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RESUMEN

En el mundo 3000 millones de personas utilizan intensivamente los combustibles
sélidos como principal fuente de energia, en actividades como cocinar y
calefaccion, siendo éste el primer factor de contaminacién intradomicialiario. El
uso de combustibles sélidos y por ende la carga de morbilidad asociada a éstos se
ha convertido en un problema de salud publica, que tanto la OMS, la ONU y los
gobiernos han propuesto disminuir mediante el desarrollo de programas de
intervencion y de epidemiologia molecular. Para contribuir con esta iniciativa
realizamos el estudio del riesgo potencial a desarrollar enfermedades en una
poblacion de 108 nifios de 5 a 15 afos en zonas rurales del departamento del
Cauca, con el objetivo de evaluar el efecto citotoxico, genotoxico e indice de
reparacion en el epitelio bucal de niflos expuestos al humo de combustibles
sélidos, utilizando el ensayo citoma de micronudcleos con tincion diferencial del
ADN. Los resultados obtenidos mostraron el aumento de la frecuencia de
micronucleos, células binucleadas e indice de reparacion en el grupo expuesto, es
decir, una frecuencia de micronucleos 2 veces mas elevada y una frecuencia de
células binucleadas 1,7 veces mas alta, comparadas con el grupo referente. No
obstante, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p>0,05). Sin
embargo, cuando se ajustaron a factores del estilo de vida y de la exposicion, se
observa un incremento significativo entre la frecuencia de micronucleos y células
binucleadas en los nifios expuestos (p<0,05). Por otro lado, las células carioliticas,
cariorrécticas, con cromatina condensada y picnéticas eran significativamente mas
altas en el grupo de nifios expuestos a humo de combustibles sélidos (p<0,01)
comparado con el grupo referente. En conclusion el presente estudio sugiere que
la poblacion de nifios expuestos esta en riesgo a desarrollar problemas de salud
cronicos, pues los datos de citotoxicidad y genotoxicidad obtenidos mediante el
ensayo citoma de microndcleos, incluyen biomarcadores de exposicion que
permiten evaluar la toxicidad de los compuestos presentes en la contaminacion

intradomiciliaria por la combustién incompleta de los combustibles sélidos.



INTRODUCCION

El 50% de la poblacion mundial y en Colombia el 62% de la poblacién en zonas
rurales utilizan combustibles sélidos para generar energia en actividades tales
como cocinar, y calefaccion (DANE, 2005; Rehfuess, 2007). Por lo tanto, se ven
afectados directamente por los tdéxicos que se generan durante su combustion,
(IARC, 2006), de los que se destacan hidrocarburos aromaticos policiclicos,
monoxido de carbono, éxido nitroso, oxido sulfuroso, ozono y material particulado
(PM10 y PM2.5) (Smith et al., 2000; WHO, 2006), clasificados segun la IARC en
los grupos 1 Ay 2 A. Serios problemas de salud especialmente en los nifios han
sido ligados al uso de combustibles solidos, ya que en la infancia los mecanismos
de metabolismo, absorcion, sistema inmune y excrecion, estan aun en proceso de
desarrollo (fisiolégicamente inmaduros) (Neri et al., 2006; Rehfuess, 2007);
confiriendo mayor susceptibilidad y provocando enfermedades respiratorias
cronicas como neumonia, asma e infecciones respiratorias bajas; que se agravan
en la adultez, y pueden resultar en el desarrollo de enfermedad pulmonar
obstructiva cronica o cancer de pulmon (ONU, 2003; Rehfuess et al., 2011). La
exposicion prolongada a la contaminacion en interiores por humo de combustibles
sélidos estad asociada al 4% de la carga mundial de morbilidad y puede ser
responsable de casi 2 millones de muertes en paises en via de desarrollo; esta
cifra incluye las 800.000 defunciones infantiles al afio (Rehfuess, 2007; Van
Lerberghe, 2008).

Estudios indican que los mecanismos toxicos de los componentes del humo de
combustibles sélidos causan cambios citotoxicos y genotdxicos en poblaciones
humanas (Bravo and Leon, 2008; Mondal et al., 2011), pero hasta ahora son
pocos los estudios que se han conducido en la poblacion infantil (Sisenando et al.,
2012). El gran impacto de la exposicién al humo de combustibles sélidos sobre la
salud publica, ha suscitado un interés de las instituciones nacionales e

internacionales para plantear estrategias que lleven a una disminucién del uso de

10



este tipo de combustibles como energético y reducir la exposicion de mujeres y
nifos (Constituyente, 1991; ONU, 2003). Dado que en el departamento del Cauca
el 62% de la poblacion pertenece a areas rurales, donde se utilizan combustibles
solidos, es importante identificar la magnitud del dafio genético en la poblacion
infantil a través de técnicas no invasivas y sensibles, propésito que el estudio
aborddé dentro de sus objetivos.

El presente estudio fue conducido en 54 niflos del departamento del Cauca
expuestos al humo de combustibles sélidos y 54 referentes, usando el ensayo
citoma de micronucleos en células del epitelio bucal, con el fin de determinar la
sensibilidad del biomarcador y evaluar el riesgo a desarrollar problemas de salud
por exposicion crénica en una poblacion infantil. De esta manera se estaria
construyendo un aporte de tipo cientifico, para que desde las entidades
gubernamentales y de salud, se tomen las medidas respectivas que reduzcan el

riesgo.

11



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mitad de la poblacién mundial y mas del 70% de los hogares en zonas rurales
especialmente en paises en via de desarrollo y de niveles socioecondémicos bajos,
utilizan combustibles sdlidos, incluida la biomasa sin procesar como estiércol,
residuos de cultivos y madera, ademas del carb6n mineral, para satisfacer las
necesidades basicas de energia, principalmente cocinar y calefaccién (Neymark
and Judkoff, 2002; WHO, 2006). De hecho en Colombia, el 62% de las personas
utilizan combustibles sélidos, convirtiéndolo en el sexto pais de América Latina
donde este tipo de combustibles son en su mayoria la lefia, carbon de lefia y
carbon mineral (DANE, 2005; Rehfuess, 2007). EI humo de combustibles sdlidos
en espacios cerrados da origen aproximadamente al 35,7% de las infecciones
respiratorias bajas, el 22% de las enfermedades pulmonares obstructivas crénicas
y el 1,5% de los canceres de traquea, bronquios y pulmon (WHO, 2002). Ademas,
causa el 21% de las muertes por infecciones respiratorias bajas, el 35% por
enfermedad pulmonar obstructiva cronica y cerca de 3% por cancer de pulmoén
(WHO, 2009). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) han catalogado que la
contaminacién en interiores por combustibles sélidos esta entre las 10 primeras
causas de morbilidad a nivel mundial y la segunda de tipo ambiental;
clasificandolas como “carcinogénicas en el caso del carbén mineral vy
probablemente carcinogénicas para el uso de biomasa en los seres humanos”
(grupo 1Ay 2A, respectivamente) (IARC, 2006; Rehfuess, 2007; WHO, 2002).

Mujeres y nifios son las personas que presentan mayor riesgo de exposicion a la
nociva contaminacion del aire al interior del hogar, debido a que permanecen en el
ambiente contaminado por muchas horas, con poca ventilacion, sin proteccion
alguna y generalmente la cocina no se encuentra separada en su totalidad del
resto de la casa. Este riesgo ambiental, segun la evidencia encontrada ejerce un

efecto mayor en niflos que en los adultos, porque en esta etapa presentan un
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sistema inmune inmaduro, vias respiratorias en desarrollo e inhalan mas aire en
proporcion a su peso (Neri et al., 2006; Rehfuess, 2007), haciéndolos vulnerables
a enfermedades en etapas tempranas y a desarrollar enfermedades crénicas en la
edad adulta (Landrigan et al., 2004; Perera et al., 2002). El material particulado en
el humo de combustibles sélidos afecta el sistema respiratorio en nifios
desencadenando asma, neumonia e infecciones agudas de las vias respiratorias.
La exposicion durante la etapa de gestacion estd asociada al bajo peso al nacer,
cardiopatia isquémica, enfermedad pulmonar intersticial y cancer nasofaringeo y
laringeo (Craig et al., 2008; Rehfuess, 2007). Las cifras de defunciones infantiles
atribuibles a la exposicion cronica al humo de combustibles soélidos llegan hasta
los 800.000 por afio y en Colombia para el afio 2010 una tasa de mortalidad de 14
por cada 100.000 nifios menores de 5 afios son atribuibles al humo de
combustibles sélidos, convirtiendose en un problema de salud publica (DANE,
2005; Rehfuess, 2007).

El uso de combustibles sélidos como medio para obtener energia, es altamente
ineficiente, por ejemplo, en el caso de la madera 1250 y 2000kg se requieren para
generar el calor necesario en la coccion de las comidas (5GJ) (Albalak et al.,
1999). La gran cantidad de humo emitido de la combustion incompleta genera
acumulacion de material particulado con diametros inferiores a 10 micrones
(PM10), y 2.5 micrones (PM2.5), estas ultimas pueden penetrar en los bronquios y
alveolos, al filtrarse por la via “naso-oro-faringea”, causando inflamacién (Craig et
al., 2008; Rehfuess et al., 2011). Estudios reportan que en las cocinas en paises
en via desarrollo, las concentraciones del material particulado superan los niveles
permitidos de 300-3000 pg/m?, incluso hasta llegar a los 30000pg/m® (Kamens et
al., 1985; Koch and Hansen, 2005; Saksena et al., 2004; Venkataraman et al.,
2005). Las inmensas nubes contienen elevadas concentraciones de hidrocarburos
aromaticos policiclicos, monoéxido de carbono (CO), diéxido de carbono (CO,),

ozono (O3), 6xido nitrico (NO), oxido sulfuroso (especialmente del carb6n mineral)

13



(IARC, 2006; WHO, 2002), y la concentracion de benzopireno equivale al consumo

de 2 cajetillas de cigarrillo por dia (Bruce et al., 2000).

Actualmente son carentes los estudios que establezcan el estado de salud y los
efectos genotoxicos y citotoxicos en los tejidos blancos en las poblaciones
expuestas, especialmente en la poblacion infantil, que permitan dilucidar los
eventos tempranos que conllevan al desarrollo de la enfermedad y las variables
gue modulen la toxicidad de los combustibles sélidos. Ademas la problemética se
agrava por falta de educacién y de conciencia publica, especialmente en areas
rurales donde el nivel de escolaridad es bajo y se desconoce los problemas de

salud generados por la exposicion residencial al humo de combustibles sélidos.

Las areas de toxicologia genética y epidemiologia molecular contribuyen a
establecer parametros de medicidbn mediante el uso de biomarcadores sensibles y
tejidos de facil obtencion por métodos no invasivos, que permiten evaluar la
magnitud del dafio a nivel genético en esta poblacion. Por lo tanto la presente
investigacion respondié a las siguientes preguntas, ¢el humo de combustibles
sélidos produce dafios en el material genético de las células de la mucosa oral en
ninos expuestos de manera cronica?, y si es asi ¢el ensayo citoma de
micronucleos utilizando la tincion especifica para el ADN (Fuelgen-Fast Green) y
estimacion del indice de reparacion son biomarcadores sensibles para detectar

este efecto genotoxico y citotoxico?
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2. JUSTIFICACION

Por el gran impacto que tiene la contaminacion intradomiciliaria en la salud de la
poblacion mundial, uno de los objetivos de desarrollo del milenio planteados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones
Unidas (ONU) es la necesidad de implementar estrategias entre los diferentes
gobiernos para disminuir la utilizacion de biomasa y carbon mineral como energia,
reemplazandolos con métodos mas eficientes y limpios (ONU, 2003). En
Colombia, la politica de prevencion y control de la contaminacion del aire que se
orienta por los principios fundamentales consagrados en la Constitucion Nacional,
especificamente en la Ley 99 de 1993 y la normatividad ambiental que la
desarrolla, plantea dentro de sus objetivos identificar las principales fuentes de
emision de los contaminantes que afectan la salud humana y el bienestar de la
poblacién, en especial el de la nifiez (Constituyente, 1991). Siguiendo el interés de
las instituciones nacionales e internacionales por abordar la problematica y con el
objetivo de contribuir en esta iniciativa, el presente estudio permitio evaluar la
magnitud del efecto a nivel genotdxico y citotoxico producido por la exposicion
residencial al humo de combustibles sélidos en nifios del departamento del Cauca,
y a su vez determinar como los factores del estilo de vida, demogréficos y

ambientales propios de nuestra region modulan el riesgo.

El estudio fue conducido en nifios del departamento del Cauca que tenian un
rango de edad de 5 a 15 afios, debido a que las poblaciones infantiles se ven
afectadas en menor proporcién por factores de confusién como el habito de fumar,
consumir alcohol y exposicion ocupacional (Neri et al., 2003b), y en gran medida
también, porque son un grupo muy importante para evaluar el riesgo a desarrollar
enfermedades ambientales. Estudios demuestran la alta vulnerabilidad de los
nifos a los toxicos y agentes genotoxicos presentes en el ambiente, producto del
estado aun en desarrollo de sus mecanismos del metabolismo, absorcion,
excrecion, tasa de detoxificacion, procesos de reparacion del DNA, y proliferacion

celular (Armstrong et al., 2002; Landrigan et al., 2004; Neri et al., 2006; Rehfuess
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et al., 2011; Wessels et al., 2003). Estas particularidades, varian los patrones de
exposicion con respecto a los adultos, de tal modo que aunque los nifios
compartan un mismo ambiente con éstos, van a asimilar de manera diferente la
exposicion (Holland et al., 2008). Ademas el nivel y la duracién de la exposicién en
nifios y nifias podria ser modificado por la fisiologia y el comportamiento, puesto
gue una frecuencia respiratoria mas acelerada los hace inhalar altas dosis de aire,
ocasionando un consumo desproporcionado de agentes téxicos (Bonassi et al.,
2011), y segun la EPA 2003 la contaminacién del aire intradomiciliario afecta en
mayor proporcion a la poblacion infantil.

El biomonitoreo de poblaciones expuestas a factores de riesgo de tipo ambiental,
como el humo de combustibles sdlidos, usando biomarcadores citogenéticos y
moleculares, ha sido una herramienta ampliamente utilizada para evaluar el
impacto del genotipo, factores del estilo de vida y exposicion a genotoxinas sobre
la estructura del ADN, segregacion de los cromosomas, proteinas encargadas de
la division celular y también los procesos de muerte celular (Thomas et al., 2009).
El uso del ensayo citoma de micronucleos en células del epitelio bucal posee
importantes ventajas, ya que, el proceso para obtener los extendidos celulares, asi
como su tincién son rapidos, econémicos y permiten que se lleve a cabo en
células en interfase, las cuales son de facil adquisicién por métodos no invasivos,
posibilitando su uso en estudios con poblaciones infantiles para monitorear
eventos genotoxicos tempranos producidos en las células basales como resultado
de carcinégenos potenciales que entran al cuerpo a través de ingestion o
inhalacion (Bonassi et al.,, 2011). Son pocos los estudios que existen en la
literatura cientifica que incluyan como poblacién vulnerable a nifios expuestos al
humo de combustibles sélidos, por, lo anterior, nuestro estudio identificé el efecto
citotoxico, genotoxico e indice de reparacion en la poblacion infantil expuesta
cronicamente al humo de combustibles sélidos y evalud, si el biomarcador es lo

suficientemente sensible para detectar el dafio que se esta produciendo en células
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de la mucosa bucal, de tal manera que se pueda proponer como un sistema de

evaluacion de riesgo temprano en esta poblacion.

Estudios en micronucleos con células exfoliadas bucales muestran resultados
inconsistentes con muchos falsos positivos debido a la tincion clasica con Giemsa
gue no permitia diferenciar micronicleos de estructuras similares producto de
restos celulares o precipitados de los reactivos usados. En los ultimos afios en el
ensayo citoma de microndcleos se han implementado metodologias en las que
utilizan tinciones especificas para el ADN. Por lo tanto es importante conducir
estudios con este nuevo método de tincion especifico (Fuelgen-Fast Green) y
evaluar la sensibilidad del ensayo citoma de micronucleos en el monitoreo de
poblaciones expuestas. Ademas, contribuir con la validacion como biomarcador de
efecto y como herramienta para asociacion temprana de riesgo a padecer
enfermedades por exposicion de tipo ambiental, envejecimiento acelerado, cancer
y enfermedades neurodegenerativas siguiendo la  recomendaciones
internacionales y dentro del contexto que viene desarrollando el proyecto de
micronucleos humanos en células bucales exfoliadas (HUMNXxI) (Bonassi et al.,
2011; Holland et al., 2008; Thomas et al., 2009).

La realizacion del presente estudio permitio la formacidon investigativa de dos
estudiantes de pregrado, puesto que fueron capacitados en las metodologias de
trabajo con poblaciones humanas, tratar variables de exposicién y conducir un
monitoreo biolégico. Al mismo tiempo, se estara aportando informacion valiosa a la
comunidad expuesta, a la comunidad cientifica, a las entidades de salud publica
para que se tomen medidas de prevencion y disminuir los efectos adversos sobre

la salud de los nifios expuestos al humo de combustibles sélidos.
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3. MARCO TEORICO

3.1 COMBUSTIBLES SOLIDOS

Son aquellos solidos que emiten o desprenden energia por combustion controlada
(energia quimica) capaces de plasmar su contenido energético en trabajo. Una
amplia variedad de combustibles que se basan en biomasa y carb6on se utilizan en
los hogares de los paises en desarrollo para cocinar y calefaccion. Asi, La
biomasa, se define como un conjunto de material bioldgico (organismos vivos y
sus derivados) que esta presente en un area especifica, siendo la combustion de
ésta un evento que ha acompafiado al hombre desde sus inicios (Core et al.,
1984). La madera (Calderon-Segura et al.) es la biomasa mas comunmente
utilizada en el mundo (de Koning et al., 1985), para la obtencion de energia, de
una manera no procesada o como carbon vegetal (Saksena et al., 2004; Smith,
1987). La combustion de la madera humeda o seca da lugar a la formacion de una
gran cantidad de humo, generando una contaminacion al interior de los hogares y
por ende a una exposicion intensiva al humo producto de la combustion
incompleta. La toxicidad que genera el humo se debe a los componentes
inhalados a través de las vias respiratorias, generando patologias que van desde

neumonia en nifios, hasta cancer de pulmén en adultos.

La combustion incompleta de combustibles sélidos a partir de la condensacion de
gases (Naeher et al., 2007), da lugar a una variedad de compuestos, entre los que
se encuentran: material particulado, que dependiendo del tamafio pueden viajar
dentro y a través del tracto respiratorio (Hays et al., 2002; Kleeman et al., 1999).
Son particulas con un diametro menor a 2,5um (PM, s facilmente transportadas), y
particulas inhalables con un didmetro menor a 10um (PM3i,, no pueden ser
transportadas a larga distancia). Igualmente, se encuentran muchos compuestos
organicos volatiles y no volatiles, incluyendo monoéxido de carbono, ozono y

dioxido de nitrégeno, del cual del 5-20% corresponde a una variedad de fracciones
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de carbono organico y radicales libres del tipo semiquinona (Tian, 2006).
Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) en los que se incluyen alcanos de 1-
7 carbonos, alquenos con 2-7 carbonos (1,3-butadieno), compuestos aromaticos
(benceno, tolueno, xileno, estireno), compuestos organicos parcialmente oxidados
(alcanoles, aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos, alquil esteres y compuestos
fendlicos metoxilados). En la fase gaseosa contienen algunos carcinogénicos
como el benceno, el 1,3-butadieno y el formaldehido (Rogge et al., 1998; Saksena
et al., 2004; Smith, 1987).

3.2 MONITOREO BIOLOGICO

Permite la medicion de los marcadores biolégicos en medios indicadores
humanos; cuya finalidad es brindar una medicion de la dosis interna de exposicion,
el efecto o la susceptibilidad de una persona a determinada sustancia o agente
gue represente riesgo para la salud humana (larmarcovai et al., 2008). Un
monitoreo biolégico eficaz depende de la disponibilidad de técnicas analiticas
sensibles, precisas y exactas para medir los marcadores biologicos, ademas, la
recoleccion de especimenes debe estar estrictamente normalizada para minimizar
la variacion en el muestreo (Unal et al., 2005). El uso del biomonitoreo de
personas expuestas a factores del medio ambiente, genéticos y del estilo de vida
ha provocado un creciente esfuerzo mundial para determinar el impacto de estos
sobre la estabilidad genémica en poblaciones humanas (Bonassi et al., 1999). De
esta manera permite identificar de forma temprana poblaciones en riesgo y asi

tomar estrategias de prevencion.

3.3. EPITELIO DE LA MUCOSA BUCAL

Dentro de la cavidad bucal se encuentran el tejido escamoso y estratificado en
varias capas (Shojaei, 1998; Squier and Brogden, 2011; Veiro and Cummins,
1994): el estrato germinativo, contiene células basales en continua divisiéon y

células madre basales, que producen la progenie que diferenciadas mantienen el
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perfil, la estructura y la integridad de la mucosa bucal; el estrato espinoso (capa de
células espinosas), y el estrato granuloso (capa de células granulares) contienen
una poblacion de células diferenciadas, apoptéticas y necroticas; el estrato corneo
(capa de células queratinizadas) es la linea de la cavidad oral que comprende
células que estan siendo constantemente renovadas como resultado del desgaste
y rotura del tejido (Holland et al., 2008; Rosin, 1992; Shojaei, 1998; Squier and
Kremer, 2001)
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Figura 1 Estratificacion del epitelio bucal, tomado y modificado de Tomas et
al.,(2009)

3.4 BIOMARCADORES CITOGENETICOS

En el biomonitoreo de poblaciones humanas es comun el uso de los
biomarcadores, definidos como, cambios bioquimicos, fisiolégicos o morfologicos
medibles que se producen en un sistema biolégico (Collins, 1998). Las
propiedades que debe poseer un buen biomarcador es la especificidad para una
caracteristica determinada, métodos de medicion sensibles, detectables en
muestras disponibles con facilidad, obtencién poco invasiva; y el bajo costo de la
técnica de determinacion. En la toxicologia genética los biomarcadores son
utilizados para identificar y cuantificar agentes genotoxicos ambientales que
pueden ser peligrosos cuando el hombre se ve expuesto. De este modo, estos

marcadores de tipo bioldgico son indicadores de eventos moleculares y celulares
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gue permiten evaluar reacciones entre los factores ambientales y sus efectos
sobre la salud humana (Perera and Weinstein, 2000). Los biomarcadores pueden
ser de exposicidn, encargados de la medicidén cuantitativa y cualitativa de quimicos
0 agentes fisicos en el ambiente. Biomarcadores de efecto, son bioindicadores del
estado del cuerpo o de un sistema organico afectado por la exposicién a factores
ambientales y biomarcadores de susceptibilidad, que permiten descifrar la
variabilidad en la respuesta entre un individuo y otro, ademas reflejan

susceptibilidad debido a factores genéticos y ambientales (Groopman et al., 1995).

3.5 ENSAYO CITOMA DE MICRONUCLEOS

El ensayo citoma de micronucleos; es una técnica citogenética sensible,
minimamente invasiva, economica y eficaz para medir parametros citotoxicos y
genotéxicos incluyendo: defectos citocinéticos (células binucleadas), potencial
proliferativo (frecuencia de células basales), muerte celular (células con cromatina
condensada, cariorrécticas, picndticas y carioliticas) y dafios en el ADN
(micronucleos y brotes nucleares)(Didenko, 2011). Estos parametros han sido
asociados a un incremento del riesgo en procesos como: envejecimiento
prematuro, cancer y enfermedades neurodegenerativas (Thomas et al., 2009). La
técnica es utilizada ampliamente en estudios de epidemiologia molecular para
dilucidar el impacto de una variedad de factores de riesgo asociados al estilo de
vida, dieta, exposicion a genotdxicos y de origen genético, que ejercen su accion
sobre el ADN y la muerte celular (Ozkul et al., 1997; Sarto et al., 1990).

3.5.1 Células con micronucleos (MNi)

Surgen durante la mitosis de las capas basales del epitelio en forma de particulas
de ADN extra cromosémico, cuando fragmentos de cromosomas 0 cromosomas
enteros quedan rezagados durante la division celular y no se incluyen en el nacleo
principal de las células hijas. La formacion de MNi es inducida por sustancias que
causan la rotura de cromosomas (clastdégenos), asi como por los agentes que

afectan al huso acromatico (aneugénicos)(Majer et al., 2001). Se caracterizan por
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la presencia tanto de un nucleo principal y de una o mas estructuras nucleares
mas pequefias, son redondos y de forma ovalada, su didmetro oscila entre 1/3 y
1/16 del nucleo principal (Holland et al., 2008). La formacion de MN se utiliza como
criterio de evaluacién para detectar el dafio citogenético en individuos expuestos
(ver figura 2 A).

3.5.2 Células con yemas nucleares (NBUD)

El mecanismo que conduce a la formacion de yemas nucleares no se conoce,
puede estar relacionado con la eliminacion de ADN amplificado o reparacion del
ADN (Nersesyan, 2005; Tolbert et al., 1992). Estas células contienen nacleos con
un aparente estrechamiento agudo en un extremo del nucleo, producto de la
eliminacion de material nuclear por gemacion. La yema nuclear y el nacleo estan
generalmente muy cerca y unidos entre si. El brote nuclear tiene las mismas
caracteristicas de morfologia y coloracion que el nucleo, sin embargo, su diametro

puede variar de 1/2 a 1/4 del nacleo principal (ver figura 2 B).

3.5.3 Células binucleadas

Probablemente son indicativos de una falla en la citocinesis después de la ultima
divisién nuclear en la capa de células basales. Se ha identificado que una mala
segregacion de los cromosomas es mas frecuente en las células binucleadas que
no logran completar la citocinesis. Este mecanismo identificado recientemente
puede ser un puesto de control de la citocinesis en las células binucleadas
aneuploides (Shi and King, 2005). Las células binucleadas se caracterizan por
poseer dos nucleos principales en lugar de uno, con nucleos generalmente muy
cerca y pueden entrar en contacto entre si, usualmente tienen la misma morfologia

gue las células normales (ver figura 2 C).
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3.5.4 Células con cromatina condensada

Estas células quizads experimentan etapas iniciales de la apoptosis. Dan lugar a
nucleos fragmentados, o la eventual desintegracion, y, a veces parece contener
cuerpos similares a la MNI, pero éstos no se califican como tal en el ensayo
porque su origen no ha sido determinado (Thomas et al., 2009). Las células
presentan un patron nuclear estriado, donde la cromatina se agrupa en ciertas
regiones del nacleo y en otras no (Tolbert et al., 1991b; Wyllie, 1981) (ver figura 2
D).

3.5.5 Células cariorrécticas (KR)

Estas células pueden estar en una etapa tardia de la apoptosis, sin embargo no ha
sido demostrado totalmente (Chen et al., 2006; Holland et al.,, 2008). Se
caracterizan agrupaciones de cromatina extendida por todo el nucleo y un patrén
nuclear densamente salpicado, indicativo de la fragmentacion nuclear que
conduce a la eventual desintegracion del nucleo (Tolbert et al., 1991b; Wyllie,
1981) (Ver figura 2 E).

3.5.6 Células picnéticas

Se cree que estas células pueden ser sometidas a una forma Unica de muerte
celular, aunque no se conoce su significado biolégico ni como se forman. Pueden
representar un mecanismo alternativo de la desintegracién nuclear (Tolbert et al.,
1991b; Wyllie, 1981). Se caracterizan por un pequefio nucleo encogido, con una
alta densidad de material nuclear que es uniforme (Thomas et al., 2009; Tolbert et
al., 1992). El diametro nuclear es generalmente de 1/3 a 2/3 de un nucleo normal

de una célula diferenciada (ver figura 2 F).

3.5.7 Células carioliticas (KL)

Son células en las que el nucleo carece de ADN y este se visualiza como una

imagen fantasma (Tolbert et al., 1991b; Wyllie, 1981). Por lo tanto, estas células
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se caracterizan por representar una etapa tardia del proceso de muerte celular

(ver figura 2 G).
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Figura 2 Diferentes tipos de células obtenidas mediante el ensayo citoma de
micronucleos, tomado y modificado de Tomas et al.,(2009)
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3.6 INDICE DE REPARACION (IR)

Es un biomarcador utilizado para medir los efectos sobre la dinamica del tejido,
producto de una exposicion a agentes genotoxicos, mediante la relacion de
biomarcadores de dafio celular (células carioliticas KL y células cariorrécticas KR)
y biomarcadores de dafio al ADN (células con micronucleos MN y células con
yemas nucleares BE), expresado en la formula: Rl = (KL + KR) / (MN + BE). Las
células cariorrécticas y yemas nucleares son considerados como estadios
morfologicos previos a las células carioliticas y la formacién de microndcleos,
estas formaciones metanucleadas son analizadas juntas para seguir los estadios
de degeneracién nuclear: clastogénesis, mutagénesis y carcinogénesis, durante el
proceso degenerativo de la homeodstasis del tejido epitelial de la mucosa oral. De
esta manera el indice de Reparacion (IR), podria reflejar la dindmica del tejido

epitelial hacia la carcinogénesis.(Ramirez and Saldanha, 2002).
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4. ANTECEDENTES

A lo largo de la historia humana, probablemente las exposiciones que generan
mayor contaminacién por particulas en el aire se produjeron en los hogares y se
siguen produciendo, mediante el uso de combustibles sdlidos como fuente de
coccion, secado, y de energia para calefaccion (Naeher et al., 2007). La
combustion residencial de combustibles sdélidos es ahora reconocida como una
fuente importante de particulas en muchos paises en via de desarrollo, y el
namero de estudios que investigan los efectos negativos para la salud asociados
con la exposicion al humo de este tipo de combustibles estd aumentando en la
actualidad (Bglling et al., 2009).

Segun la IARC y la Organizacion Mundial de la Salud, los problemas relacionados
con el uso de la biomasa y carbdén como recursos de energia han sido un tema de
preocupacion por mas de 3 décadas; cuyo fendmeno se ve reflejado en la
contaminacion del aire al interior de los hogares y con mayor énfasis en los paises
en via de desarrollo. Cuando se enfocé la atencion en el problema de la
contaminacién al interior de los hogares se revel6 el enorme potencial sobre la
afectacion de la salud; de hecho hay evidencia del vinculo con un mayor riesgo a
padecer de infecciones del tracto respiratorio, exacerbaciones de enfermedades
pulmonares inflamatorias, eventos cardiacos, apoplejia, enfermedades de los 0jos,
tuberculosis (TB), asma, problemas de vejiga, artritis, cancer e ingresos
hospitalarios por niveles altos de contaminaciéon del aire (Smith, 2000). El aire en
interiores segun la EPA 2003 es uno de los medios que mas contiene
contaminantes dafinos para la poblacion infantil (Wessels et al., 2003). Las
enfermedades en nifios asociadas a la contaminacion al interior del hogar son
comunmente de tipo respiratorias (neumonia, bronquitis, infecciones, deterioro de
funcién pulmonar, silbidos pectorales) (Boy et al., 2002; Dejmek et al., 1999;
Mavalankar et al., 1991; Mishra et al., 2004; Schei et al., 2004; Sram et al., 2005) y

problemas al nacer (patologias al nacer, bajo peso al nacer, deficiencia nutricional,
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anemia y crecimiento retardado) (Black et al., 2003; Liang et al., 1988; Murray et
al., 2001; Rudan et al., 2004).

Algunos estudios de toxicologia genética han evaluado la mutagenicidad del humo
de combustibles sdlidos (Alfheim and Ramdahl, 1984; Asita et al., 1991; Hytonen
et al., 1983). En todos los casos, los extractos del humo fueron mutagenicos en
sistemas bacterianos. Una serie de factores, incluyendo condiciones de
calentamiento y la concentracién de HAP, parecen jugar un papel importante en la
actividad mutagénica en general. Estudios realizados en animales revelan
informacion acerca de la carcinogenicidad y la toxicidad a causa de los
compuestos producidos por la combustion incompleta de combustibles sélidos.
Una exposicion cronica al humo de lefia en ratas y ratones demostro un desarrollo
de cancer, generalmente clasificados como adenocarcinomas (Cupitt et al., 1994;
Lewtas, 1993; Liang et al., 1988). Michael (1998) encontré una débil asociacion al
realizar un estudio caso-control con caninos para investigar si la exposicion
general a los fuegos de madera dentro de una residencia se asociaba con el

riesgo de cancer.

Estudios que evaltan la citotoxicidad y genotoxicidad en poblaciones humanas e
in vitro, demostraron que la exposicion al humo de la combustion incompleta de
combustibles sdlidos, genera un aumento de la frecuencia de MN, alteraciones
cromosémicas, dafio oxidativo del ADN, cambio en la expresion de genes (Bravo
and Leon, 2008; Danielsen et al., 2008; Danielsen et al., 2009; Delgado et al.,
2005; Herrera-Portugal et al., 2009; Kato et al., 2004; Musthapa et al., 2004).
Actualmente solo hay un estudio sobre genotoxicidad asociada a la exposicion al
humo de combustibles sélidos en poblaciones infantiles, este trabajo fue realizado
por Sisenando et al., (2012) donde nifios expuestos a la combustion de biomasa
tenian un incremento significativo en la frecuencia de micronucleos en células
exfoliadas del epitelio bucal. Ademas, es importante describir que se han evaluado
en el ambiente exterior algunos compuestos que hacen parte del humo, en forma

individual. Un estudio aleman de biomonitoreo en poblaciones humanas, evalué la
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exposicion a los hidrocarburos aromaticos policiclicos en trabajadores, madres y
nifios. Los niveles elevados de roturas de la cadena de ADN fueron detectados en
las madres y sus hijos (aproximadamente de 6 afios) en comparacién con las
madres y los nifios de una zona rural (Wilhelm et al., 2007). Una exposicion a
productos quimicos como los Hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPs) en una
poblacion de nifios <14afios en la ciudad de México, indica que los altos niveles
de HAP ambiental, representan un riesgo potencial para la salud, y ademas
inducen un dafio genético de gran importancia evaluado mediante el ensayo
cometa y el biomarcador 1-Hidroxipireno (Sanchez-Guerra et al., 2012).
Mediciones de los quiebres de cadena simple del ADN e incremento de los niveles
de 8-Hydroxy-2’-deoxyguanosina, en celulas del epitelio nasal en una poblacion de
nifios <13 afios expuestos a altos niveles de contaminantes ambientales, de la
ciudad de México, indican que un dafio oxidativo puede resultar en un crecimiento
selectivo de células pre neoplasicas nasales, el cual puede aumentar con la edad
(Calderon-Garcidueiias et al., 1999). Un incremento de las AC de linfocitos de
sangre periférica se observd en nifios de la Republica Checa durante los afios
1980 y principios de 1990, expuestos a la contaminacion por el uso de carbon
vegetal en la industria metallrgica y en plantas de energia, los cuales se vieron
reducidos en afos posteriores por factores del estilo de vida y en especial por el
tipo de dieta (Rdssner et al., 2002). Sin embargo, también existen otros estudios
donde se evalla la exposicion al aire contaminado en nifios, y a pesar de que se
observa un incremento en los biomarcadores de dafio al ADN en células bucales,

este no es significativo (Celik et al., 2003; Huen et al., 2006).

De lo anterior, se concluye la ausencia de estudios concretos que permitan medir
el dafio genético que estan experimentando los nifios al ser expuestos al humo de
combustibles sélidos mediante biomarcadores sensibles y minimamente invasivos,
esto permite que el desarrollo del estudio tenga relevancia a nivel cientifico y
social. De tal manera, que el uso del ensayo citoma de micronucleos en células

bucales se pueda proponer como un sistema de evaluacion de riesgo temprano.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto citotoxico, genotdxico e indice de reparacion en el epitelio bucal
de nifios expuestos al humo de combustibles so6lidos mediante el ensayo citoma

de micronucleos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto citotéxico y genotoxico por la exposicion cronica al humo de
combustibles soélidos en células del epitelio bucal, mediante la frecuencia de los
biomarcadores de citotoxicidad o muerte celular (células con cromatina
condensada, cariorrécticas, picnoticas y carioliticas) y dafio genotoxico
(micronucleos, yemas nucleares y células binucleadas), analizados mediante el

ensayo citoma de micronucleos.

Establecer el indice de reparacion del epitelio bucal de nifios expuestos al humo
de combustibles sélidos y compararlo con los biomarcadores de citotoxicidad y

genotoéxicidad.

Identificar la asociacién entre variables como la edad, dieta, etnia, peso al nacer,
caracteristicas de la exposicion y la frecuencia de los biomarcadores analizados

para el ensayo citoma de micronucleos
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6. MARCO METODOLOGICO

6.1 TIPO DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 a través de un monitoreo genético, de tipo corte transversal,
utilizando biomarcadores de efecto mediante el ensayo citoma de micronucleos,
en un grupo de nifios en el departamento del Cauca. El tamafio de la muestra de

la poblacion se realizd por conveniencia.

6.2 POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

La poblacion objeto de estudio esta conformada por 54 nifios con edades de 5 a
15 afos expuestos al humo de combustibles solidos y 54 nifios referentes no
expuestos al factor de riesgo, provenientes de zonas rurales de los municipios del

Tambo y Morales del departamento del Cauca.

6.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Para incluir a los nifios en el estudio debieron estar dentro del rango de edad, que
habitaran en el departamento del Cauca, no consumir 0 estar expuestos
directamente al humo de cigarrillo, sustancias toxicas en general como
plaguicidas, sustancias psicoactivas, solventes organicos, que puedan alterar la
frecuencia de los biomarcadores a evaluar. Los criterios de exclusion fueron:
haber sido irradiados en la cavidad oral en los uUltimos 6 meses, que tengan
enfermedades cronicas como cancer, herpes, hepatitis, enfermedades

neurodegenerativas y que posean infecciones en la cavidad oral.

6.4 SELECCION DE LA MUESTRA

Con el fin de motivar a la poblacién a participar, se realizaron charlas donde
claramente se socializaron los objetivos del estudio, la importancia de éste y los

peligros para la salud de la exposicibn al humo de combustibles sélidos.
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Posteriormente a los padres de los nifios seleccionados se les aplico una encuesta
en las que se obtuvieron informacion relacionada con caracteristicas socio-
demograficas, estilo de vida, etnicidad, enfermedades respiratorias e infecciosas,
indice de masa corporal, tiempo, tipo e intensidad de exposicién, ubicacién de la
cocina, antecedentes personales, familiares y nutricion. Los grupos se aparearon
por variables como la edad, sexo, género y etnia. El indice de masa corporal se
calcul6 para cada nifio, mediante la férmula IMC= Peso/talla?, y se tuvieron en
cuenta las categorias establecidas segun la Organizacion Mundial de la Salud.

6.5 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE CELULAS DEL EPITELIO DE LA
MUCOSA BUCAL

Para realizar la obtencion de las muestras del epitelio bucal, a los padres de los
nifos seleccionados que decidieron participar en el estudio, se les hizo firmar el
respectivo consentimiento informado. La toma de la muestra en cada nifio se
realizd de manera voluntaria, sin que aquellos sufrieran algun tipo de lesion. Las
muestras se tomaron mediante el raspado de la mejilla interior con un cepillo
citoloégico nuevo y estéril a cada uno de los nifios expuestos y referentes, el cual
se depositd en el buffer bucal (Tris HCI 1,6 g/L; EDTA 1,2 g/L; NaCl 37,2 g/L), bajo
condiciones de asepsia, siguiendo las normas de bioseguridad. Las muestras se
transportaron al laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la
Universidad del Cauca, donde se procesaron bajo las condiciones del protocolo

del ensayo citoma de micronudcleos en células exfoliadas de la mucosa bucal.

6.6 ENSAYO CITOMA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS BUCALES
(PREPARACION CELULAR, TINCION, REGISTRO).

La solucién que contiene el frotis de la cara interna de la mejilla se le agregan
50uL Dimetilsulfoxido (DMSO) y se pipetea durante 5 minutos, se centrifuga a

1800 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos. El sobrenadante se
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descarta, se agregan 30pL DMSO, 5 mL de buffer bucal y se centrifuga
nuevamente a 1800 RPM durante 10 minutos (se repite 2 veces, disminuyendo la
cantidad de DMSO agregado, 20uL y 10uL respectivamente). Cuando se haya
descartado el sobrenadante se procede a agregar 5 gotas de metanol frio al 80%.
La preparacion celular se extiende sobre una placa limpia codificada y se fijan las

células con metanol frio al 80% durante 20 minutos.

La placa con el extendido celular se introduce en etanol a diferentes
concentraciones (50% y 20%) durante 1 minuto. Se somete la placa a un lavado
en agua miliQ durante 2 minutos y se trata 30 minutos con HCI 5M.
Posteriormente se lava con agua de grifo durante 2 minutos y se colocan 5
minutos en el reactivo de Shifft calentado previamente. Pasado este tiempo se
lava nuevamente con agua de chorro durante 2 minutos y con agua miliQ otros 2
minutos. Las placas se sumergen en fast Green de 5 a 10 segundos y se enjuagan
con agua de grifo. Por ultimo se observa al microscopio a un objetivo de 100X, el
contraste entre el citoplasma (verde) y el ndcleo (fucsia). Se registran Células
basales, diferenciadas, binucleadas, picnoticas, cariorrécticas, con cromatina
condensada, carioliticas, yemas nucleares y micronucleos en 2000 células totales.
Las frecuencias de los diversos tipos de células en el ensayo son representadas:
namero de células con efectos genotoxicos y citotoxicos en 1.000 o en porcentaje.
El calculo del indice de reparacion se lleva a cabo mediante la siguiente férmula
frecuencia de células cariorrécticas (KR) + frecuencia de células carioliticas (KL)/

frecuencia de microndcleos (MNi) + frecuencia de yemas nucleares (NBUD)

6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron sistematizados y analizados utilizando el paquete
estadistico SPSS version 11.0 para Windows (SPSS Inc. Chicago, IL). Para
realizar el andlisis de la prueba de hipotesis que compara los grupos con respecto
a las variables cuantitativas, se usaron pruebas de normalidad (Kolmogorov-

Smirnov), homogeneidad de varianza (Levene). En cuanto al dafio celular y la
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comparacién entre los grupos se utilizaron pruebas no paramétricas (Kruskall
Wallis y U-Mann-Whitney). Para observar la relacion de dependencia entre el
factor de exposicidn y las variables cualitativas se usa la prueba de Chi-cuadrado.
Los datos categorizados se analizardn mediante regresion logistica binaria y
correlacion de Spearman. Un nivel de significancia a < 0.05 fue utilizado como
criterio para rechazar la hipétesis nula (Ho), con un intervalo del 95% de

confianza.
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7. RESULTADOS

7.1 CARACTERIZACION DEMOGRAFICA DE LA POBLACION OBJETO DE
ESTUDIO

En la tabla 1 se resumen las caracteristicas demograficas de la poblacién objeto
de estudio (54 expuestos y 54 referentes). El 13% de la poblacién expuesta
presenta un peso al nacer inferior a 2500g y tienen en promedio 110 gramos
menos que el grupo referente. La edad promedio de los nifios expuestos fue 10,11
+ 2,64 afos y de los nifios referentes fue de 10,19 * 2,54 afos. La etnia que se
presentd con mas frecuencia fue la mestiza tanto en expuestos como en
referentes con un 40,7%. EIl 48,1% de mujeres y el 51,9% de hombres conforman
la poblacion expuesta, mientras que en la poblacién referente, el porcentaje de
individuos femeninos y masculinos eran iguales, es decir del 50%. Al realizar la
comparacion entre los dos grupos de estudio, se determind que estaban
apareados correctamente, excepto para actividad fisica y dieta, variables que se
tuvieron en cuenta como posibles “factores de confusion”. En todos los hogares
de los nifilos expuestos utilizaban lefia como combustible solido, y el tipo de
combustibles que utilizaban los hogares en el grupo referente era 53,7% gas y

46,3% energia eléctrica.

Tabla 1 Caracterizacion Demografica de la poblacién objeto de estudio.

Referente Expuestos p?
N=54 N=54
Media D.E Media D.E
Edad (afios) 10,11 2,64 10,19 2,54 1,00
indice de masa corporal (Kg/cm?) 18,78 3,17 17,08 2,62 0,19
Peso al nacer (g) 3273,30 479,0 3163,9 6115 0,13
N % N %
Tipo de combustible
Lefa 0 0 54 100
Gas 25 53,7 0 o -
Energia 29 46,3 0 0
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Tabla 1. Continuacién.

N % N %
Etnia
Blanca 12 22,2 13 24,1
Negra 18 33,3 16 29,6
Mestiza 22 40,7 22 40,7 0,95
Mulato 2 3,7 3 5,6
Genero
Femenino 27 50 26 48,1
Masculino 27 50 28 51,9 0,85
Actividad fisica
(horas al dia)
1-3 Horas 44 81,5 51 94,4
>4 Horas 7 18,5 2 5,6 0,05
Dieta
Frecuencia de consumo de
alimentos ahumados
Nunca 33 61,1 9 16,7
Algunas Veces (mensual, anual) 21 38,9 41 75,9 0,00
Siempre (diario, semanal) 0 0 4 7,4
Frecuencia de consumo alimentos
ahumados/salados
Nunca 37 68,5 24 44,4
Algunas Veces (mensual, anual) 17 31,5 27 50,0 0,00
Siempre (diario, semanal) 0 0 3 5.6
Pescado
Alto (diario, semanal) 29 53,7 17 32,1
Bajo (mensual, anual) 24 46,3 36 67,9 0,02
Vegetales-Frutas
Alto (diario) 48 88,9 47 87,0
Bajo (semanal, mensual, anual) 6 11,1 7 13,0 0,76

®Prueba de Chi-Cuadrado
N= ndmero de sujetos, D.E= Desviacion estandar
En la tabla 2, se muestra que la poblacion expuesta al humo de combustibles
sélidos presenta un aumento significativo en la frecuencia de alteraciones
respiratorias, oculares y neurolégicas comparadas con el grupo referente, de las
gue se destacan, infecciones respiratorias bajas (12,2%), conjuntivitis (2,5%) y
dolor de cabeza (89,7%), pero ninguna de éstas condiciones de salud altera la
frecuencia de los biomarcadores evaluados. Ademas, en la poblacién expuesta, el

74,1% de nifios tienen un peso insuficiente al normal (<18,5kg/cm?) o delgadez no
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muy pronunciada, segun los valores calculados para el indice de masa corporal y

criterios clinicos definidos por la Organizacion Mundial de la Salud.

Tabla 2 Condiciones de salud de la poblacidén objeto de estudio.

Referente Expuesto
(N=54) (N= 54)
Condiciones de salud N % N %
indice de masa corporal
2 peso insuficiente al normal (<18,5Kgicm?) 34 315 40 74,1
Respiratorias*
Tos Seca 4 7,4 23 65,7
Infecciones respiratorias bajas 3 5,5 6 12,2
Oculares*
Irritacion Ocular 10 18,5 35 87,5
Neurolégicas*
Dolor de Cabeza 14 25,9 35 89,7

* Prueba de Chi-Cuadrado
N= ndmero de sujetos

a segun criterios de la Organizacién Mundial de la Salud

Las caracteristicas de la exposicion e infraestructura del hogar se muestran en la
tabla 3. El 87% de los nifios estuvo expuesto de 8 a 15 afios, incluyendo el tiempo
de desarrollo intrauterino. El rango de horas de exposicion al dia varia entre 1-6
horas, estratificadas en mayor y menor a 3 horas segun la informacion reportada
por las madres en el momento de realizar la encuesta. El tiempo que permanecia
prendido el fogon en el 92,6% de los hogares era mayor a 4 horas. El 29,6% de
hogares limpiaban dos veces a la semana las paredes de su hogar o lo hacian
guincenalmente. Entre las caracteristicas de infraestructura del hogar se
encuentra que el 16,7% de hogares poseian una cocina sin ventilaciéon, el 29,6%
tenian la cocina dentro de la casa y el 62,5% de esta poblacion, la cocina estaba

ubicada junto a la sala.
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Tabla 3 Caracterizacion de la exposicion.

Variables N %

Tiempo de exposicion en horas

<3 27 50,0

>3 27 50,0
ARos de exposicion

1-5 6 11,1

6-10 22 40,8

11-15 26 48,1

Cocina con ventilacion

No 9 16,7

Si 45 83,3
Ubicacion de la Cocina

Dentro de la Casa 16 29,6

Fuera de la Casa 38 70,4
Ubicacion de la cocina dentro de casa

Junto a la sala 10 62,5

Junto a las habitaciones 6 375

Limpieza de paredes

Nunca 24 44,44
Diario 7 12,96
2 Veces Semana 4 7,40

Semanal 7 12,96
Quincenal 12 22,22

N= ndmero de sujetos

7.2 EFECTO GENOTOXICO, CITOTOXICO Y DETERMINACION DEL INDICE
DE REPARACION EN CELULAS BUCALES DE NINOS EXPUESTOS AL HUMO
DE COMBUSTIBLES SOLIDOS.

En la figura 3, se pueden observar los biomarcadores de genotdxicidad y
citotoxicidad identificados durante este estudio. La tabla 4, muestra la frecuencia
de los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad para la poblacion referente

y expuesta al humo de combustibles solidos.
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Figura 3. Imagenes de los diferentes biomarcadores de genotoxicidad y muerte celular

vistos al microscopio con una magnificacion de 100X. a) Célula diferenciada; b) Célula
con micronucleos; c¢) Célula binucleada; d) Célula con cromatina condensada; e) Célula
picnaética; f) Célula cariolitica; g) Célula Cariorréctica.

7.2.1 FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS Y CELULAS BINUCLEADAS

La frecuencia de micronucleos (0,74 = 1,10) fue el doble y de las células
binucleadas 1,7 veces mayor (3,44 = 3,74) en el epitelio bucal de los nifios
expuestos, comparado con la frecuencia de microndcleos (0,37 = 0,75) y de
células binucleadas (2,02 + 2,62) reportadas para el grupo referente. Sin embargo

esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,07, p=0,10).

7.2.2 FRECUENCIA DE LOS BIOMARCADORES DE CITOTOXICIDAD O
MUERTE CELULAR

La evaluacion de las frecuencias de los biomarcadores de citotoxicidad, células
cariorrécticas, células picnéticas, células carioliticas, y células con cromatina
condensada fueron significativamente mas altas en el grupo expuesto que en el

grupo referente (p< 0,01).
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7.2.3 INDICE DE REPARACION

El indice de reparacion en expuestos (24,04t 26,20) es mayor que en los
referentes (19,01 + 13,52), no se hallo diferencias significativas (p=0,84).

Tabla 4 Frecuencia (%) general de los biomarcadores de genotoxicidad,
citotoxicidad e indice de reparacion en la poblacién de estudio.

Biomarcadores Referente Expuesto p?

(n°/1000 células) Media + D.E Media + D.E
Micronucleos 0,37+ 0,75 0,74+1,10 0,07
Células Binucleadas 2,02 £ 2,62 3,44 + 3,74 0,10
Células Cariorrecticas 6,17 £ 6,44 15,07 + 14,03 0,00
Células Picnoticas 17,22 + 28,04 22,02+ 23,53 0,02
Células Carioliticas 17,30 + 24,69 28,89 + 34,50 0,01
Células con cromatina condesada 2,19+ 4,84 11,09 £ 11,81 0,00
indice de Reparacion 19,01 + 13,52 24,04 + 23,20 0,84

D.E= Desviacion estandar
®prueba estadistica de Kruskall — Wallis

7.3 EFECTO MODULADOR DEL ESTILO DE VIDA Y CARACTERISTICAS DE
LA EXPOSICION, SOBRE LOS BIOMARCADORES DE GENOTOXICIDAD:
MICRONUCLEOS Y CELULAS BINUCLEADAS

En la tabla 5, se describen las caracteristicas del estilo de vida y la exposicion que
afectaron la frecuencia de los biomarcadores de genotoxicidad. Al comparar la
frecuencia media de micronucleos de individuos que poseen la cocina dentro de la
casa (1,13 + 1,45) e individuos cuya cocina era adyacente a la sala (1,40 + 1,64),
con el grupo referente (0,034 + 0,75) se observd una diferencia significativa
(p=0,05, p=0,046, respectivamente). Por su parte, se presenta un incremento
significativo en la frecuencia de células binucleadas en nifios expuestos asociadas
con la variable limpieza de paredes, en las categorias: “dos veces a la semana”
(7,25 £ 4,78;p=0,01) y “quincenal” (6,00 £ 3,41; p=0,00), comparados con el grupo
referente (2,02 + 2,62).
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Tabla 5 Efecto de las variables demogréficas, del estilo de vida y la

exposicion sobre la frecuencia (%o) de micronucleos y células binucleadas.

Referente (N=54)

Expuesto (N=54)

MN (%o) BN (%o) MN (%o) BN (%o)
Individuos totales 0,37+0,75 2,022,622 0,74+1,10 3,44 + 3,74
Edad (afios)
<9 0,67+1,08 250+3,25 0,59 +1,00 3,12 + 3,38
>9 0,22+0,42 1,78+2,25 0,81 +1,15 3,59 + 3,93
Genero
Femenino 0,22+0,50 1,89+2,83 0,54 +0,79 3,36 + 3,83
Masculino 0,52+0,89 2,15+2,44 0,96 + 1,34 3,54+ 3,72
Etnia
Blanca 0,25+0,45 2,08+ 3,50 0,62 + 0,87 2,92 +3,35
Negra 0,44+061 1,61+257 0,38 + 0,61 2,69+ 3,51
Mestiza 0,18+ 0,50 2,32+2,29 1,14 +1,42% 4,55+ 4,19
Mulato 0,16 +0,18 2,00+ 1,00 0,22+ 0,25 2,10+ 2,01
Ubicacién De La Cocina
Dentro de la casa -- - 1,13 +1,45° 3,44 + 3,45
Fuera de la casa -- -- 0,58 + 0,89 3,45+ 3,81
Ubicacion cocina dentro de la
casa
Junto a la Sala - -- 1,40 + 1,64° 3,60 + 4,24
Junto a las Habitaciones -- -- 0,67 £1,03 3,17 +£2,92
Limpieza de las paredes
2 Veces Semana - - 0,25 + 0,50 7,25 + 4,78°
Quincenal - - 0,83 +1,03" 6,00 + 3,41°
Actividad fisica
(horas al dia)
1-3 Horas 0,42+1,16 2,00+ 2,55 0,69 + 1,09 3,50 + 3,54
>4 Horas 0,36 +0,75 2,21+2,85 1,33 + 0,55° 6,67 + 5,85°
Consumo de alimentos
ahumados
Nunca 0,45+ 0,87 1,82+ 2,40 0,44 + 0,88 4,00 + 4,97
Algunas Veces 0,24+ 0,44 2,33 2,97 0,85+ 1,17 3,66 + 3,51°
Dieta
Pescado
Alto (diario, semanal) 0,40+0,75 1,90+ 2,67 0,66 + 1,09 3,7+ 3,62
Bajo (mensual, anual) 0,00+ 0,00 3,50+1,29 1,10 +1,10° 5,50 + 4,01°
Vegetales - Frutas
Alto (diario) 0,42+ 0,77 2,02+ 2,60 0,66 + 1,06 3,36 + 3,87
Bajo (semanal, mensual, anual) 0,0 + 0,0 3,03+ 2,00 1,29 + 1,25° 4,00 + 2,95

Resultados son expresados como Media + Desviacién estandar Mn=micronucleos, BN=Células binucleadas

%o numero de micronucleos o células binucleadas/1000 células

* p< 0,05, Prueba Estadistica de U-Mann Whitney

#p<0,05 Comparado con etnia blanca-negra
® p<0,05 Comparado con el grupo referente
¢ p<0,05 Comparado con 1-3 hora/dia de actividad fisica

4 p<0,05 Comparado con nunca consumo de alimentos ahumados

¢ p<0,05 Comparado con alto consumo

N= namero de sujetos
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Se compararon condiciones de alto riesgo que incluyen variables del estilo de vida
como alta actividad fisica y bajo consumo de frutas, verduras y pescado en
individuos expuestos, frente a los individuos del grupo referente, cuyas
caracteristicas eran mas favorables, es decir actividad fisica moderada y alto
consumo de frutas, verduras y pescado. Los nifios expuestos al humo de
combustibles sélidos que practicaban una actividad fisica mayor a 4 horas al dia,
tenian un aumento significativo de la frecuencia de microndcleos (1,33 + 0,55; p=
0,021) y células binucleadas (6,67 + 5,85; p=0,048), con respecto a los nifios
referentes que practicaban de 1-3 horas diarias (0,42 + 1,16 y 2,00 £ 2,55,
respectivamente). En cuanto a la dieta, los nifios expuestos que reportaron un
consumo bajo de vegetales-frutas y pescado, mostraron una frecuencia
significativamente mas alta de micronucleos (1,29 + 1,25; p=0,026 y 4,00 + 2,95;
p=0,046, respectivamente) y células binucleadas (1,10 + 1,10; p=0,017 y 5,50 £
4,01; p=0,021, respectivamente) en comparaciéon con los nifios referentes que
tuvieron un consumo alto de estos mismos alimentos. Ademas, los nifios
expuestos que consumian algunas veces alimentos ahumados, mostraron una
diferencia significativa (3,66 + 3,51; p=0,037) en las células binucleadas, respecto

a los nifos referentes que nunca consumian este tipo de alimento (1,82 + 2,40).

Otra variable que podria estar influyendo en la frecuencia de los biomarcadores
de genotoxicidad, es la etnia, ya que se puede observar que los individuos de
etnia mestiza presentan un incremento significativo en la frecuencia de
micronucleos (1,14 + 1,42; p=0,006) y células binucleadas (4,55 * 4,19; p=0,049)
respecto a los referentes de la misma etnia (0,18 + 0,50 y 2,32 + 2,29,
respectivamente). Asimismo, al comparar los individuos expuestos de etnia
mestiza con los individuos referentes de etnias blanco (0,025 + 0,045 y 2,08 +
3,50; p<0,05) y negro (0,44 + 0,61 y 1,61 + 2,57; p<0,05) se encuentran

diferencias significativas para los biomarcadores de genotoxicidad.
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Se observa en la figura 4, que la frecuencia de micronacleos y células
binucleadas aumentan con el tiempo de exposicion al humo de combustibles
solidos, pero la correlacion no fue estadisticamente significativa (p>0,05). El
tiempo de exposicion afecta en un 1,8% la frecuencia de micronucleos y en un
6,8% la frecuencia de células binucleadas.
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Figura 4. Andlisis de asociacion de la frecuencia de micronucleos y células
binucleadas y el tiempo de exposicion al humo de combustibles sdlidos.

a) Frecuencia de micronudcleos-afios de exposicion b) Frecuencia de células
binucleadas-afios de exposicion.

74 EFECTO DE LAS VARIABLES DEL ESTILO DE VIDA Y

CARACTERISTICAS DE LA EXPOSICION SOBRE LOS BIOMARCADORES DE
CITOTOXICIDAD O MUERTE CELULAR

La frecuencia de células con cromatina condensada, cariorrécticas, picnéticas, y
carioliticas se ven incrementadas por las variables: etnia, género, ubicacién de la

cocina dentro de la casa, actividad fisica y dieta. La diferencia fue
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estadisticamente significativa para todos los biomarcadores de muerte celular
(p<0,001) como se observa en la tabla 6. Los biomarcadores de muerte celular
gue presentan mayor alteracién en sus frecuencias son las células cariorrécticas y
con cromatina condensada, seguido de las células carioliticas y picnéticas, cuando
se comparan con el grupo referente. En la figura 5, los afios de exposicion afectan
en un 18,6% la frecuencia de los biomarcadores de muerte celular; de manera que
cuando aumentan los afios de exposicion disminuyen la frecuencia de los

biomarcadores; aunque esta relacion no es estadisticamente significativa
(p=0,182, R=-0,18).
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200=
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Biomarcadores de Muerte Celular

1 T 1 1
5,0 7,5 10,0 12,5

ANOS DE EXPOSICION

1Biomarcadores de Muerte Celular = 150,69 + -6,97 * Afios_exposicio
R-cuadrado = 0,08

Figura 5. Andlisis de asociacion de los biomarcadores de muerte celular el tiempo
de exposicion al humo de combustibles sélidos.
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Tabla 6. Efecto de

las variables
biomarcadores de muerte celular.

demogréficas, del estilo

de vida y exposicion sobre las frecuencias (%o) de los

REFERENTE (N=54)

EXPUESTO (N=54)

CR (%o) PIC (%o) CL (%o) CC (%o) CR (%) PIC (%) CL (%o) CC (%o)
Individuos totales 6,17+6,44  17,22+28,04 17,30+£24,69 2,19+4,84 15,07 + 14,03  22,02+23,53  28,89+3450 11,09+ 11,81
Edad (afios)
<9 6,22 + 6,62 15,72 + 30,26 14,11 + 20,64 2,89+6,79 15,71 + 14,40* 15,71 + 14,89 27,12 + 32,64 12,94 + 13,04*
>9 6,14 + 6,45 17,97 + 27,27 18,89 + 26,62 1,83 + 3,56 14,78 + 14,05* 24,92 + 26,25 29,70 + 35,88 10,24 + 11,29*
Etnia
Blanca 4,42 + 4,69 22,17 £ 39,77 14,42 + 23,71 2,42 + 4,99 9,23+7,90 27,31 + 31,87 43,00 £41,07* 9,69 +11,93*
Negra 5,78 +7,48 15,56 + 11,97 25,44 + 28,68 2,11 +2,94 14,31 + 18,00 22,69 + 24,54 32,88 + 36,62 10,81 + 11,61*
Mestiza 7,45 + 6,47 11,18 + 18,42 11,77 + 20,91 2,05 +6,20 15,77 + 8,11* 17,05 + 14,84 16,50 + 26,45 10,64 + 11,81*
Mulato 6,00+ 7,07 12,18 + 18,12 22,00 £ 31,11 3,00 +2,82 7,32 +6,15 15,00 + 18,80 37,33 + 28,36 4,00 +12,22
Genero
Femenino 6,22 + 7,09 14,56 + 26,97 17,48 + 26,26 1,67 +2,52 17,04 +17,71* 26,61 + 28,84 39,07 +£ 39,30 12,82 + 11,96*
Masculino 6,11 + 5,86 19,89 + 29,33 17,11 + 23,53 2,70 £+ 6,39 12,96 + 8,36* 17,08 + 15,05* 17,92 + 24,78* 9,23+ 11,59*
Ubicacién De La Cocina
Dentro De Casa
Junto ala sala -- -- -- -- 21,60 +20,20% 36,60+31,66% 49,90+46,11% 10,40 +11,63%
Junto a las habitaciones -- -- -- -- 23,50 + 20,60 8,67 + 3,23 13,50 £ 22,34 16,67 *+ 14,25°
Actividad Fisica
(Horas al dia)
1-3 Horas 6,52 + 6,39 18,77 +£ 30,39 17,75+ 24,54 2,39+5,26 15,00 + 14,31 22,65 + 24,01 30,06 + 35,14 10,98 + 11,53
>4 Horas 3,43+4,11 5,86 +4,81 8,71+ 14,23 1,29+2,21 17,50 +12,02* 11,00 +12,72* 9,50 +9,19* 19,50 + 21,92*
Dieta
Frecuencia de consumo de alimentos
ahumados
Nunca 6,09+ 6,78 16,18+ 23,70 20,61+2595 1,64+ 3,32 18,00 + 19,69* 26,67+ 34,60 42,56+ 45,01 16,11 + 16,57
Algunas Veces 6,29+ 6,03 18,86+ 34,35 12,10+ 22,12 3,05+ 6,57 14,34+ 12,44 20,39+ 20,47* 25,05+ 32,72* 10,54 + 10,85*
Frecuencia de consumo alimentos
ahumados/salados
Nunca 6,35+ 6,66 16,62 + 23,56 20,73+26,95 1,46+ 3,13 19,17 £18,33* 28,71 +30,39 30,79 +39,98* 13,17 +13,93*
Algunas Veces 5,76 + 6,13 18,53 + 36,78 9,82+17,34 3,76 +7,19 12,33 + 8,39* 16,96 + 15,25 19,56 + 27,92 10,11 £ 9,92~
Pescado
Alto (diario, semanal) 6,14 + 6,59 21,07 + 34,50 20,03+28,30 2,41+3,81 18,41 £ 20,90* 25,06 + 24,44* 39,35+ 35,06* 13,24 + 14,48*
Bajo (mensual, anual) 6,08 + 6,52 12,88 + 17,93 14,71 £20,02 2,00 + 6,00 13,22 +9,31*° 18,28 + 18,70 21,50 + 30,16 10,08 + 10,59*°
Vegetales-Frutas
Alto (diario) 5,92 + 6,28 17,15 + 29,55 14,98 +£22,33 2,38 +5,08 15,30 + 14,90* 22.83 +23,95* 30,11 +33,43* 11,34+12,17*
Bajo(semanal, mensual, 8,17 + 8,01 17,83+ 11,14 35,83+36,23 0,67+1,63 13,57 + 5,94° 16,57 + 21,30 20,71 £ 43,12 9,43 +9,73*°
anual)

Resultados son expresados como Media £ Desviacion estandar CR= Células Cariorrécticas, PIC= Células Picnoticas, CC= Células con Cromatina condensada.
%o numero de formaciones metanucleadas/1000 células
p< 0,05 comparado con la media del grupo referente

b p< 0,05 comparado con consumo Alto

*p< 0,05, Prueba Estadistica de U-Mann Whitney

N= numero de sujetos
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7.5 CORRELACIONES ENTRE MICRONUCLEOS, CELULAS BINUCLEADAS,
INDICE DE REPARACION Y BIOMARCADORES DE MUERTE CELULAR.

En la tabla 7, se observa una correlacion positiva entre la frecuencia de

microndcleos y la frecuencia de células binucleadas. Hay una correlacion positiva

entre micronucleos e indice de reparacion, y células binucleadas e indice de

reparacion. El analisis de correlacién de Spearman mostré que el aumento de las

células cariorrécticas es dependiente del aumento de las células binucleadas, y el

aumento de las células con cromatina condensada depende del aumento de la

frecuencia de células binucleadas, pero se observo una correlacion negativa entre

las células carioliticas y las células binucleadas, y entre las células picnéticas y las

células binucleadas.

Por dultimo en este estudio, se hall6 que entre los

biomarcadores de muerte celular que mostraban mayor significancia estadistica,

es decir, células cariorrécticas y células con cromatina condensada, hubo una

correlaciéon positiva, al

igual

que entre las que presentaban una menor

significancia, células carioliticas y células picnéticas.

Tabla 7 Correlaciones entre

citotoxicidad

los biomarcadores de genotdxicidad vy

MN BN CR cL cc PIC IR
MN p= 0,01 R=0,34* |p=0,33R=0,13 | p=0,18 R=-0,18 |p=0,79 R=0,04 |p=0,78 R=0,04 | p= 0,01 R=0,35*
BN p=0,02 R=0,32* | p=0,00 R=-0,43* | p=0,00 R=0,55* | p=0,05 R=-0,27* | p= 0,02 R=0,31*
CR p=0,63 R=-0,07 | p=0,00 R=0,50* | p= 0,21 R=0,17 | p= 0,82 R=0,03
cL p=0,96 R=0,00 | p=0,00 R=0,56* | p= 0,98 R=0,00
cc p=0,54 R=0,08 | p= 0,96 R=0,00
PIC p= 0,41 R=0,11
IR

MN= micronucleos, BN= células binucleadas, CR= células cariorrécticas, CL= células carioliticas, CC= células
con cromatina condensada, PIC= células picndticas, IR= indice de reparacion
*p<0,05, prueba de Rho Spearman
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8. DISCUSION

La contaminacién al interior del hogar por uso de combustibles sélidos constituye
uno de los principales problemas de salud publica, ya que, el material particulado y
los gases toxicos de la combustion incompleta, son una de las principales causas
de morbilidad (4% de la carga de enfermedad) y mortalidad (2 millones de muertes
al afio) de la poblacién expuesta (Rehfuess et al., 2011), en especial la comunidad
infantil. De esta manera, es importante identificar biomarcadores de exposicion y
técnicas sensibles en tejidos blanco para evaluar el riesgo de la poblacion infantil a
desarrollar enfermedades. En este estudio, se evalué el efecto genotoxico y
citotoxico de la exposicion residencial al humo de combustibles sélidos e indice de
reparacion en células exfoliadas del epitelio bucal en una poblacion infantil por
medio del ensayo citoma de micronucleos. Ademas, se tuvieron en cuenta otras
variables de la exposicion y del estilo de vida como ubicacion de la cocina,
limpieza de paredes, dieta y actividad fisica, para determinar si estas influenciaban
al dafo citotéxico y genotoxico. Se describieron, a su vez, algunas enfermedades
asociadas a la exposicion al humo de combustibles solidos encontrados en los
ninos como: enfermedades respiratorias bajas, enfermedades oculares y bajo

peso al nacer.

El epitelio bucal se establece como un tejido blanco de facil obtencion para evaluar
el dafio genético que se esta produciendo en los nifios expuestos al humo de
combustibles sdlidos, ya que, las células epiteliales de la mucosa bucal, son la
primera barrera de proteccion y con capacidad de metabolizar carcin6genos que
pasan a través de la ruta de inhalacion o ingestion a especies reactivas,
constituyéndose en un sitio vulnerable a efectos genotoxicos tempranos (Holland
et al.,, 2008). Ademas, aproximadamente el 90% de canceres humanos son

originados a partir de células epiteliales (Stellman and Finklea, 1999).

Se ha observado que la exposicion cronica del epitelio bucal a toxicos pueden

generar la aparicibn de cuerpos queratinicos (granulos en el citoplasma) sin
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contenido de ADN (Fontes et al., 2008), como ocurre frecuentemente en las
células epiteliales de las personas que utilizan biomasa como combustible sélido y
qgue suelen confundirse a menudo con micronucleos (Mondal et al., 2010). La
tincién de Fuelgen- Fast Green, especifica para el ADN, fue usada en este estudio
para la deteccibn de micronucleos, células binucleadas y biomarcadores de
citotoxicidad o muerte celular en células epiteliales de la mucosa bucal, ya que ha
demostrado ser el método mas consistente para identificar correctamente estas
estructuras (Holland et al., 2008; Thomas et al., 2009). De esta manera, al utilizar
la tincién especifica para el ADN disminuyeron los falsos positivos en el momento
de registrar el dafio gendmico o anomalias nucleares que estaban ocurriendo en

las células epiteliales.

La frecuencia de micronucleos y células binucleadas en el grupo de nifios
referentes esta por debajo de la frecuencia basal establecida en células epiteliales
bucales utilizando métodos de tincion especificos y no especificos para el ADN
(Bonassi et al., 2011), lo que indica que esta poblacion no presenta una exposicion
a agentes genotoxicos ambientales que puedan alterar la frecuencia de los
biomarcadores. El género y la edad no afectaron la frecuencia de micronucleos al
igual que en la revisidbn hecha por el HUMNXI y otros autores que avalan estos
resultados (Baier et al., 2002; Bonassi et al., 2011; N.T. Holland and Golden, 2001;
Neri et al.,, 2003a). La edad juega un papel importante en el incremento de la
frecuencia de micronucleos solamente a partir de los 40 afios (Bolognesi et al.,
1997; Jacobs and Doll, 1961; Richard et al., 1993), ya que, en edades inferiores, la
eficiente funcion que cumplen las enzimas de reparacion del ADN vy del
metabolismo en las células impiden que haya formacion excesiva de micronucleos
(Bohr and Michael Anson, 1995; Hanawalt et al., 1992; Randerath et al., 1992). En
cuanto al género, la frecuencia de micronucleos en células bucales no se ve
afectada, e incluso es ligeramente mayor en hombres que en mujeres (Bonassi et

al., 2011), a diferencia de los linfocitos en sangre periférica, en donde hay una
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asociacion entre el género femenino y una frecuencia mas alta de micronucleos,

tal vez por las caracteristicas especificas del tejido.

En nuestro estudio el tiempo de exposicién (1-15 afos) al humo de combustibles
sélidos mostré un aumento no significativo de la frecuencia de micronucleos y
células binucleadas (figura 4). La dindmica del epitelio bucal solo refleja un
acontecimiento genotéxico que se produjo en las células que se estuvieron
expuestas directamente y dividiéndose en la capa basal de 1-3 semanas, por ende
al estar renovandose constantemente el epitelio, las células que han sufrido dafios
después de este tiempo van a desaparecer (Stich et al, 1983). Sin embargo, en la
figura 4 se ve que el tiempo de exposicion afecta la aparicion de micronucleos y la
frecuencia de células binucleadas, lo que sugiere que durante una exposicion
constante, se produce un efecto adverso sobre el epitelio bucal, debido la cantidad
excesiva de toxicos presentes en el humo de biomasa, que son acumulados en los
pulmones, metabolizados y posteriormente transportados por el torrente

sanguineo, e interactian con las células basales del epitelio bucal.

Al realizar la evaluacion de la genotoxicidad, los nifios expuestos al humo de
combustibles sdélidos en este estudio tienen una frecuencia de micronucleos 2
veces mayor y de células binucleadas 1,7 veces mayor que el grupo referente
(tabla 3), sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa
(p=0,07, p= 0,10). Las causas que pudieron originar estos resultados son
atribuibles a: 1) amplia variacion interindividual representado en las medias y
desviacion estandar reportadas 2) tiempo de exposicion, porque segun los
resultados en Mondal et al., (2010), solamente a partir de los 15 afios de
exposicidon crénica al humo de biomasa es posible observar diferencias
significativas en los biomarcadores de genotoxicidad en las células del epitelio
bucal, debido a que la capacidad de reparacién de las células y la generacion de
antioxidantes se ve afectada por la edad y tiempo de exposicion; 3) horas de
permanencia en el hogar, ya que los nifios por su rango de edad (5 — 15 afos)

tienen que cumplir sus labores académicas diariamente, por lo tanto no estan
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expuestos durante el periodo de tiempo que se encuentran en el recinto escolar (4
horas al dia). Otros estudios tampoco observaron diferencias significativas en la
frecuencia de micronucleos en el epitelio bucal de nifios expuestos a fuentes de
hidrocarburos arométicos policiclicos, aunque hubo un incremento en la
frecuencia de este biomarcador (Celik et al., 2003; Huen et al., 2006). Por otro
lado, en India, Colombia y Brasil, mujeres y nifios expuestos a la combustion de
biomasa presentaron un incremento significativo en los biomarcadores que indican
dafio al ADN (micronucleos y células binucleadas en epitelio bucal, alteraciones
cromosomicas y ensayo cometa en linfocitos) (Bravo and Leon, 2008; Mondal et
al., 2010; Mondal et al., 2011).

A pesar de que no se ha observado diferencias significativas para los
biomarcadores de genotoxicidad entre los grupos evaluados durante este estudio,
los resultados y la literatura sugieren la presencia de algun evento que trae como
consecuencia el aumento de la frecuencia de micronucleos y células binucleadas
en los nifios expuestos. El humo producto de la combustion incompleta de los
combustibles solidos especialmente el de biomasa contienen elementos
mutagenos y carcinogénicos que incluyen benzo (a) pireno, 1,3-butadieno y
benceno (Zhang and Smith, 1996), que interactian directamente con las células
basales del epitelio bucal (Holland et al., 2008), o son llevados al tracto respiratorio
por inhalacion del material particulado. Los agentes toxicos son transportados en
el torrente sanguineo hasta el tejido conectivo adyacente a la capa basal de la
mucosa bucal, ahi interactian con las células madre que estan dividiéndose con
poca frecuencia (Ceppi et al.,, 2010). EI material particulado, los hidrocarburos
aromaticos policiclicos y sus metabolitos activos generan células aneuploides
(Hadnagy and Seemayer, 1986, 1988; Sjogren et al., 1996; Sram, 1999) e
inflamacion pulmonar y sistémica (Groopman et al., 1995), generando especies
reactivas de oxigeno, que inducen el rompimiento de cadenas sencillas en la
molécula de ADN (Ames et al., 1995; Danielsen et al., 2008; Lindahl and Wood,
1999; Mondal et al., 2010; Mondal et al., 2011; Schmid, 1975). Una vez se
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presentan las alteraciones en el material genético de las células basales, estas
expresan el dafio genotoxico a través de la formacién de microndcleos (Fenech
and Crott, 2002; Fenech et al., 1999) y células binucleadas (Shi and King, 2005;
Thomas et al., 2009)

Aunque no hubo diferencias significativas en el grupo total de expuestos y
referentes en la frecuencia de micronucleos y células binucleadas, si se observo
una diferencia cuando se compararon estos biomarcadores con variables tales

como la etnia, ubicacion de la cocina y limpieza de paredes.

La etnia, como variable que podria estar modulando el efecto genotdxico sobre los
individuos expuestos al humo de combustibles soélidos, se observo cuando la
frecuencia de micronucleos y células binucleadas era significativamente mas alta
en nifos expuestos de etnia mestiza, comparado con los nifios referentes de etnia
mestiza, negra y blanca, lo que indica una variabilidad en cuanto a la respuesta a
los agentes genotoxicos entre estas etnias. Se sugiere que uno de los factores de
variabilidad entre etnias son los polimorfismos de genes involucrados en el ciclo
celular (P53) y metabolismo (CYP1A1l) (Feigelson et al., 1998; Garte, 1998; Wu et
al., 2002). De los pocos estudios donde se incluye a la poblacion infantil y la
susceptibilidad genética asociado a la contaminaciéon ambiental, Sdnchez-Guerra
et al.,, (2012) encontraron que el polimorfismo CYP1A1*2C (heterocigoto y
homocigoto mutante) puede afectar a las enzimas encargadas de metabolizar los
hidrocarburos aromaticos policiclicos e incrementar el riesgo de los nifios a sufrir
dafos en el ADN. Sin embargo, es importante realizar mas estudios en nifios que
confirmen la susceptibilidad genética a los toxicos presentes en el humo de

combustibles sélidos.

Al asociar las variables de exposicion, sélo el grupo de nifios en cuyas viviendas la
cocina se encontraba al interior del hogar y junto a la sala mostraban un aumento
significativo en la frecuencia de micronucleos y células binucleadas con respecto

al grupo referente, mientras que en los niflos cuyas cocinas estaban ubicadas
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afuera del hogar, no se hall6 diferencia estadistica para estos biomarcadores. Los
resultados muestran también que cuando en los hogares la limpieza de paredes
se realizaba cada quince dias, habia aumento significativo de la frecuencia de
microndcleos comparado con el grupo referente, en cambio, cuando la limpieza de
paredes se llevaba a cabo 2 veces a la semana, no habia una variacién
significativa. Tzintzun-Cervantes et al., (2005), encontraron que aun después de
implementar estufas eficientes, las concentraciones de material particulado PM2.5
eran elevadas y alcanzaban el exterior de la casa. En un estudio llevado a cabo en
India en mujeres expuestas a la combustion de biomasa, observaron que las altas
concentraciones de material particulado estaban relacionadas con la ubicacion de
la cocina dentro y junto a la sala, a su vez, estas mujeres tenian una frecuencia de
micronucleos mayor comparado con otras mujeres cuyas cocinas estaban
separadas de la casa (Mondal et al., 2010). El material particulado (PM10 y
PM2,5), al ser formado inicialmente a partir de la condensacion de gases producto
de la combustion incompleta de material organico, se dispersa rapidamente y
puede ser transportado a distancias largas y cortas (Masters et al., 1997; Shojaei,
1998; Squier and Kremer, 2001; Veiro and Cummins, 1994). De tal manera, que al
permanecer el fogon prendido durante muchas horas, el humo sale exacerbado al
exterior y es muy facil que el material particulado pueda quedarse adherido,
incluso a las superficies porosas como madera y tierra, que son el principal
componente de estos hogares (Jin et al., 2005); este fendmeno sucede con mayor

frecuencia en hogares donde no se hace una limpieza adecuada de la vivienda.

Caracteristicas del estilo de vida también influyen en la frecuencia de los
biomarcadores de genotoxicidad, ya que, al realizar una actividad fisica mayor a 4
horas en los nifios expuestos frente al grupo referente que hacian de 1-3 horas, se
observé un aumento significativo en la frecuencia de micronucleos y células
binucleadas. Aunque la actividad fisica puede aumentar el sistema de defensa
antioxidante (Amani A R, 2010; Clarkson and Thompson, 2000), repeticiones

severas y moderadas de ejercicios podrian causar un incremento en la generacion
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de radicales libres, debido la toma excesiva de oxigeno (Bonilla et al., 2005). El
estrés oxidativo generado, tiene tendencia a causar modificaciones oxidativas en
lipidos, proteinas y el ADN; reflejandose en un aumento de la frecuencia de

micronudcleos y células binucleadas.

El presente estudio, indica que la dieta modula la genotoxicidad producida por el
humo de combustibles sélidos, ya que las condiciones de riesgo, estar expuesto y
bajo consumo de vegetales-frutas y pescado comparado con no estar expuesto y
alto consumo de vegetales-frutas y pescado presentd una diferencia
estadisticamente significativa en la frecuencia de microndcleos y células
binucleadas. Ademas, estar expuesto y tener un alto consumo de comidas
ahumadas incrementa las células binucleadas en el epitelio bucal. Un estudio de
biomonitoreo en nifios expuestos a la combustion de biomasa en Brasil, determiné
gue el consumo de pescado disminuyo la frecuencia de micronucleos en células
bucales (Sisenando et al., 2012). Segun la revision del HUMNXxI sélo el consumo
de frutas disminuye significativamente la frecuencia de microndcleos, sin embargo,
una dieta basada en pescado y vegetales influyen también en dicha disminucion,
pero su efecto es menos notorio y casi nulo sobre las células binucleadas (Bonassi
et al., 2011). No obstante, estudios en mujeres expuestas a distintos combustibles
e hidrocarburos aromaticos policiclicos, reportan que no hay asociacion entre los
biomarcadores de genotoxicidad, dafio oxidativo y la dieta (Bravo and Leon, 2008;
Musthapa et al., 2004; Raimondi et al., 2007).

La exposicion al humo de combustibles solidos podria disminuir la actividad
enzimatica antioxidante de las personas expuestas (Mondal et al., 2010). Es muy
probable que el organismo no pueda defenderse contra las especies reactivas,
debido a que los procesos enddgenos no actlan correctamente, como es el caso
de las enzimas antioxidantes, que catalizan las desactivaciones selectivas de cada
una de las ROS generadas (Torres, 2002). También, los alimentos ahumados
contienen altas concentraciones de Hidrocarburos aromaticos policiclicos

adheridos a ellos (Cross and Sinha, 2004; Jagerstad and Skog, 2005) y su alto
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consumo puede desencadenar en la generacion de especies reactivas de oxigeno

o células aneuploides.

El consumo de vegetales disminuye la actividad oxidante, ya que, no solo es un
recurso de fitonutrientes, sino que también contienen compuestos quimicos
antioxidantes, antimutagenicas y comutagenicas (Carvalho et al., 2011). Los
beneficios potenciales para la salud de frutas han sido atribuidos a las vitaminas,
fibra dietética y flavonoides. De hecho la vitamina C, protege contra la oxidacién in
vivo de lipidos y el ADN en los seres humanos, en particular en las personas
expuestas a estrés oxidativo (van den Berg et al., 2001). El pescado, rico en
proteinas, bajo en calorias y altamente nutritivo, es una buena fuente de
antioxidantes, grasas insaturadas, minerales, vitaminas y aceites esenciales. El
hidroxitirosol y el omega 3, compuestos con propiedades antioxidantes, pueden

actuar en la inhibicién de la oxidacion lipidica (Pazos et al., 2008).

De esta manera, aunque el consumo de alimentos ahumados y la dieta basada en
vegetales, frutas y pescado actian como factores de confusion en este estudio,
proveen evidencia a cerca de la importancia del consumo de agentes
antioxidantes, que ayudan a desactivar o reducir las especies reactivas de
oxigeno, y disminuir el efecto toxico del humo de combustibles sélidos que afectan
la homeostasis celular y la salud en general (Serra-Baldrich and Tribo, 1991) de

personas expuestas a estos agentes, como los nifios, evaluados en este trabajo.

Al realizar la correlacion entre los biomarcadores de genotoxicidad, se observa
gue un aumento de la frecuencia de las células binucleadas depende de la
frecuencia de micronucleos (tabla 7). Al igual que lo reportado por Celik et al.,
(2010), que evaluaron la contaminacién por agentes genotoxicos del area de
trabajo en fabricantes de alfombras, donde encontraron una correlacion positiva
entre la frecuencia de células binucleadas y la frecuencia de micronucleos. De tal
manera, que el mecanismo por el cual se forman los micronucleos tras un dafio

acumulativo estd asociado con la tasa de células binucleadas en enfermedades
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neurodegenerativas y cancer (Sjogren et al., 1996). Esta evidencia es confirmada
por el incremento significativo de células binucleadas y de microndcleos en el
Sindrome de Down, enfermedad de envejecimiento acelerado y riesgo a cancer o

neurodegeneracion (Thomas et al., 2008).

Los biomarcadores de muerte celular que fueron evaluados durante el desarrollo
del estudio, células cariorrécticas, células picnoticas, células carioliticas y células
con cromatina condensada fueron significativamente mas altas en los nifios
expuestos que en los niflos del grupo referente (tabla 4). Estos resultados
corroboran lo obtenido por Bravo and Leon (2008), cuando encontraron que la
exposicion de mujeres al humo de lefia generaba dafos citotoxicos (disminucion
del indice mitético), y también lo obtenido por Mondal et al., (2010), donde las
anormalidades nucleares en células el epitelio bucal fueron mas altas en el grupo
de mujeres que utilizaban biomasa como combustible. Otros autores como
Calderon-Segura et al., (2004), Musthapa et al., (2004) y Barbisan et al., (1999),
gue evaluaron la citotoxicidad del material particulado y los Nitrohidrocarburos
aromaticos policiclicos en ambientes contaminados, encontraron que tras la

exposicion se presentd un efecto toxico sobre la viabilidad celular.

Las altas concentraciones de hidrocarburos aromaticos policiclicos podrian estar
interfiriendo en la formacion de los biomarcadores de citotoxicidad o muerte
celular, ya que se generan aductos con el ADN vy disturbios con la mitosis o la
muerte celular (Barbisan et al., 1999; Talaska et al., 1996). Al formarse el aducto,
la célula responde con un bloqueo en la replicacion y activando mecanismos de
reparacion. Por ejemplo inducir respuestas apoptoticas en los casos en los que el
dafio genotdxico no pueda ser reparado, de tal manera que la lesion primaria no
se convierta en mutacion (Hernandez and Menéndez, 2001). Ademas, los
guimicos presentes en el humo de combustibles sélidos, se transforman a
metabolitos activos y causan la acumulacién de agregados intracelulares,
disfunciéon mitocondrial excitotoxicidad y apoptosis (Batista-Gonzalez et al., 2006;

Martinez et al., 2003; Sanchez-Rodriguez et al., 2004). De esta manera, la
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induccion a la muerte celular se ve reflejada en un aumento en la frecuencia de
células picnéticas, con cromatina condensada y cariorrécticas (Pindborg et al.,
1980; Shklar, 1968), debido a que estas acompafian las primeras etapas de la
apoptosis. A su vez, el aumento de la frecuencia de células carioliticas, es
evidente cuando se experimenta necrosis después de una lesion por agentes
guimicos como los hidrocarburos aroméaticos policiclicos y el material particulado,
gue causan perturbacion del entorno celular (Wyllie, 1981).

Factores tales como, el género, la etnia, ubicacion de la cocina, actividad fisica, y
dieta, méas la exposicion, afectaron la frecuencia de los biomarcadores de muerte
celular, de tal modo que se observd un incremento significativo (tabla 6). Estas
variables podrian estar modulando el efecto citotoxico, porque al igual que en la
frecuencia de micronucleos y células binucleadas, son evidencia de los
mecanismos de toxicidad celular relacionadas con la exposicion al humo de
combustibles sélidos, como son la generacion de especies reactivas de oxigeno,
disminucién de antioxidantes y acumulacion de material particulado. Ademas de
los polimorfismos, que como factores genéticos podrian generar susceptibilidad a

los agentes toxicos.

Hay pocos estudios en los que se utilice estos biomarcadores de muerte celular,
sin embargo, se demostré que estos son sensibles para detectar efectos
citotoxicos y apoptoticos que se estan presentando en el epitelio bucal, durante la
exposicién a contaminantes (Celik et al., 2003; Celik et al., 2010; Diler and Celik,
2011; Ramirez and Saldanha, 2002; Tolbert et al., 1991a). Algunos de los
biomarcadores de citotoxicidad o muerte celular, al igual que en nuestro estudio
han sido asociados a factores individuales y de exposicidén; por ejemplo, la
frecuencia de células cariorrécticas es mas alta en hombres con edades mayores
a 18 afos e individuos expuestos a pesticidas (Bonassi et al., 2011). Aumento en
la aparicién de células picnéticas es correlacionado con el aumento en la edad y la

exposicién a radiacion ionizante y no ionizante (Bonassi et al., 2011).
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En nuestro estudio, se encontré correlaciéon entre algunos biomarcadores de
muerte celular y células binucleadas (tabla 7). La aparicion de células binucleadas
esta directamente relacionada con la frecuencia células cariorrécticas y cromatina
condensada; debido a que estos ultimas formaciones celulares podrian ser un
indicador de dafio genotoxico, pues la fragmentacion del ADN precede a la muerte
celular (Kyprianou et al., 1990). De tal manera, que el dafio genotdxico por la
exposicion, esta induciendo a la aparicién de células binucleadas que poseen un
dafio genético irreparable, y por ende entran en estado de apoptosis, y es por eso
gue las células cariorrécticas y cromatina condensada se ven incrementadas. Por
el contrario, las células picnéticas y células carioliticas estan inversamente
asociadas con la frecuencia de células binucleadas, debido a que el estado de
necrosis producto del dafio en el epitelio bucal primero dafa la célula y
posteriormente ocurre la fragmentacion del ndcleo, lo que se ve reflejado en la
disminucion de las células binucleadas, ya que en éstas primero ocurre el dafio en
el ADN (aneuploidia) que impida la citocinesis (Shi and King, 2005; Thomas et al.,
2008) para su formacion y posteriormente la muerte celular. Una correlacion
positiva se encontr6 entre células con cromatina condensada y células
cariorrécticas, y también entre células picnéticas y células carioliticas (tabla 7).
Segun Thomas et al., (2008), estos resultados pueden ser explicados porque las
células cariorrécticas son originadas secundariamente por las células con
cromatina condensada o directamente por las células basales, y las células
carioliticas, son generadas directamente de las células con cromatina condensada

o indirectamente via células picndéticas.

Al aumentar el tiempo de exposicidon al humo de combustibles sélidos en los nifios,
la frecuencia de los biomarcadores de muerte celular disminuian (figura 5); al igual
gue lo reportado por Celik et al., (2010), donde las células carioliticas y
cariorrécticas tenian una correlacion negativa con el tiempo de exposicion a
pinturas. Ramirez and Saldanha (2002), afirman que la ocurrencia de células

carioliticas y cariorrécticas se incrementa abruptamente después de la exposicion,
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pero disminuye de manera constante a partir de entonces, lo que estaria
representando diferentes estados progresivos en la dinamica hacia la
carcinogénesis, soportado por el proceso degenerativo de la homeostasis del

epitelio bucal.

El indice de reparacion (IR) en nifios expuestos al humo de combustibles solidos
fue mayor cuando se comparé con el grupo referente, pero no se encontrd
significancia estadistica (tabla 4). Segun Ramirez and Saldanha (2002), solo
cuando aparecen los estadios mas avanzados del carcinoma oral en personas
alcohdlicas, el IR tiende a disminuir, mientras que en otras regiones de la boca sin
presencia de lesiones, el IR es mayor cuando se compara con personas no
alcohdlicas y sin carcinomas. Nuestros resultados sugieren que los mecanismos
de reparacion de los nifios expuestos son elevados, tal como lo reportado por
Mondal et al., (2010), donde la exposicion a humo de biomasa en mujeres provoca
la expresion de proteinas de reparacion del ADN Mrell y Ku70 en células
epiteliales y linfocitos, lo que indica estimulacién excesiva de los mecanismos de
reparacion del ADN. En otros estudios llevados a cabo en adultos; cuya capacidad
de reparacion es mayor a la de los nifios, se ha observado que el indice de
reparacion es menor en las poblaciones expuestas comparado con el grupo
referente, indicando un desbalance entre el dafio genético y la muerte celular
(Celik et al., 2010; Diler and Celik, 2011).

Se determiné una correlacion positiva entre el indice de reparacion con la
frecuencia de micronucleos y células binucleadas (tabla 7). De esta manera, la
carga de metabolitos reactivos presentes en el humo de combustibles sélidos es
alta y estimula la reparacion, pero ésta no es eficiente, porque a pesar de que hay
un incremento en el indice de reparacion de nifios expuestos, se siguen
presentando la formacién de micronucleos y células binucleadas. Estos resultados
son contradictorios a lo que se espera, ya que Diler and Celik.,, (2011),
encontraron una correlacion negativa entre estos biomarcadores, es decir, a

medida que aumenta el indice de reparaciéon la frecuencia de micronucleos y
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células binucleadas, disminuye, pues se esta llevando a cabo una reparacion
adecuada. Los resultados obtenidos en nuestro estudio, sugieren que los nifios
gue estdn expuestos al humo de combustibles sélidos, presentan unos
mecanismos de reparacién poco eficientes, debido al estado aun en desarrollo de
su metabolismo, absorcion, excrecion, tasa de detoxificacion, procesos de
reparacion del ADN, y proliferacion celular (Armstrong et al., 2002; Landrigan et
al., 2004; Neri et al., 2006; Rehfuess et al., 2011; Wessels et al., 2003). Se ha
observado que la reparacion del ADN en nifios se puede ver alterada ya sea
disminuyendo o aumentando los mecanismos involucrados durante el proceso, por
interaccion con factores de crecimiento, activacion e inactivacion selectiva de
genes y quimicos, que interrumpen la secuencia de eventos que conlleva la
reparacion del ADN (Bearer, 1995). Van Leeuwen et al., (2006; 2008) encontraron
sobreexpresion de genes involucrados en la condensacion de la cromatina,
metabolismo del ARN, sistema inmune, respuesta a patdégenos y actividad
antitumoral, en nifios expuestos a contaminacion del aire, con respecto a los
padres; lo que sugiere el impacto de los contaminantes sobre los mecanismos de

e integridad del ADN, como también la supresion del sistema inmune.

Otras variables caracterizadas y asociadas a la exposicion al humo de
combustibles solidos en este estudio fueron enfermedades respiratorias, oculares
y bajo peso al nacer; ya que la literatura sugiere que una exposicion constante a
los contaminantes, podrian estar influyendo en la aparicion de estos problemas de
salud en la poblacién infantil. La contaminacion al interior del hogar es una de las
principales causas de enfermedades en adultos y la primera causa de muerte por
infecciones respiratorias en nifios (Rehfuess et al., 2011). Particularmente en este
estudio se encontr6 que el 12,2% de los nifios, presentaban infecciones
respiratorias bajas (asma y neumonia) comparado con el 5,5% en referentes (tabla
2). La exposicion cronica a la combustion de combustibles de biomasa produce la
hiperreactividad bronquial (Jindal et al.,, 1996), estrechamiento de las vias

respiratorias o inflamacion de las mismas a través de la irritacion (Behera et al.,
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1991). Por lo tanto, puede aumentar el riesgo de asma bronquial o exacerbaciones
de la enfermedad pre-existente. El 87,5% de los nifios expuestos reportaron haber
sufrido de irritacion ocular (tabla 2). El humo de la combustién de biomasa puede
generar estrés oxidativo, mediante la absorcion y acumulacion de toxinas que
facilitan la oxidacién. Sin embargo, los radicales libres presentes pueden atacar
directamente el ojo, dafiando potencialmente las proteinas del cristalino y la fibra
de las membranas celulares de la lente hasta causar ceguera (McCarty et al.,
2000; Mishra et al., 1999).

Los resultados respecto a la relacion entre la contaminacion del aire y el peso al
nacer no son concluyentes. En este caso, se encontré que el grupo expuesto tuvo
un peso al nacer 110g menor que el grupo referente, pero esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. En otros estudios llevados a cabo en nifios
expuestos antes del nacimiento a la contaminacion del aire, no habia asociacion
entre la exposicion al material particulado menor a 10 micras, monoxido de
carbono y el bajo peso al nacer (Bobak, 2000; Chen et al., 2002; Dugandzic R,
2006; Glinianaia et al., 2004; Lin et al., 2004; Maisonet et al., 2004; Parker et al.,
2005). La posible explicacion que le atribuyen a la falta de asociacion, es por la
aparicion del efecto umbral, que se relaciona con la acumulacién de altas
concentraciones del material particulado (PM10) que se satura e impide o
disminuye la cantidad de hidrocarburos aromaticos policiclicos transportados a
través del PM10 al feto en formacion (Maisonet et al., 2001); en nuestro caso, la
no significancia es atribuida al tamafio muestral, debido a que en los estudios en
los que se realiza una asociacion entre el bajo peso al nacer y la exposicion al
humo de combustibles sdlidos, el tamafio de la poblacion en promedio es de 1500
personas, como los trabajos hechos por Boy et al., (2002) y Mishra et al., (2004),
donde los nifios de las mujeres que cocinaban con lefia y sin ventilacion pesaban
63 gramos menos que los nifios de las mujeres que cocinaban con combustibles
mas limpios (gas y electricidad). De esta manera, el analisis estadistico que se

realizd en nuestro trabajo no tuvo la suficiente potencia para determinar la
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diferencia entre los grupos de estudio. Sin embargo, se observé una disminucion
del peso al nacer atribuida a la exposicibn al humo de combustibles sélidos.
Posiblemente la exposicion al aire contaminado en el interior del hogar, genera
perturbacién por los hidrocarburos aromaticos policiclicos en el sistema endocrino
y nervioso (Groopman et al., 1995). El material particulado genera cambios en la
viscosidad de la sangre, debido a la inflamacion alveolar, que a su vez afecta la
funcién placentaria (Groopman et al., 1995), y por ultimo el mondxido de carbono
se une a la hemoglobina e impide el transporte adecuado de oxigeno hacia el feto;
todos estos factores resultan perjudicial para la toma de nutrientes, ganancia de
peso y por ende crecimiento del feto (Glinianaia et al., 2004; Maisonet et al., 2004;
Sram et al., 2005).

Nuestro estudio en esencia, demostré la alta sensibilidad del ensayo citoma de
micronucleos, al combinar los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad
para evaluar la exposicion de la poblacion infanti a la contaminacion
intradomiciliaria. También permitié establecer que aunque los nifios expuestos al
humo de combustibles sélidos aun no presentan condiciones crénicas en su salud,
los datos de genotoxicidad y citotoxicidad muestran que estan en riesgo a
desarrollarlas. Puesto que el dafio al ADN y la muerte celular son considerados
los principales mecanismos durante la carcinogénesis y las enfermedades
cronicas. De esta manera, los resultados y conclusiones de este estudio fueron
socializados a la poblacién objeto de estudio como propdsito a corto plazo.
Ademas son de especial interés para los encargados de la formulacién de
estrategias sanitarias, y pueden ser la base en el disefio de programas de
prevencion y de salud publica mas eficaces, con el fin de reducir el riesgo de salud
en estas comunidades, asociado a la exposicién intradomiciliaria a humo de

combustibles sélidos.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio indican que los nifios que estan expuestos a
contaminacion intradomiciliaria al humo de combustibles sélidos, respecto al grupo
de nifios referente, tienen una frecuencia mas alta de micronucleos y células
binucleadas, al igual que, una frecuencia mas alta de células cariorrécticas,
picnéticas, carioliticas y con cromatina condensada, producto del dafio genot6xico
y citotéxico ocasionado por los mutagenos quimicos presentes en el humo de
combustibles sélidos.

La combinacién de micronucleos y anomalias nucleares aumenta la sensibilidad
del ensayo citoma de micronucleos sobre las células epiteliales exfoliadas de la

cavidad oral para la evaluacion de la genotoxicidad.

El indice de reparacion, como biomarcador de la dindmica degenerativa durante la
homeostasis del epitelio bucal, fue mas alto en el grupo de nifios expuestos,
comparado con el grupo de nifios referentes, debido a la estimulacion de los
mecanismos de reparacion por parte de los toxicos presentes en el humo de

combustibles sdlidos, y al proceso ineficiente de estos mecanismos en los nifios.

Dentro de las variables estudiadas que podrian estar modulando el efecto
genotoéxico y citotoxico del humo de combustibles solidos, la etnia, ubicacién de la
cocina, limpieza de paredes, actividad fisica y dieta, afectaron significativamente la

frecuencia de los biomarcadores de dafio en el ADN y muerte celular.

Enfermedades respiratorias y oculares asociadas generalmente al humo de
combustibles sdlidos, se encontraron en mayor proporcion en los individuos
expuestos, lo que sugiere que esta poblacion requiere mas atencién para
implementar intervenciones y tratar de disminuir la aparicion de futuras

enfermedades que pueden convertirse en cronicas.
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La medida del peso al nacer de los nifios expuestos fue 110g menor que en el
grupo referente, lo que indica que la exposicién prolongada a los téxicos durante la
concepcién podria estar disminuyendo la capacidad del feto para obtener

nutrientes.

De acuerdo con los resultados, la poblacion de niflos con exposicion
intradomiciliaria al humo de combustibles sélidos, se encuentra en un potencial
riesgo para su salud, respecto a la poblacion de nifios referente, ya que, las altas
frecuencias de los biomarcadores evaluados son predictivos de riesgo a padecer

envejecimiento acelerado, cancer y enfermedades neurodegenerativas.

Los resultados de la presente investigacion contribuyen al conocimiento cientifico
regional, nacional e internacional, pues, evidencian el indispensable uso de los
biomarcadores citogenéticos como detectores tempranos de efectos
potencialmente adversos en la salud de los nifios expuestos, pertenecientes a

zonas rurales del departamento del Cauca

El estudio de biomonitoreo arrojé diferencias entre el grupo de nifios expuestos
respecto al grupo referente. Resultados que seran tenidos en cuenta para
promover una mayor conciencia, prevencion y educacion en las personas
interesadas y en las familias directamente involucradas con el factor de riesgo; asi
como, el disefio de mejores estrategias para minimizar la elevada exposicion a

combustibles sélidos.
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10. RECOMENDACIONES

Determinar las concentraciones de téxicos presentes en el humo de combustibles
sélidos durante la coccidn de los alimentos y en los hogares; de esta manera al
asociarlos con la frecuencia de los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad
en los nifios, se podria observar con mayor precision el dafio que se esta

presentando en la poblacion.

Identificar la susceptibilidad genética de los nifios a los téxicos presentes en humo
de combustibles sdlidos, a traves de polimorfismos, ya sea genes de reparacion o
del metabolismo, que son ampliamente utilizados; para identificar como éstos
pueden estar modulando el dafio a nivel del ADN y sobre el mecanismo de muerte

celular.

Evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad por la exposicion al humo de combustibles
sélidos en nifios con edades entre 1 y 5 afos, debido a que estos estarian mas
expuestos, ya que estan permanentemente junto a las madres cuando cocinan y

tienen una mayor tendencia a desarrollar enfermedades respiratorias bajas.

Durante el desarrollo de este estudio se determind que la poblacién la cual fue
objeto de estudio y que esta expuesta al humo de combustibles sdlidos esta en
riesgo de presentar problemas de salud cronica; por ende es preciso que se tomen
medidas adecuadas como implementar cocinas mas eficientes o el uso de

combustibles mas limpios para disminuir la exposicion a los contaminantes.
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ANEXOS

Anexo A. CONSENTIMIENTO INFORMADO

con cédula de ciudadania

y tutor legal del menor

, identificado con la tarjeta de identidad

, confirmo que he sido informado por grupo de INVESTIGACION DE

TOXICOLOGIA GENETICA Y CITOGENETICA de la Universidad del Cauca, que realizara el

estudio “evaluacion del efecto citotoxico, genotdxico e indice de reparacion en el epitelio

bucal de nifios expuestos al humo de combustibles sé6lidos mediante el ensayo citoma de

micronuicleos”. Se me ha solicitado como tutor legal permitir al infante que tengo a mi cargo
participar voluntariamente como sujeto de estudio.

OBJETIVO Y PROPOSITO DEL ESTUDIO: El objetivo del estudio es evaluar el riesgo a
desarrollar problemas de salud debido a la exposicion crénica al humo de biomasa en una
poblacion infantil expuesta y una referente, no expuesta, mediante una técnica rapida y sencilla
denominada “ensayo citoma de micronicleos”, donde se utilizan marcadores genéticos de
exposicion y efecto. El propésito sera evaluar cambios en las células del epitelio bucal producidos
por la exposicion al humo de biomasa que ayuden a detectar riesgos en la salud de las personas
expuestas de manera temprana para adoptar medidas de prevencién. De este modo la
investigacion tiene relevancia social y cientifica y obedece a una problematica de salud ambiental.

HE SIDO INFORMADO SOBRE LOS OBJETIVOS, PROPOSITOS, JUSTIFICACION,
METODOLOGIA, RIESGOS Y BENEFICIOS DEL ESTUDIO: En este estudio seran seleccionados
50 nifios expuestos al humo de biomasa y 50 nifios no expuestos como grupo referente, con el fin
de conocer al momento del analisis de los resultados, los efectos genotoxicos y citotdxicos de esta
exposicion. El estudio se desarrollard como una estrategia en la busqueda de mecanismos que
disminuyan el impacto de la exposicion cronica al humo de combustibles sélidos en la salud, el cual
es el factor de riesgo nimero uno de polucién al interior de los hogares a nivel nacional y mundial.

Sobre la competencia, formacion y calidad de los investigadores es responsable la Universidad del
Cauca. Los resultados del estudio son confidenciales y seran informados al grupo y para efectos
de publicacién los resultados se representaran en forma anénima.

REQUERIMIENTOS: en pleno uso de mis facultades mentales, libre, consiente y como tutor legal
del infante, estoy de acuerdo en dar la aprobacion para que el nifio participe, entendiendo que se
requiere lo siguiente: contestar un cuestionario de aproximadamente 20 minutos para suministrar
informacién personal referente a la edad, estado de salud, estilo de vida, historia de exposicion
residencial y familiar. Si el nifio es seleccionado para el estudio debe donar una muestra de células
de epitelio bucal obtenida mediante un cepillo citolégico estéril y depositado en un contenedor
apropiado para tal fin y en forma aséptica para evitar complicaciones. Las muestras seran
procesadas en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca
para el ensayo citoma de micronucleos

RIESGO DE PARTICIPACION. La toma de la muestra de células epiteliales de la mucosa oral no
representa o incluye riesgos potenciales. Para garantizar la confiabilidad de los datos, los
cuestionarios y resultados de las pruebas seran codificadas y se daran a conocer en forma grupal
més no individual en un seminario.

BENEFICIOS DE PARTICIPACION. Socializacion voluntaria para dar a conocer los resultados
grupales, de esta manera, motivar a la gente y entidades encargadas hacia la intervenciéon que
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promueva el cambio de actitud para prevenir el riesgo en la salud de los nifios por la exposicién
cronica al humo de lefia. Conocer los resultados del estudio.

COMO TUTOR ENTIENDO QUE: La participacion del nifio es completamente voluntaria y puedo
rehusarme a responder cualquier pregunta si asi lo deseo o puedo tomar libremente la decision de
finalizar la participacion en este monitoreo en cualquier momento, sin que ello represente perjuicios
de indole legal. La informacion recolectada sera tratada de manera confidencial y las respuestas
seran reunidas con las de otros participantes para obtener resultados grupales. La Universidad del
Cauca se compromete

a vigilar que las muestras bioldgicas sean tomadas en un contenedor apropiado para tal fin y en
forma aséptica para evitar complicaciones.

Tengo claro que por la participacion voluntaria del infante, no recibiré ninguna compensacioén
econémica. Ademas, puedo preguntar cualquier interrogante o duda que tenga antes, durante o
después del estudio, a la Docente Nohelia Cajas Salazar de la Universidad del Cauca directora del
estudio, en el Laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética en la carrera 2° No. 12 25 Barrio
Caldas, Popayan, en los teléfonos 8209800 Ext. 2643. La firma del documento del consentimiento
informado es requerida para todas las personas participantes en un estudio como éste. Los
procedimientos alternativos principales incluyendo procedimientos experimentales en este estudio,
han sido explicados en un lenguaje claro que he podido entender.

También entiendo que como el nombre del infante no sera vinculado con los resultados del estudio,
la docente Nohelia Cajas Salazar y el personal a cargo del proyecto no estaran en la posibilidad de
informar a ninguna persona sobre los resultados de las pruebas. Los resultados de este estudio
podran ser divulgados y/o publicados en revistas cientificas en forma grupal sin que se dé a
conocer el nombre del infante.

Los resultados de este proyecto de investigacién no seran usados para discriminacion social,
cultural, econémica religiosa ni de ninguna indole

He leido este consentimiento, he entendido en qué consiste este estudio y también me fueron
aclaradas las dudas al respecto, en consecuencia voluntariamente acepto dar el permiso al nifio,
como tutor legal para participar como sujeto de estudio en el monitoreo biolégico “evaluacion del
efecto citotéxico, genotéxico e indice de reparacion en el epitelio bucal de nifios expuestos
al humo de combustibles sé6lidos mediante el ensayo citoma de micronucleos”

Nombre del Participante

Nombre del Tutor Legal del Participante Firma/huella del Tutor Legal del Participante

Nombre del Testigo Firma/huella del Testigo

Dra. Nohelia Cajas
Director del proyecto

Firmado en alos dizss del mes de de 2012




Anexo B. ENCUESTA

oo [ | [ [ ]
FECHA: DD/MM/AAAA [ ]I

1{ ]

SECCION A. INFORMACION DEMOGRAFICA

Al. DOCUMENTO DE IDENTIDAD:

A2.NOMBRES Y APELLIDOS

A3.TELEFONOS

A4.DIRECCION PERMANENTE

AS.FECHA DE NACIMIENTO:

DD/MM/AAAA [ 11 11 ]

A6.EDAD [ ]
A7.SEXO: 1. MASCULINOG
2. FEMENINOC

AS.ETNIA:
1. INDIGENAC 3. NEGRAD
2.BLANCAC 4. MESTIZAG
A9.MEDIDAS ANTROPOMETRICA
ESTATURA (cm) PESO (Kg)
A10. LUGAR DE NACIMIENTO
DEPARTAMENTO
MUNICIPIO

1. RURAL CABECERAC

2. RURAL DISPERSOD
VDA/
A11. LUGAR DE VIVIENDA
DEPARTAMENTO
MUNICIPIO

1. RURAL CABECERAC

2. RURAL DISPERSOD

VDA/
CUANTOS ANOS HA VIVIDO ALLI (__)

5. MULATAC

SECCION B. EXPOSICION
B1.ESTA USTED EXPUESTO AL HUMO DE
COMBUSTIBLES SOLIDOS
0. NOo 1. Slo
HORAS

CUANTAS
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B2. TIPO DE EXPOSICION
1. ANTES DE NACER o 2. DESPUES DE NACERD

3. AMBASO
B3.PESO AL NACER

PESO

B4. QUE COMBUSTIBLE USAN PARA COCINAR
1. LENAD 2. CARBOND 3.
KEROSEND

4. ESTIERCOLD 5. RASTROJOSD 6. RESIDUOS
DE CULTIVOO 7.0TROS O

B5. CUANTO TIEMPO ESTA PRENDIDO EL
FOGON (horas)

1. 2ho 2. 3-4ho 3. Mas de 4ho

B6. UTILIZAN EL HUMO DEL FOGON

0. NOo 1. SIo

B6.1 PARA QUE UTILIZAN EL HUMO DEL
FOGON

1. AHUYENTAR INSECTOSO 2. AHUMARD

3. ALIMENTOSO

4.0TROSCO

B7. APLICAN PLAGUICIDAS CERCA DE SU
VIVIENDA

0. NOCO 1. Sio

B8. FRECUENCIA CON LA QUE BARREN SU
VIVIENDA

1. DIARIOO 2. DOS VECES POR
SEMANADO

3. SEMANALO 4. QUINCENALD

B9. FRECUENCIA DE LIMPIEZA DE LAS
PAREDES EN SU VIVIENDA

0. NUNCAD 1. DIARIOO 2. DOS VECES
SEMANADO 3. SEMANALDO 4.
QUINCENALD

B10. COCINA CON VENTILACION

0. NOo 1. SIo

B11. UBICACION DE LA COCINA:
1. DENTRO DE LA CASAC 2. FUERA DE LA

CASACO
B12. UBICACION DE LA COCINA DENTRO DE LA
CASA
1. JUNTO A LA SALAo 2. JUNTO A LAS

HABITACIONESD
B13. EN CASA QUIEN COCINA
1. USTEDO 2.PADRESO 3.0TRO



SECCION C. CARACTERISTICAS DE LA VIVIENDA

DONDE VIVE

C1. TIPO DE PISOS QUE PREDOMINA EN LA
CASA

1. TIERRAO 2.CEMENTOO

3. BALDOSAQDO 4. OTROSO

E5. CONSUME ALGUN TIPO DE
MEDICAMENTO
0. NOO 1. SIo Que Medicamento:
SECCION F. INFORMACION SOBRE HIGIENE
ORAL

C2. DONDE OBTIENE EL AGUA POTABLE

1. ACUEDUCTODO 2. POZO O AUIBED

3. RIO (0] MANANTIALD
4.0TROSO

C3. TRATAMIENTO DEL AGUA

0. NINGUNOo 2. HERVIDOo 3. FILTRADOD

4. FILTRADO/HERVIDOO 5. OTROD)

SECCION D. ESTILO DE VIDA

D1. REALIZA ACTIVIDAD FISICA 0. NOo 1. SIo
D1.1 CUANTAS VECES A LA SEMANA

1. lvez o 2. 2-3 veceso 3. 4-5 veceso 4. MAS
DE 5 vecesno

D1.2 CUANTAS HORAS AL DIA

1. 1ho 2.2ho 3.3ho 4. MAS DE 4ho
SECCION E. INFORMACION SOBRE EL ESTADO
DE SALUD

E1l. ALTERACIONES RESPIRATORIAS

1. IRRITACION 6. DISNEAD
NASALO 7. EPISTAXISO
2. ARDOR 8.ASMAC
GARGANTA O 9. NEUMONIAC
3. TOS SECA O 10. OTRAD
4.0BSTRUCCION

NASALO

5. SEQUEDAD

NASALO

E2. ALTERACIONES OCULARES

1. LAGRIMEOD 2.IRRITACION
OCULARC

3. CONJUNTIVITISO 4.

OTRAO

E3. ALTERACIONES NEUROLOGICAS

1. DOLOR DE CABEZAC 2.FATIGAO
3. SOMNOLENCIAD 4.MAREOC
5. OTRACO

E4. HA TENIDO PROBLEMAS DE SALUD

0. NOo 1. Slo CUAL

77

F1. CUANTAS VECES AL DIA SE CEPILLA

1.10 2.2-30 3.4-50 4. MAS DE 50

F2. QUE MARCA DE CREMA DENTAL

USA

F3. UTILIZA ENJUAGUE BUCAL 0. NOo 1. SIo
F4. LE SANGRAN LAS ENCIAS AL CEPILLARSE

0. NOQ 1. SIo
F5. HA SUFRIDO ALGUNA AFECCION EN LAS
ENCIAS

0.NOo 1.Slc  DE QUE TIPO:

F6. HA TENIDO LESIONES EN LA MUCOSA
ORAL

0. NOQ 1.Slo  CUAL

SECCION G. INFORMACION FAMILIAR
G1. NOMBRES Y APELLIDOS DE LOS PADRES
MAMA

PAPA

G3. EN CUANTO ESTIMARIA USTED LOS
INGRESOS MENSUALES

1. MENOS DE UN SALARIO MINIMOGO

2. MAS DE UN SALARIO MINIMOGO

G.4 EXISTEN PROBLEMAS DE SALUD EN SU

FAMILIA
0. NOO 1.SIo

G4.1 CANCER O

1. PAPAD 2.MAMAQD

3. HERMANO(A) O 4.TiO (Ao 5.
ABUELOSO

G4.2 MONGOLISMO O SiNDROME DE DOWNDC
1. PAPAD 2.MAMAQD

3. HERMANO(A) O 4.TiO (Ao 5.
ABUELOSO

G4.3 ABORTOS ESPONTANEOS, NACIMIENTO
DE NINOS MUERTOS, PARTOS PREMATUROSC

1. PAPAC 2.MAMAQD
3. HERMANO(A) O 4.TiO (Ao 5.
ABUELOSO

G5. ALGUNA PERSONA DENTRO DEL HOGAR
CONSUME CIGARRILLOS



0. NOO 1. Slo

G6. ALGUNA VEZ LA MADRE, EN ESTADO DE
GESTACION FUMO CIGARRILLOS

0. NOOo 1.SIo

G7. ALGUNA VEZ LA MADRE EN ESTADO DE
GESTACIONCONSUMIO SUSTANCIAS
PSICOACTIVAS

0. NOOo 1.5l

G8. ALGUNA VEZ LA MADRE EN ESTADO DE
GESTACIONCONSUMIO BEBIDAS
ALCOHOLICAS

0. NOOo 1.5l

SECCION H. HABITOS ALIMENTICIOS Y
NUTRICION

H1. CUANTAS COMIDAS CONSUME USTED AL

DIA

1.1-20  2.3-40 3.4-50 4.MAS

DE 500

H2. LAVAN SUS ALIMENTOS ANTES DEL

CONSUMO

0.NUNCAo  1.ALGUNAS VECESO
2.SIEMPRED

H3.FRECUENCIA DE CONSUMO DE ALIMENTOS

REFRITOS

0. NUNCAo 1. ALGUNAS VECESO

2.SIEMPRED

H4. COMO SUELE PRESERVAR LA CARNE Y EL

PESCADO

0. NO PRESERVAD 1.REFRIGERADOC 2.

SALADOO 3. AHUMADOD 4.SALADOY

AHUMADOQO

H.4.1 FRECUENCIA DE CONSUMO DE

ALIMENTOS AHUMADOS

1.NUNCAo  2.ALGUNAS VECESO
3.SIEMPRED

H.4.2 FRECUENCIA DE CONSUMO DE

ALIMENTOS AHUMADOS Y SALADOS

1. NUNCAO  2.ALGUNAS VECESO
3.SIEMPREDO
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I. FRECUENCIA DEL CONSUMO DE ALIMENTOS

ALIMENTO

NUNCA

DIARIO

1-2
VECES/SEM

1-2
VECES/MES

1-6
VECES/ANO

PROTEINAS

Res

Pollo

Cerdo

Pescado

Mariscos

Huevos

Leche Pasteurizada

Leche No Pasteurizada (Carro)

Queso Campesino

Carne Ahumada

Enlatados

Embutidos

CEREALES

Arroz

Maiz

Avena

Cebada

Pastas

Harina De Trigo

Pan

Vegetales y Verduras

Legumbres (Granos)

Tubérculos

FRUTAS

Frutas Citricas (naranja, maracuyd, guayaba)

Frutas No Citricas (aguacate, banano, kiwi)

Frutos Del Bosque (mora, fresa, uvas)

Frutos Secos (almendras, nueces, pasas)

GRASAS

Manteca Animal

Manteca Vegetal

Margarina (Vegetal)

Mantequilla (Animal)

Aceite Vegetal

CONDIMENTOS

Ajl

Pimienta Negra

Pimenton

Azafran O Achote

Hierbas Aromaticas

Condimento En Cubo
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