tomé 75 pL y se coloco sobre
el portaobjetos previamente cubierto con agarosa NMP por duplicado, se coloc6 el cubreobjetos
y se refrigeré por 5 minutos; una vez transcurrido el tiempo se retird el cubreobjetos y se agregé
130 yL de agarosa LMP en cada placa, nuevamente se colocé el cubreobjetos y se procedio a

refrigerar por 5 minutos y finalmente se retir6 el cubreobjetos.
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3.5.3 Lisis.

Una vez preparadas las muestras con agarosa, las placas fueron sumergidas en una solucion de
lisis (1% de Triton X-100 Sigma Aldrich, 10% de DMSO Promega Corporation USA, 2,5 M NacCl,
100 mM EDTA Invitrogen, 10 Mm Tris y pH 10), las cuales posteriormente se refrigeraron a 4°C
protegido de la luz de 18 a 20 horas. En la solucion de lisis las concentraciones de sales y
detergentes nos permitieron la desintegracion de las membranas de las células, restos
citoplasmaéticos y proteinas, razon por la cual en este punto del proceso se protege de la luz para

evitar el dafio adicional que podria producir la luz en el ADN desprotegido.
3.5.4 Electroforesis.

En la camara de electroforesis (Comet 20 Scie Pas) se colocaron las placas en la cubeta junto
con el buffer de corrida que contiene 300 mM Fisher, 1 Mm EDTA Invitrogen, ajustado a un pH 2
13; las condiciones de la fuente de poder (Thermo Scientific) para el inicio de la corrida

electroforética fueron 25 V, 300 mA, 20 min.
3.5.5 Neutralizacion y deshidratacién.

Una vez finalizada la electroforesis, se procedi6 a retirar las placas de la cubeta y se realiz6 3
lavados en un buffer de neutralizacioén ajustado a un pH de 7,5 (0,4 M Tris) durante 5 minutos y
luego se procedié a realizar la deshidratacion realizando 1 lavado con metanol frio para el

analisis.
3.5.6 Tincién y conteo de células.

Para el analisis las placas fueron deshidratadas con agua desionizada fria durante 5 o 10
minutos, se tifié las placas con 60 puL de Bromuro de etidio (Promega Corporation USA) y se
colocé el cubreobjetos, el exceso fue secado con papel absorbente y se realiz6 el conteo en el
microscopio de fluorescencia AxiosKop 2 Plus (Carl Zeiss) con el software Comet Assay System

IV (Perceptive instruments) de 100 células por placa por duplicado.
3.5.7 Anélisis estadistico.

Para el analisis de los datos obtenidos, los cuales son expresados en media + desviacion
estandar (DE), se utiliz6 el software estadistico Graphpad Prism 5. El Chi-square test se utilizd
para realizar el analisis de variables, el test de Mann-Whitney y el test no paramétrico Kruskal

Walllis se utilizaron para realizar el analisis de comparacion de grupos. El valor de p < 0.05 con
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un intervalo de confianza del 95% se consider6 como nivel estadisticamente significativo y de

importancia bioldgica.

Sangre Periférica Suspension celular Preparacion muestra

Neutralizacion y

N Electroforesis iai
Desnaturalizacion Lisis

Tincién Bromuro i
dé Ethithc Conteo 100 células por placa

por duplicado

Figura 10. Flujograma Ensayo Cometa
Fuente: Autor
Elaborado por: Autor
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS
En la Tabla 4 se detallan las caracteristicas generales de la poblacion, en el presente estudio participaron
70 donantes, 36 donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2.5 (18 hombres y 18 mujeres) y 34
donantes expuestos a bajas concentraciones de MP 2.5 (con 18 hombres y 16 mueres), la edad promedio
de los 2 grupos es de 36,86 + 10,99 y 35,65 + 9,44 afios, respectivamente, y el tiempo de residencia en el
lugar de estudio es alrededor de 13 afios para los dos grupos. En cuanto al consumo de tabaco y alcohol
un alto porcentaje de donantes de ambos grupos (72,22% y 88,89% respectivamente) que participaron en
el estudio refieren no tener estos habitos, en conclusién, no existe diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos analizados. En el lugar de estudio en donde existe altas concentraciones de
MP 2.5, mas del 40% de la poblacién esta expuesta al polvo y ruido y alrededor de un 10% de la poblacién
reside o labora cerca de estaciones de servicio de combustible, es importante mencionar que es una zona

comercial y de alto trafico vehicular.

Tabla 4. Caracteristicas demograficas entre donantes expuestos a alta concentracion y baja

concentracion de MP 2.5

Expuestos alta
concentracion

Expuestos baja
concentracioén

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS N =36 N =34 p- valor
Media £ DE Media £ DE
Edad (afios)* 36,86 + 10,99 35,62 +£9,44 ns
Tiempo de residencia (afios)! 13,67 £ 9,42 12,76 + 8,93 ns
Expuestos alta Expuestos baja
concentracion concentracion
% %
Género?
Femenino 50 47,05
Masculino 50 52,95 ns
Tabaco?
No fuma 72,22 91,17
Fumador 11,11 2,94
Fumador pasivo 13,89 5,89 ns
Exfumador 2,78 0,00
Alcohol?
Ingieren alcohol 11,11 8,82 ns
No ingieren alcohol 88,89 91,18
Exposicion a agentes quimicos 2
Ninguno 0,00 94,12
Polvo 46,87 5,88 < 0,0001
Ruido 42,19 0,00
Combustible 10,94 0,00

ns: no significativo

1: Mann — Whitney test

2: Chi-square test
Elaborado por: Autor
Fuente: Autor
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En la Tabla 5 se observan los antecedentes familiares y personales comparando el grupo de
expuestos a altas concentraciones de MP 2.5 contra el grupo de expuestos a bajas
concentraciones de MP 2.5. Al realizar el analisis de la informacion obtenida con relacion a los
antecedentes personales y familiares de los donantes que participaron en el estudio, con
respecto a problemas de fertilidad, defectos de nacimiento, alteraciones genéticas o cancer, un
19,45% de los donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2.5 o sus familiares refieren
haber tenido alguno de los problemas antes mencionados, por lo tanto, se presenta diferencias
estadisticas significativas entre grupos. Con respecto a problemas con su descendencia y
dificultad para tener hijos no son estadisticamente significativos (p = 0,2008 y p = 0,3277
respectivamente). Es importante mencionar que los donantes que refirieron tener problemas con
su descendencia (abortos 5.55%) no se relacionan con los problemas de fertilidad antes

mencionados.

Tabla 5. Comparacién entre los antecedentes personales y familiares de la poblacién de estudio

Expuestos alta  Expuestos baja

ANTECEDENTES PERSONALES Y concentracion concentraciéon
FAMILIARES n=36 n=34 p - valor

% %

Problemas de fertilidad, defectos de nacimiento, alteraciones genéticas o cancer ?

No o ninguna 80,55 100

Si y familiares 19,45 0 0.0115

¢Ha tenido dificultad para tener hijos? 2

No 97,23 100 ns

Si 2,77 0

Ha tenido problemas con su descendencia 2

Ninguno 86,11 100

Abortos 5,55 0

Muertes neonatales 2,78 0 ns

Bajo peso al nacer 2,78 0

Partos prematuros, malformaciones,

enfermedades congénitas 0 0

Fecha de ultima visita médica 2

0 - 6 meses 63,63 71,43

7 - 12 meses 22,72 14,29 ns

Mas de 1 afio 13,63 14,29

ns: no significativo
2: Chi — square test
3: Kruskall wallis test

Elaborado por: Autor
Fuente: Autor

Los donantes expuestos a altas y bajas concentraciones de MP 2.5, en el momento del estudio

no presentan ningun sintoma y refieren sentirse bien en el momento en que se realiza el estudio.
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Sin embargo, el grupo de donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2.5 manifestaron
gue suelen padecer cefalea, gastritis y rinitis alérgica con un 12,2%, 12,2% y 10,2%
respectivamente (Grafico 1), cabe recalcar que estas patologias se encuentran asociadas a la
exposicion a contaminantes ambientales. Segun el andlisis estadistico no existen diferencias
significativas entre los grupos analizados con relacion a las enfermedades mas frecuentes (p-
valor >0,05).
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Grafico 1. Padecimiento de enfermedades de los grupos expuestos a altas y bajas concentraciones de
MP 2.5.

Fuente: Autor
Elaborado por: Autor

El uso de farmacos también fue un factor evaluado en este estudio, en el Grafico 2 se observa
gue los analgésicos son los mas utilizados (17,5% donantes expuestos a alta concentracion y
31,3% donantes expuestos a baja concentracion de MP 2.5), sin embargo, un alto porcentaje de
los donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2.5 refiere haberse sometido a
tratamientos con antibidticos (12,5%) y al hacer el andlisis estadistico se obtuvo un p-valor de
0,0369 por lo tanto existe una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos con

respecto al uso de antibiéticos.
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Gréfico 2. Administraciéon de farmacos de los grupos analizados. *Analisis estadistico Mann-Whitney test
con un p-valor obtenido de 0,0369 estadisticamente significativo.

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor

El uso de farmacos puede producir dafio del ADN, en el andlisis de los antecedentes personales
y familiares de los donantes que participaron en el estudio se observo que existe diferencias
significativas entre los grupos con respecto al uso de antibiéticos, sin embargo, luego de realizar
el analisis no existe correlacion entre el uso de antibiéticos con el dafio genotéxico en los

donantes que participaron en el estudio, p-valor > 0,05 no existe significancia estadistica.

La genotoxicidad producida por el MP 2.5 fue medida mediante el analisis de la longitud de la
cola, la intensidad de la cola de los cometas y el dafio genotéxico, en el Grafico 3 se puede

observar los resultados obtenidos luego de la valoracion estadistica de cada parametro.

De acuerdo a esto los donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2.5 son los que
presentan mayor dafio genotoxico ya que la longitud de la cola de los cometas y el indice de
dafio genotdxico muestran un incremento en las medias de los grupos analizados siendo esto
estadisticamente significativo; es importante mencionar que el nimero de donantes que
participaron en el estudio (expuestos a altas y bajas concentraciones de MP 2.5) es corto,

posiblemente si se incrementara el nimero de la muestra esta diferencia podria ser mas notoria.
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Gréfico 3: Parametros de dafo genotéxico medidos mediante ensayo cometa entre donantes expuestos
a alta concentracién y baja concentracion de MP 2.5. * Indica diferencia estadisticamente significativa
(p=0,0393) con respecto al grupo de donantes expuestos a baja concentracién de MP 2.5

Fuente: Autor

Elaborado por: Autor
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DISCUSION

Considerando las caracteristicas generales de los donantes del presente estudio, los dos grupos
de estudio no mostraron diferencias estadisticamente significativas con relacion a la edad,
género, tiempo de residencia, habito de fumar y consumo de bebidas alcohdlicas, sin embargo,
el grupo de donantes expuestos al altas concentraciones de MP 2.5 refirieron que en la zona de
estudio en donde laboran o residen hay una alta contaminacién con polvo y ruido, ademas al ser
una zona comercial y de alto trafico vehicular también un grupo considerable de donantes estan

ubicados cerca de la estacion de servicio de combustibles.

En cuanto a las enfermedades existe una alta incidencia de donantes expuestos a altas
concentraciones de MP 2.5 que padecen cefalea, gastritis, rinitis alérgica y dermatitis, estas
patologias estan asociadas con la exposicién a contaminantes ambientales lo cual se confirma
con un estudio realizado en Europa, en donde se determin6é que existe una relacion entre la
contaminacién atmosférica y el padecimiento de enfermedades, ya que en los ultimos afios el 10
% de la poblacion presentan problemas respiratorios entre ellos rinitis alérgica, asma y en
algunos casos dermatitis, los cuales se producen por que al inhalar, ingerir o estar en contacto
con el MP 2.5 del aire contaminado estas se depositan a nivel del tracto respiratorio migran hacia

la circulacion sanguinea y producen problemas cardiovasculares (Ellwood et al, 2005).

En el afio 2011, en Colombia, investigadores determinaron que las enfermedades respiratorias
son la primera causa de atencion primaria en los hospitales y quienes asisten son personas que
laboran o viven en espacios urbanos en donde la concentracion de MP 2.5 es alta, los sintomas
mas comunes son inflamacién de las vias respiratorias, rinitis alérgica, cefalea, bronquitis,
neumonia, entre otros (Martinez et al., 2011); cabe recalcar que el grupo mas vulnerable es la
poblacion infantil en donde los sintomas producidos por exposicion a los contaminantes
ambientales son mas evidentes (Xing et al, 2016). Cuando existe exposicién aguda al MP 2.5 se
produce congestion nasal, cefalea, irritabilidad en algunos casos comienzan a desencadenar
problemas alérgicos, no obstante, la exposicién crénica al MP 2.5 tiende a producir bronquitis
obstructiva crénica, asma bronquial e inclusive cancer pulmonar (Gaviria et al., 2011; Lopez et
al, 2007).

Una gran cantidad de estudios experimentales han usado el ensayo cometa para demostrar el
efecto genotéxico que produce la exposicion a material particulado de las zonas altamente
contaminadas (Novotna et al., 2007). En el presente estudio el dafio genotdxico es evidente en

los donantes expuestos a altas concentraciones de MP 2.5 aungue exista una ligera diferencia
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en los valores medios, posiblemente esto se deba a que el tamafio de muestra es limitado, sin
embargo, este efecto puede ser mas notorio si se incrementa el tamafio de la poblacion

estudiada.

Dentro de los parametros analizados el indice de dafio genotéxico y la longitud de la cola fueron
estadisticamente significativos, siendo mayor en el grupo de donantes expuestos a altas
concentraciones de MP 2.5. En un estudio realizado al Norte de Santander en Colombia
evaluaron la capacidad genotoxica de MP 2.5 utilizando extractos organicos y la ocurrencia del
dafio del ADN fue valorado en la longitud de la cola del cometa, este parametro fue
estadisticamente significativo, lo que indica que la mayoria de las sustancias mutdgenos que
llegan a la poblacién pueden ingresar a las células y producir dafio en el ADN (Gélvez et al.,
2012).

En un estudio realizado en varias ciudades de ltalia se determiné el dafio genotbxico y
mutagénico producido por exposicién a MP 2.5, el muestreo se realiz6 a diferentes temperaturas
y meses del afio y se utilizé6 dos biomarcadores de genotoxicidad, el test de Ames y el ensayo
cometa, y se obtuvo como resultados que la exposicion al MP 2.5 produce dafio genotdxico y
mutagénico, sin embargo, la potencia mutagénica de los contaminantes ambientales no siempre
esta relacionada con la concentracién de particulas en el aire sino, con la composicién de las
mismas lo que se debe tomar en cuenta para el desarrollo de futuras investigaciones (Bocchi et
al., 2017).

En la ciudad de México se determiné el efecto genotdxico in vitro de las aeroparticulas de la
materia organica extraida del ambiente, utilizando el ensayo cometa y determinaron el dafio del
ADN en linfocitos humanos, sin embargo, los autores afirman que la composicién del MP en
varias zonas de una misma ciudad puede ser diferente por lo que puede haber sectores en donde
se desarrollen enfermedades relacionadas con la mutagenicidad o simplemente generen

procesos de tipo inflamatorio (Villalobos et al., 2008).

El Centro de Estudios Ambientales de la Universidad de Cuenca (CEA) realizé un estudio de
monitoreo de los niveles de MP 2.5 en diferentes sectores de la ciudad, en la zona Sur, que fue
donde se realizé el presente estudio, se obtuvieron concentraciones de MP 2.5 a las 24 horas de
30,34 pg/m® (Astudillo et al., 2018), este valor se encuentra por encima del limite maximo
permitido segln las directrices sobre la Calidad de Aire establecidas por la OMS (25 pg/m?® en
un monitoreo de 24 horas) (OMS, 2004), no obstante en la Normativa Ecuatoriana segun un el

Acuerdo Ministerial 050 (MAE, 2011) establece como limite maximo permitido 50 pg/m? lo que
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indicaria que los valores obtenidos por el CEA en la zona de estudio se encuentran dentro del
rango permitido, sin embargo, luego de determinar el efecto genotéxico producido en los
donantes que residen o laboran en la zona Sur de la ciudad de Cuenca se observa que a las

concentraciones antes mencionadas ya existe un dafio genotéxico evidente.

Cabe recalcar que la ciudad de Cuenca es pequefia, sin embargo, con el tiempo asumimos que
puede haber un incremento de poblacién y por ende un incremento del trafico vehicular y si se
sigue manteniendo la misma tendencia probablemente el dafio genotdxico puede irse
incrementando en las futuras generaciones. En Colombia en el afio 2014 (Betancur, 2016) se
reportd un incremento de la concentracién de MP 2.5 de 27,1 ug/m?® (2013) a 32 ug/m?® (2014) en
estaciones de trafico, por tal motivo los investigadores determinaron el efecto genotdxico in vitro
en células CHO-K1 producido por exposicidbn a esas concentraciones obteniendo diferencias
estadisticamente significativas, es decir muestran un efecto dosis-respuesta, a medida que
incrementa la concentracion del MP 2.5 se incrementa el dafio en el ADN y sugieren que el dafio
podria acumularse y generar dafios a nivel del genoma total; resultados similares son reportados

por (Lemos et al., 2016) en linfocitos en sangre periférica.

El presente trabajo de investigacion permitié determinar que los donantes que patrticiparon en el
estudio estan expuestos a altas concentraciones de MP 2.5 las cuales producen un dafio
genotdxico que se ve reflejado en el deterioro de su salud. Por tal motivo, los organismos de
control y las autoridades competentes deben tomar precauciones de manera inmediata para
disminuir la contaminacion del aire de la ciudad de Cuenca lo cual va a verse reflejado en el

mejoramiento de la calidad de vida de las personas que residen o laboran en este sector.

Para futuras investigaciones del efecto genotédxico que produce el MP, se debe tomar en cuenta
ciertas consideraciones como la temperatura, las condiciones climéticas y las épocas del afio ya
gue esto influye en la concentracién y composicion del MP en el aire, también se debe considerar
gue el MP tiene varios compuestos que pueden producir diferentes efectos en el organismo, es
importante conocer la composicion del MP para establecer exactamente que compuesto produce
los efectos genotéxicos en el organismo y relacionar con los sintomas y enfermedades que

refieren la poblacion de estudio.

Debido a que la contaminaciéon ambiental es un problema de gran interés a nivel mundial se
deben buscar alternativas para mejorar la calidad del aire, una de las alternativas seria impulsar
a la poblacién expuesta a utilizar medios de transporte que no produzcan emision de gases, para

movilizarse a lugares cercanos utilizar lo menos posible el vehiculo e impulsar a realizar
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caminatas, otra de las alternativas seria concientizar a la poblacién en general sobre los efectos
gue causan en la salud los contaminantes ambientales y el uso del equipo de proteccién personal
para quienes laboren en lugares cercanos a estaciones de servicio de combustibles o carreteras

de alto trafico vehicular.
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CONCLUSIONES

Mediante el ensayo cometa se pudo evaluar el dafio genotoxico producido por exposicion
a altas concentraciones de material particulado MP 2.5 en la poblacion que reside o labora
en la zona Sur de la ciudad de Cuenca — Ecuador.

Existe una correlacion entre exposicién a altas concentraciones de MP 2.5 y el dafio
genotobxico, esta correlacion es dosis dependiente, es decir que ha mayor concentracion
de MP en el ambiente mayor dafio del ADN.

La exposicion aguda a las altas concentraciones de material particulado MP 2.5 produce
efectos en la salud principalmente a nivel del tracto respiratorio, cardiovascular, por tal

motivo es importante tomar medidas para mejor la calidad de aire en la ciudad de Cuenca.
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