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NOMBRE DE LA INVESTIGACION:

Dafio celular en una poblacion infantil expuesta al medio ambiente urbano en la ciudad de

Guatemala.

RESUMEN

La contaminacién ambiental es un problema global, especialmente en areas urbanas, el area
urbana de ciudad de Guatemala ha crecido mas en la ultima década que en toda su historia
previa, destacando un crecimiento desordenado y carente de regulaciones por lo cual las
areas residenciales han quedado intercaladas con las area industriales y de actividades
econdmicas que generan las mayores cargas ambientales. Los estudios realizados con
poblaciones pediatricas indican que esta puede ser mas susceptible a los efectos de la
exposicion ambiental que los adultos y que ademas la aparicion de anormalidades
nucleares en nifios es muy rara. El proposito de este estudio fue determinar si la exposicion
ambiental en zonas urbanas en la ciudad de Guatemala puede contribuir a la aparicion de
dano celular expresado como micronucleos y alteraciones nucleares. La linea base de la
frecuencia de micronucleos es relativamente baja en recién nacidos y los resultados
disponibles concluyen que los contaminantes ambientales causan un incremento en la

frecuencia de micronucleos.

Se obtuvo asentimiento de los nifios evaluados, asi como, el consentimiento informado de
los padres de un total de 65 nifios sanos con edades comprendidas entre los 4 a 11 afios
(media de 7.2) los padres de los nifios respondieron un cuestionario para obtener
informacion demografica y ambiental (54% reside en ambiente urbano y 46% en area
rural). Se colecto muestras celulares de epitelio bucal y se evallio la presencia de
anormalidades nucleares. Encontrandose que los nifios que estan potencialmente expuestos
a ambientes urbanos en la ciudad de Guatemala presentaron mayor frecuencia de
microntcleos y de células con otras anormalidades nucleares, las diferencias fueron
significativas para la aparicion de células con micronucleos y células binucleadas (p<

0.001) con relacién a los nifios que viven en areas rurales. Dado que la exposicion al



ambiente urbano en la ciudad de Guatemala incide en el incremento de la aparicion de
micronucleos y células binucleadas y que la frecuencia de las mismas es mayor en los nifios
en areas urbanas que en aquellos en areas rurales del departamento de Guatemala, se

recomienda el estudio de cohortes para evaluar el dafio citogenético.

INTRODUCCION

Un gran nimero de agentes ambientales son mutagénicos capaces de interaccionar con el
ADN, directa o indirectamente, y provocan cambios en la secuencia de bases y, alteran la
informacion contenida en el material genético. De esta manera, contribuyen a aumentar la
incidencia de enfermedades. El uso de cualquier compuesto biolégicamente activo puede
provocar problemas de toxicidad, las personas mas afectadas son aquellas que estan en
contacto directo con el compuesto. En estos casos debe analizarse aspectos como los
riesgos a la salud, evaluar el peligro y determinar el dafio. Identificar y evaluar los
problemas y, sobre la base de estudios cientificos, prevenir el dafio y desarrollar estrategias
para contrarrestar los efectos toxicos es una necesidad urgente. El ensayo de micronucleos
en mucosa oral es un método minimamente invasivo para el estudio del dafio en ADN,
inestabilidad cromosomica y muerte celular. Este método es frecuentemente usado en
estudios de epidemiologia molecular para investigar el impacto de la nutricion, factores de
estilo de vida, exposicion a genotOxinas, dafio en el ADN, fallo en la segregacion
cromosdmica y muerte celular (Thomas et al., 2009). Los biomarcadores medidos por este
ensayo han sido asociados con un incremento en el riego de envejecimiento acelerado,
cancer y muerte celular. El ensayo de microntcleos es uno de los mas utilizados
internacionalmente dentro del campo de la genética. Una de sus principales ventajas
consiste en que es una prueba sencilla en relacion a otros biomarcadores. Ademas, en
combinacion con otras técnicas como FISH y el conocimiento actual que se tiene del
genoma humano, es posible obtener mas informacion del dafio ocasionado y, a partir de
esto, implementar nuevas lineas de trabajo que permitan mejores estrategias de prevencion

ante la exposicion de potenciales agentes genotoxicos y carcinogénicos. Este trabajo de



investigacion tiene como objetivo describir el dafio celular causado al material genético en
una poblacién infantil expuesta al medio ambiente urbano, es decir, determinar si vivir en
condiciones de urbanidad en la ciudad de Guatemala, tiene un efecto genotoxico en nifios,

empleando para ello la técnica de micronucleos en mucosa oral.

ANTECEDENTES

Los seres humanos que residen en areas con actividades industriales y productivas se
encuentran expuestos a contaminantes en el ambiente, en la ciudad de Guatemala no existen
normas que regulen la calidad del aire, las emisiones de carbono o compuestos volatiles que
se utilizan en las distintas actividades industriales, si bien existen algunas normas
implantadas en la industria para garantizar procesos productivos eficientes, ni los
industriales ni el gobierno establecen monitoreo de la calidad el agua o aire que se desechan
al medio ambiente en el Departamento de Guatemala, por lo cual una mezcla de sustancias
peligrosas son desechadas a diario tanto al aire como al agua y al suelo, pudiendo de esta
forma entrar en contacto directo con las personas ya serd por via dérmica, inhalatoria u oral,
los compuestos toxicos en el ambiente pueden producir efectos dafiinos a la salud a
mediano y largo plazo, causando dafio genético, el dafio genético puede producir
mutaciones y estas son capaces de iniciar y favorecen la presencia de otras mutaciones en
los oncogenes, en genes supresores de tumores y en los que codifican para los sistemas de

reparacion del ADN (Angerer, 2007; Alonzo, 2015).

Los contaminantes ambientales pueden plantear un riesgo mayor para los nifios que para los
adultos, debido a que los nifos tienen una mayor esperanza de vida para desarrollar
enfermedades con periodos de latencia larga (Sanborn, 2004). Los nifios experimentan
crecimiento y desarrollo rdpido, si se altera una determinada fase puede tener efectos
irreversibles. La exposicion a agentes ambientales durante la primera infancia puede afectar
el desarrollo del sistema inmunoldgico y puede contribuir mas adelante al desarrollo de
ciertas enfermedades como el asma y cancer, debido a que la respuesta inmune es inmadura

al nacer y se desarrolla durante la infancia y nifiez hasta el primer afio de edad, mientras



que el establecimiento de memoria inmunoldgica no esta totalmente establecida hasta los

18 afos (Carroquino, 2013).

Formas de contacto a sustancias toxicas en nifios

Los nifios presentan mayor susceptibilidad a los plaguicidas, la proporcion de las sustancias
toxicas que entran al cuerpo dependera tanto de factores externos, ambientales y biologicos
que determinan el ritmo de asimilacion de las sustancias quimicas en el organismo, la
exposicion ocurre a través de etapa prenatal, por leche materna, el ambiente y su

comportamiento (Bolognesi, 2011 y Carroquino, 2013)

En etapa prenatal y por medio de leche materna se ha demostrado que el feto es vulnerable
a la contaminacion por sustancias quimicas durante la gestacion lo que se traduce en una
exposicion en el utero, y origina un inadecuado desarrollo, aunque sus consecuencias se
manifiesten clinicamente en la pubertad o la edad adulta, por su parte la lactancia materna
también puede ser el resultado de la exposicion a productos quimicos acumulados en la

leche materna (Carroquino, 2013).

El ambiente: La proximidad de las viviendas de los nifios a zonas industriales con alta
generacion de contaminacion o la incidencia a estas zonas son fuentes de exposicion a
contaminantes en el medio ambiente. La extension de la piel de los nifios en relacion con el
peso corporal es superior a la de los adultos, y esto resulta en una mayor absorcion de

elementos en el ambiente, incrementandose hasta tres veces mas (Bolognesi, 2011).

En cuanto al comportamiento de los nifios se identificado el llamado ‘“comportamiento
mano-a-boca” de traer consigo elementos del suelo a la boca y jugar mds cerca de la tierra,
lo cual los pone en mayor riesgo de exposicion, debido a que los nifios mayores de 6 afios
tienen generalmente muy limitado el comportamiento mano-boca y tienen mayores niveles
de ingestion del suelo y polvo que un adulto, el nifio promedio puede ingerir entre 28 y 45

mg de tierra o polvo via mano-boca, mientras que lo estimado para un adulto es de 10 mg.



Lo anterior, depende en gran medida del grado de actividad del nifio respecto a su edad,

estando mas expuestos los nifios de entre 1 y 6 afios de edad (Lewandowski, 2013).

Ensayo de micronucleos en células bucales

Este ensayo es un método minimamente invasivo para el estudio de dafio en el ADN,
inestabilidad cromosomica, muerte celular y el potencial regenerativo de la mucosa bucal
humana. Este método se utiliza cada vez mas en los estudios epidemiologicos moleculares
para investigar el impacto de la nutricion, el estilo de vida, la exposicion a genotdxinas y el
genotipo en el dafio en el ADN, segregacion cromosOmica y la muerte celular. Los
biomarcadores medidos en este ensayo se han asociado con un mayor riesgo de
envejecimiento acelerado, el cancer y las enfermedades neurodegenerativas. La capacidad
de regeneracion de los tejidos y organos del cuerpo es fundamental para un envejecimiento
saludable. La regeneracion es dependiente del numero, la tasa de division de las células,
proliferacion (basal), estabilidad gendmica y su propension a la muerte. Estos eventos
pueden ser estudiados en la mucosa bucal, que es un tejido de facil acceso para el muestreo
de células de una manera minimamente invasiva. El uso de células de la mucosa bucal
proporcionan una oportunidad Unica para estudiar la capacidad de regeneracion del tejido
epitelial, que es de origen ectodérmico en los seres humanos. El ensayo se ha utilizado con
éxito para estudiar el dafo del ADN, medido por micronicleos (MNI) o por el uso de
sondas fluorescentes para detectar aneuploidia, roturas cromosdmicas y los cambios en la
longitud del telomero. La proporcion de células basales y células sometidas a la muerte
celular en la mucosa bucal es una indicacion de la capacidad de regeneracion de este tejido

(Thomas, 2009).

La mucosa bucal proporciona una barrera a carcindgenos potenciales que pueden ser
metabolizados para generar productos potencialmente reactivos. Cerca de hasta el 90% de
todos los céanceres parecen ser origen epitelial, la mucosa bucal se podria utilizar para
monitorear eventos genotdxicos como resultado de carcindgenos potenciales que entran en

el cuerpo a través de la ingestion o la inhalacion. Células bucales exfoliadas se han



utilizado de forma no invasiva para mostrar con é¢éxito los efectos genotoxicos de los
factores de estilo de vida como el tabaquismo, tratamientos médicos, como la radioterapia,
asi como la exposicion ocupacional a potencialmente mutagénicos y / o carcinogénicos
productos quimicos, y para estudios de quimioprevencion del cancer. Con respecto a la
exposicion a la radiacion se ha demostrado por Moore et al. (1996) que este ensayo puede
detectar el aumento de 16 veces en la frecuencia de microntcleos en pacientes con cancer
oral después de la finalizacion del tratamiento con fotones. La mucosa bucal también tiene
el potencial de ser utilizado para identificar la inestabilidad genémica heredada (Thomas,

2009)

Danio en el ADN

Se considera que las modificaciones en la secuencia de nucleétidos, como la alteracion
estructural de bases, su delecion o insercién de manera incorrecta, asi como cambios en la
estructura de los cromosomas producto de rompimientos monocatenarios o bicatenarios, y
la formacion de entrecruzamientos ADN-proteina, representan dafio a nuestro material
genético. Estas alteraciones pueden ser producidas por agentes fisicos, quimicos o
bioldgicos, y la forma en que se generan, asi como sus consecuencias son de alto impacto

en la salud humana (Araujo, 2013).

La reparacion del ADN comprende los mecanismos de respuesta ante dafio que tienen como
objetivo mantener la estabilidad gendmica. El dafio al ADN puede resultar de la exposicion
a agentes exogenos (radiacion y compuestos quimicos), asi como a agentes enddgenos
(productos intermediarios del metabolismo); adicionalmente puede ocurrir dafio durante el
proceso de replicacion o de manera espontanea. El tipo de lesiones que se generan es muy
amplio. Sin embargo, se pueden agrupar en: rupturas en las hebras de ADN (sencillas o
dobles), formacién de sitios abasicos, modificacion de bases, formacién de dimeros,
enlaces en: rupturas en las hebras de ADN (sencillas o dobles), y de enlaces cruzados

(Sancar, 2004).
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La célula ha desarrollado distintos mecanismos de reparacion dependiendo del tipo de dafio
que presente. Se requiere ejecutar al menos tres pasos para la reparacion de rupturas de
doble cadena: 1) deteccion del dafio, 2) control del ciclo celular y de programas
transcripcionales de respuesta a dafio y 3) catalisis de la reparacion del dafio. Existen dos
mecanismos principales de reparacion de rupturas de doble cadena que se diferencian tanto
en el proceso como en los requerimientos de secuencias homologas de ADN. Uno de ellos
es la unién de extremos no homdlogos, que consiste en la reunion de dos extremos de las
rupturas de doble cadena a través de un proceso independiente de homologia de las
secuencias, en consecuencia, este mecanismo estd sujeto a error y puede producir
aberraciones. En contraste, la recombinacion homodloga repara usando secuencias
homologas, principalmente provenientes de la cromatida hermana del mismo cromosoma
alterado y en menor grado del cromosoma homologo; por esta razon este mecanismo es de
alta fidelidad y no conlleva errores. La unioén de extremos no homologos predomina durante
la fase G1 a S temprana; en tanto la recombinaciéon homologa ocurre en S tardia hacia G2,
por la disponibilidad de un templado idéneo que es la cromdatida hermana (Sancar, 2004;

Lamarche, 2010).

Daiio genotoxico

Un agente puede causar dano genotdxico cuando es capaz de interaccionar y modificar el
ADN vy estas interacciones o modificaciones producen alteraciones estructurales o
funcionales en células de linea germinal o somatica. Las transformaciones en células
germinales son heredadas a la siguiente generacion y son causa de padecimientos genéticos,
asi como, problemas de fertilidad en las personas expuestas a agentes toxicos. Mientras las
transformaciones en células somaticas pueden causar modificaciones en las funciones
metabolicas o fisiologicas celulares, causando un crecimiento celular excesivo y
desordenado, también pueden producir un envejecimiento prematuro y/o enfermedades

vasculares (Pastor, 2002; Bagci, 2006 y Sisman, 2010).

La posibilidad de que el dafio genético produzca una enfermedad depende en tultima

instancia de la naturaleza del dafio, la capacidad que posee la célula de reparar o amplificar
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el dafo genético, la oportunidad de expresar cualquier alteracion que se haya inducido y la
capacidad de reconocer y suprimir la multiplicacion de células aberrantes. Las células
pueden reparar algunos de los dafos al ADN de manera natural al disparar los mecanismos
de necrosis o apoptosis, si el daiio al ADN no se repara y la célula dafiada se sigue
dividiendo la transformacién se da en células somaticas, se producen alteraciones en las
funciones metabolicas o fisiologicas celulares, o bien el crecimiento celular desmesurado y

desordenado (Arellano, 2012; Bolognesi, 2009).

Los micronucleos

Los micronucleos fueron descritos hace muchos afios y entre los primeros autores en
caracterizarlos se puede mencionar a Howell, en 1891, y Jolly, en 1907; ambos detallaron la
presencia de pequefios cuerpos que se tenian como el nucleo celular en el citoplasma de
eritrocitos, a los cuales nombraron como “fragmentos de material nuclear” y “corpusculos
intraglobulares”, respectivamente, hoy conocidas como cuerpos de Howell-Jolly por
hematologos (Miiller y Streffer, 1994). Décadas después, “cuerpos” similares fueron
descritos por Thoday en la década de 1950, mientras estudiaba el efecto de los rayos X y las
particulas alfa en células de Vicia faba; fue €l quien los denominé “fragmentos nucleares” o
“micronucleos”, los cuales siguieron apareciendo en experimentos subsecuentes, por lo que
en 1959, Evans y colaboradores fueron los primeros en utilizar los micronicleos como una
medida de dafio por exposicion a radiacion. Posteriormente, Matter y Schmid, en 1971, asi
como Heddle, en 1973, reportaron de manera independiente la induccion de microntcleos
in vivo en médula 6sea de mamiferos, proporcionando un método para evaluar el dafio al

material genético en animales (Miiller y Streffer, 1994).

Una de las pruebas mas empleadas en estudios de genotoxicidad por exposicion ambiental
u ocupacional en poblaciones humanas, y para determinar el potencial genotéxico de
diferentes compuestos, es la evaluacion de microntcleos (MNs). Esta prueba in vitro o in
vivo combina facilidad en su realizacion, sencillez en la evaluacidon y una alta sensibilidad,
caracteristicas que han llevado a validar y recomendar su uso como prueba de

genotoxicidad por instituciones como el Centro Europeo para la Validacion de Métodos
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Alternativos (Corvi et al., 2008) y la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo

Econémico (OECD, 2010).

La prueba de micronucleos puede realizarse in vitro o in vivo en varios modelos eucariontes
que incluyen tanto a plantas como a animales. En humanos la evaluacion puede realizarse
en células exfoliadas de epitelios y en linfocitos (Miiller y Streffer, 1994). El empleo de
células sanguineas fue propuesto por Countryman y Heddle en 1976, y su rapida aceptacion
se debe a que representan una fuente de facil acceso y que, al estar distribuidas por todo el
cuerpo, constituyen un sistema de exposicion sistémico, es decir, que pueden reflejar lo
ocurrido en algin tejido blanco (Countryman y Heddle, 1976). Otra ventaja es la
posibilidad de evaluar el dafio genético por exposicion cronica, permitiendo demostrar la
acumulacion de dafio en poblaciones ocupacional o ambientalmente expuestas (Miiller y

Streffer, 1994; Norpa, 2004).

Ademas de los micronucleos, otros eventos de dafio como las gemaciones de cromatina y
los puentes nucleoplasmicos pueden ser evaluados. Las primeras son estructuras parecidas a
los MNss, pero, a diferencia de estos, permanecen unidas al ntcleo (Araujo, 2013). Sobre su
origen se ha propuesto la “amplificacion” y posterior eliminacion de algunas secuencias
génicas, hipotesis planteada a partir de estudios en lineas celulares tumorales (Shimizu,
Itoh, Utiyama y Wahl, 1998), aunque no se ha comprobado en ninguno de los protocolos
que se tienen para la prueba de MNs utilizando cultivos de sangre entera o linfocitos
aislados; de cualquier modo, su formacion debe estar relacionada a la de los MNs. Por otra
parte, se presume que los puentes nucleoplasmicos son formados por el rompimiento y
posterior union de cromosomas, dando paso a cromosomas dicéntricos y rearreglos

cromosomicos (Fenech, 2006).

La capacidad regenerativa de los tejidos y organos es fundamental para un envejecimiento
saludable. La regeneracion depende del niimero y la tasa de proliferacion celular, su
estabilidad genomica y su propension a la muerte celular (Shojaei, 1998; Squier, 2001).
Esos eventos pueden estudiarse en la mucosa bucal el cual es un tejido de facil acceso para

el muestreo de células por un método minimamente invasivo y no produce tensioén indebida
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a los sujetos de estudio. Este método es cada vez mas usado, el uso de células de la mucosa
bucal proporciona una oportunidad Unica para estudiar la capacidad regenerativa del tejido
epitelial que es de origen ectodérmico en los humanos (Thomas et al., 2009). La mucosa
bucal provee una barrera a carcinogénicos que pueden ser metabolizados para generar
productos potencialmente reactivos. Mas del 90% de los canceres parecen tener un origen
epitelial, la mucosa bucal puede ser utilizada para monitorear eventos genotoxicos
tempranos como resultado de la entrada al cuerpo de potenciales carcinogénicos por
ingestion o inhalacion (Holland, 2008; Cairns, 1975; Rosin, 1992). Las células de la
mucosa bucal han sido utilizadas de forma no invasiva para demostrar con €xito el efecto
genotdxico de factores del estilo de vida como fumar tabaco, tratamientos médicos, como
radioterapia asi como exposicion ocupacional a quimicos mutagénicos y/o carcinogénicos y
para estudios de quimioprevencion del cancer (Holland, 2008; Stich et al., 1982; Stich &
Rosin, 1983; Stich et al., 1988). El ensayo ha sido utilizado para medir diferencias
distintivas entre perfiles del sistema celular asociados con envejecimiento normal, relativo
al envejecimiento prematuro, resultados clinicos como sindrome de Down y enfermedad
del Alzheimer. Estos estudios evidencian el potencial valor diagnéstico del enfoque del
sistema celular para determinar eventos de inestabilidad gendmica y medir la capacidad de

regeneracion (Thomas, 2007a; Thomas, 2007b).

Proyecto de Frecuencia de Micronuicleos en Poblaciones Humanas

El Proyecto de Frecuencia de Micronucleos en Poblaciones Humanas HUMN, por sus
siglas en inglés, es un proyecto de colaboracion internacional. Fue organizado para colectar
informacion sobre frecuencias de micronucleos en diferentes poblaciones humanas y en
diferentes tipos celulares. Los procedimientos para esta prueba considerados por el
proyecto son: ensayo con linfocitos humanos (método del bloqueo de la citocinesis),
exfoliado de células epiteliales y otros tipos celulares. La informacion recopilada se ha
obtenido de un gran numero de laboratorios alrededor del mudo y esta siendo utilizado en
una base de datos unificada. El proyecto fue creado para obtener informacion para: 1.
Determinar los valores de variacion “normal” en los diferentes laboratorios y la influencia

de otros factores que potencialmente afectan la frecuencia normal de micronucleos. 2.
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Proveer informacion sobre el efecto de las variaciones en los protocolos para medicion de
la frecuencia de micronucleos. 3. Disefiar y probar dptimos protocolos para diferentes tipos
celulares. Y 4. Determinar los criterios para los cuales la frecuencia de micronucleos es un
biomarcador valido para envejecimiento y riesgo para enfermedades como cancer (Fenech,
1999). Actualmente se ha logrado alcanzar estos objetivos y se ha desarrollado un protocolo
optimo para diferentes tipos celulares (Thomas, 2009; Fenech, 2011a; Fenech, 2011b;
Fenech, 2002). El proyecto ha validado la metodologia para células de exfoliado bucal, y se

encuentra unificando informacion de laboratorios alrededor del mundo.

Ciudad de Guatemala

La Ciudad de Guatemala ha crecido més en la Gltima década que en toda su historia previa.
Y las proyecciones a futuro indican que el crecimiento continuara. De seguir el ritmo
actual, el espacio urbanizado se duplicaria para el ano 2020 y albergara los 3.3 millones de
habitantes que se espera vivan en el area metropolitana. Este crecimiento poblacional y
espacial se ha dado de una manera desordenada y el efecto parece acentuarse con el tiempo.
Adicionalmente, y desde hace unas tres décadas, se ha evidenciado una creciente
segregacion espacial entre las areas residenciales (ubicadas principalmente en el extrarradio
metropolitano) y las otras actividades (ubicadas principalmente en el Municipio de
Guatemala). De especial interés deben ser las zonas industriales, ya que estas se

encuentran concentradas y ubicadas dentro del municipio de Guatemala.

Situacion territorial de la Ciudad de Guatemala

El proceso de centralismo y del crecimiento espacial y poblacional de la Ciudad de
Guatemala ha sido ampliamente documentado por diversos autores. Existe coincidencia
sobre el aumento en la escala del desarrollo urbano en los ultimos afios y los efectos
negativos que un crecimiento desordenado produce (Plan de Desarrollo Metropolitano

1995a y b).

En los ultimos doce afios se ha producido mas suelo urbano que en los 218 afios de

ocupacion urbana desde la fundacion de la ciudad (AVANCSO 2003, 128). Las
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estimaciones indican que el area urbana de la Ciudad se duplicara para el afio 2020 si el
ritmo de crecimiento espacial contintia al ritmo actual. Eso quiere decir que el area
urbanizada y funcionalmente ligada al 4area metropolitana comenzaria a partir de
aproximadamente el kilometro 40 en poblados como Ciudad Vieja, Sumpango, Palin y
Palencia. Existe un 11% del territorio del municipio por urbanizar y existe un 37% que, por
razones ambientales o de riesgo, no deberia urbanizarse. Esto hace suponer que, hoy por

hoy, sdlo el 52% del municipio esta urbanizado (Plan de Desarrollo Metropolitano 2006).

Las zonas industriales, se concentran en tres agrupaciones: en el sector Atanasio zona 12, el
sector Carretera al Atlantico zonas 17 y 18 y, como nueva zona industrial, el sector

Periférico Metropolitano zona 25.

Delimitacion de zonas urbanas en la ciudad de Guatemala

En el Plan de Ordenamiento Territorial se establecen seis zonas urbanas generales “G” bien
definidas, que estdn ubicadas en un continuo de intensidad de edificacion y en un rango

desde lo mas rural hasta lo mas urbano. Las zonas G son las siguientes:

a. Zona GO - Zona natural-. Son aquellas areas de reserva natural, donde por razones
ambientales y de alto riesgo no se permite la construccion para la ocupacion
humana.

b. Zona Gl - Zona rural-. Son aquellas areas que ain son rurales o boscosas con un
nivel intermedio de riesgo, donde se permite la construccion de edificaciones para la
ocupacion humana de muy baja densidad, pero donde predomina la preservacion
ambiental del entorno natural.

C. Zona G2 - Zona semiurbana-. Son aquellas areas donde por su ubicacion o
topografia s6lo se permite la edificacion de baja densidad en las que las
edificaciones estan mas cercanas unas de otras, pero todavia predomina el verde de

los jardines por sobre la masa edificada.
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d. Zona G3 - Zona urbana-. Son las areas que componen la mayoria del area
actualmente urbanizada de la ciudad, donde ya predomina la edificacion unifamiliar
de mediana densidad por sobre el verde de los jardines, y donde atin no prevalece la
vivienda multifamiliar dentro del mismo lote.

e. Zona G4 - Zona central-. Son las areas de alta densidad donde predominan los
edificios de mediana altura, usualmente en régimen de propiedad horizontal, donde
la ocupacion de la tierra por el edificio es practicamente total y los espacios verdes
son provistos usualmente en el espacio publico.

f. Zona G5 - Zona nucleo-. Son las areas de muy alta densidad, donde predominan los
edificios con torres bajo el régimen de propiedad horizontal que ocupan todo el lote
y usualmente tienen s6tanos de estacionamiento. Los espacios verdes generalmente

solo son provistos en el espacio publico.

JUSTIFICACION

Los quimicos en el ambiente son capaces de interaccionar con el material genético,
danandolo, y si esta lesién no es reparada correctamente se puede originar una serie de
efectos, como enfermedades degenerativas, abortos, descendencia con alteraciones
genéticas, cancer, entre otras. La identificacion de estos cambios genéticos es un punto
clave y esencial antes de llegar a mayores consecuencias. Muchos estudios han demostrado
la aparicion de alteraciones cromosOmicas en los individuos que estdn en contacto con
plaguicidas. El dafio potencial que pueden sufrir los organismos al estar expuestos a los
diferentes productos deberia controlarse. Si se tuvieran los valores de la exposicion a
agentes genotoxicos y los cambios que estos hubieran provocado, se podria estimar la
probabilidad de padecer una determinada enfermedad genética. Pero como esto no es
posible de determinar, se emplean métodos comparativos en el analisis de los agentes
genotoxicos. Los niflos son particularmente vulnerables a contaminantes ambientales, la
alta susceptibilidad deriva principalmente de sus caracteristicas biologicas Unicas, que

caracterizan las distintas etapas de desarrollo, desde la concepcidon hasta la adolescencia,
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ocurriendo un rapido crecimiento y desarrollo celular, el cual puede ser facilmente alterado
por exposicion a toxicos. El crecimiento celular es particularmente rapido en embriones
proporcionando mayor oportunidad a los toxicos a causar mutaciones y anormalidades
congénitas. Durante los primeros afios de vida por ejemplo se da el desarrollo de la mayor
parte del sistema nervioso, si las células son dafiadas por quimicos en etapas de
vulnerabilidad existe un alto riesgo que la disfuncidon resultante sea permanente e
irreversible, pudiendo ser causa de perdida de la inteligencia y alteraciones del

comportamiento normal (Pastor, 2002).

Por tanto los individuos en las distintas etapas de su desarrollo ya sea como fetos o infantes
tienen diferentes tipos de vulnerabilidad al dafio celular que los adultos y en general son
entonces los individuos en edad temprana mas susceptibles a sufrir dafio celular
(Tamburlini, G., Ehrenstein, O., & Bertollini, 2002). Los nifios son proporcionalmente mas
fuertemente expuestos, por unidad de peso corporal a las toxinas ambientales, que los
adultos, ya que beben mds agua, consumen mas alimentos y respiran mas aire que los
adultos en relacion a su peso corporal ademas de tener preferencias alimenticias distintas y
mayores requerimientos energéticos (Snodgrass, 1992; Bearer, 1995; Ryu, 1983). Esta
demostrada desde hace mucho tiempo la asociacion entre la supresion de la respuesta
inmune y el aumento en la incidencia de infecciones y cancer. También esta probado que la
exposicion ambiental a sustancias quimicas, pueden alterar el funcionamiento del sistema
inmunitario, provocando inmunodeficiencias que pueden acarrear enfermedades mas

severas (Pastor, 2002).

Existe una segregacion socioespacial de la poblacion y de distribucion de los distintos usos
del suelo y el crecimiento desordenado y de baja densidad en el area metropolitana. La
Ciudad de Guatemala tiene una alta centralidad con respecto al resto de poblaciones del
pais, es la segunda mas alta de Latinoamérica, de acuerdo a AVANCSO (2003), el indice de
primacia urbana de Guatemala es de 84.3, el cual tinicamente es superado por Montevideo,
Uruguay, con un indice de 85.4. Entre otros efectos estas condiciones tienen repercusiones
directas en la poblacion como: ocupacion de areas de alto riesgo de sismos, deslizamiento e

inundacion para la vivienda, tanto en el sector formal como informal, lo cual en parte incide
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en la pérdida de cobertura forestal; fuerte presion sobre el medio ambiente por
contaminacion de cuencas, disposicion de desechos sdlidos, erosion del suelo y tala de
arboles, producto de la expansion y ocupacion desordenada del territorio; aumento del
tiempo perdido, de la contaminacién auditiva y del aire, del estrés y del consumo de energia
por las necesidades de movilidad diarias requeridas; deterioro de la calidad de vida,
aumento del costo de vida y segregacion social y familiar de los habitantes del area
metropolitana. Es por esto que se hace necesario evaluar si el creciente desarrollo de la

ciudad de Guatemala tiene un efecto directo en la salud de las personas.

OBJETIVOS

2.1 General

Describir el dafio celular causado al material genético en una poblacion

infantil expuesta al medio ambiente urbano en la ciudad de Guatemala.

2.2 Especificos

a) Determinar la frecuencia de micronticleos en un grupo de nifios
expuestos al medio ambiente urbano en la ciudad de Guatemala y en
niflos no expuestos

b) Identificar la frecuencia de otros marcadores de dafio celular, como:
células binucleadas, células con cromatina condensada, cariorrexis,
cariolisis y células picnoticas, en nifilos expuestos y en nifios no

expuestos.
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HIPOTESIS

La exposicion al medio ambiente urbano en la ciudad de Guatemala produce dafio del
material genético en individuos de edad infantil expresado como un aumento de la
frecuencia de micronucleos y alteraciones nucleares de mucosa bucal en comparaciéon con

los nifios no expuestos.

MATERIALES Y METODOS

Universo

La poblacion la constituyen nifios de edad escolar que viven en condicidén urbana de la

ciudad de Guatemala en el departamento de Guatemala.

Las escuelas en las cuales se obtuvo las muestras de nifios que residen en areas urbanas
para este estudio estan ubicadas en las zonas 12 y 18 del departamento de Guatemala, las
cuales corresponden a las zonas de mayor actividad industrial y también con mayor carga
ambiental clasificadas en las categorias G4 y GS5. La localizacion exacta de cada una de las
escuelas y proveniencia de los niflos/as incluidos en el estudio no se indicaran ya que se
acordo total confidencialidad de la informacion de origen, en ambos grupos tanto expuestos
como no expuestos se verifico que los niflos tuviesen asistencia minima e ininterrumpida al
centro educativo y que la distancia del centro de estudios a su casa no fuera mayor a 5

kilometros.

Muestra

El grupo a estudiar correspondid a nifios de edad escolar que tenian una asistencia minima
de un afo a una institucion educativa, ubicada en el municipio de Guatemala, la cual se
constituyd en la poblacion fuente, los centros educativos fueron elegidos al azar

seleccionando puntos en un mapa, los cuales se obtuvieron de las capas de cobertura de
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escuelas del departamento de Guatemala, proporcionados por la Secretaria de Seguridad
Alimentaria y Nutricional -SESAN-. Se eligieron centros educativos publicos ubicados en
zonas urbanas de la ciudad. Se consider6 a nifios que residian en las zonas urbanas

delimitadas por el Plan de Ordenamiento territorial para el municipio de Guatemala.

Se consider6 a un grupo externo que correspondio a individuos de edad escolar, con
residencia en un area de predominancia rural del departamento de Guatemala, con similares
condiciones que el grupo estudiado, considerando que posee una similar composicion
étnica. La seleccion se realizd utilizando mapas de plan de ordenamiento del territorio del
municipio de Guatemala, el cual, caracteriza y clasifica las areas geograficamente de

acuerdo a su estado de urbanidad.

A criterio se considero un total de 65 nifos en el estudio, de los cuales 35 corresponden a
nifios que viven en un area geografica urbana y 30 corresponden a nifios que viven un area
geografica rural, considerando el plan de ordenamiento territorial para el municipio de

Guatemala.
Poblacion expuesta: 35 nifios/as sanos que asisten a escuelas primarias localizadas en zonas
urbanas centrales y zonas urbanas nticleo G4 y GS.

Poblacién no expuesta: 30 nifios/as sanos de escuelas primarias localizadas en zonas
rurales G1.

Criterios inclusion para niiios que viven en dreas urbanas

e Se consideraron nifios y nifias de edad escolar que viven en condicion urbana de la
ciudad de Guatemala en el departamento de Guatemala con edades comprendidas

entre los 4 y 11 afios.

e Los nifios y nifias deben cumplir con una asistencia minima de dos afios a una

institucion educativa, ubicada en una zona urbana en el municipio de Guatemala.
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Contar con el consentimiento de los padres y asentimiento del nifio para la toma de

la muestra y para la inclusioén de la muestra en el estudio.

Criterios exclusion para nifios que viven en dreas urbanas

Nifios y nifias con anomalias genéticas diagnosticadas, enfermedades que requieran
tratamiento médico y estuviesen consumiendo medicamentos desde tres meses antes
de la prueba no se incluyeron.

Nifios que no accedan participar en el estudio, o que sus padres no firmen el
consentimiento informado.

Extendidos celulares con menos de 1000 células.

Criterios inclusion para niiios que viven en dreas rurales

Se considerd nifos y nifias de edad escolar que viven en condicion rural en el

departamento de Guatemala con edades comprendidas entre los 4 y 11 afos.

e Los nifios y nifias deben cumplir con una asistencia minima de dos afios a una
instituciéon educativa, ubicada en una zona rural en el departamento de

Guatemala.

Contar con el consentimiento de los padres y asentimiento del nifio para la toma de

la muestra y para la inclusion de la muestra en el estudio.
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Criterios exclusion para nifios que viven en dreas rurales

¢ Nifios y nifias con anomalias genéticas diagnosticadas, enfermedades que requieran
tratamiento médico y estuviesen consumiendo medicamentos desde tres meses antes
de la prueba no se incluyeron.

e Nifos que no accedan participar en el estudio, o que sus padres no firmen el

consentimiento informado.

e Extendidos celulares con menos de 1000 células.

Muestra

Por cuota y conveniencia.

Obtencion de la muestra

Para la obtencion de todas las muestras se considerd el asentimiento de los nifios y que los
padres o tutores legales de todos los individuos proporcionaron la autorizacion de la toma y
de la manipulacion de las muestras bioldgicas bajo los procedimientos éticos estdndar (ver

documento: Consentimiento Informado en Anexos).

Variables

Variable dependiente

Micronucleos y anormalidades nucleares

Variable independiente

Exposicion a ambiente urbano

Factores de variabilidad



Edad

Sexo

[ndice de masa corporal (IMC)
Antecedentes patoldgicos

Antecedentes toxicoldgicos

Materiales

Reactivos
a) Tris-HCI
b) Sal de sodio del acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
c) Cloruro de sodio
d) Solucion de hipoclorito de sodio
e) Dimetil sulféxido (DMSO), Hybri-Max ™, esterilizado por filtracion
f) Ethanol
9) Acido acético glacial
h) Acido clorhidrico 5 M (HCI)
i) Reactivo de Schiff
J) Solucién acuosa 0.2% Colorante Light Green
k) Medio de montaje
[) Polietilenglicol

Equipo y suministros

a) Cepillos citologicos

b) Contenedores de poliestireno de 30 ml
c) Pipetas estériles graduadas de 10 ml

d) Sistema de purificacion de agua

e) Contenedores de poliestireno TV-10

f) Pipetas Pasteur estériles 900 (22-23 cm)
g) Viales de conteo 5 ml

h) Citocentrifuga

23
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1) Tazas de Citocentrifuga

J) Laminas para microscopia, extremo esmerilado, 76 mm x 26 mm, 1 mm grueso.

k) Jarras de Coplin, (75 mm x 25 mm).

I) Estante de tincion de portaobjetos de polipropileno (70 mm x 86 mm x 21 mm)

m) Cubreobjetos, no. 1, 22 mm x 50 mm

n) Microscopio de campo brillante y para examen de fluorescencia con magnificacion
de 1,000x.

0) Cajas de almacenamiento de laminas

p) Parafilm

g) Guantes de nitrilo

Metodologia

Implicaciones Bioéticas

Este estudio se apego a los principios éticos para investigacion médica en seres humanos de

la Declaracion de Helsinki propuesta por la Asociacion Médica Mundial (AMM).

Se respeto las siguientes reglas y/o normas:

Investigacion sin riesgo: Son estudios que emplean técnicas y métodos de investigacion
documental retrospectivos y aquellos en los que no se realiza ninguna intervencion o
modificacién intencionada en las variables fisiologicas, psicolégicas y sociales de los

individuos que participan en el estudio.

No se identificara al sujeto y se mantendra la confidencialidad de la informacién
relacionada con su privacidad, es decir, que se protegera la privacidad del individuo sujeto

de investigacion, identificandolo sélo cuando éste o su tutor/responsable lo autoricen.
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Poblacion de estudio

Los sujetos incluidos en este estudio fueron elegidos intencionalmente de forma no
probabilistica, y unicamente después de que aceptaron participar por consentimiento
informado, se procedio de la siguiente forma: se pidio autorizacion a directores de Escuelas
Primarias para reunir e informar a padres de familia sobre el estudio, una vez obtenido el
permiso, se impartid una platica informativa sobre la importancia y metodologia del estudio
a los padres y niflos. Los padres que consintieron la participacion de sus hijos en este
estudio, firmaron el consentimiento informado, previo de la toma de muestras cada uno de

los nifios dio su asentimiento.

Posteriormente, se realizé una entrevista cerrada al nifio acompanado de su padre o tutor. Se
registré su edad, sexo, talla, peso, antecedentes de salud (preguntas realizadas a la madre o
tutor) y habitos toxicoldgicos. Se realizaron preguntas especificas relacionadas con la
exposicion: tiempo de residencia en la comunidad, ocupacion de los padres, actividades de

los ninos.

Procedimiento de toma de muestras celulares y procesamiento de la muestra

Se trabajo de acuerdo al protocolo de Thomas et al. (2009), con algunas modificaciones, el

cual se resume y describe a continuacion:

Se procedi6 a la toma de muestra de células epiteliales exfoliadas de mucosa con un cepillo
estéril, se colectaron las muestras en fijador de Saccomanno que contiene etanol y
polietileglicol diluido en agua, en contenedores plasticos estériles, se asigné un numero de
registro para cada muestra el cual se asign6 en el cuestionario. Las muestras colectadas se
colocaron a 4°C para su transporte hasta el laboratorio en donde se procedi6 a lavar las

células en suspension, con solucion tamponada por dilucion, para lo cual, se centrifugo la
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solucion y se elimind la mezcla de fijador y solucion tamponada, se resuspendidé en
solucion tamponada, este proceso de lavado por centrifugacion y resuspension se repitio
cuatro veces. Luego se vuelven a centrifugar las células, con lo cual se separan de la
soluciéon taponada y se resuspenden adicionandoles después del ultimo lavado
Dimetilsulféxido (DMSO). Luego se fijo las células en etanol: 4acido acético glacial, 3:1.
Se goted la suspension celular en una ldmina para microscopia y se dejo secar, para luego
someterla a hidrdlisis con HCI 5M por 30 minutos, posteriormente se lavd con agua y se
dejo secar. Se colorearon con reactivo de Schiff por 30 minutos en oscuridad, se lavd y se
contrasto con colorante Light Green por 20-30 segundos finalmente se lavo en agua y se

dejo secar. Se preservo con medio de montaje.

Analisis celular

Las células de mucosa celular fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia con el
objetivo 100x/1.25. El conteo de microntcleos y células micronucleadas se realizo
manualmente y a ciegas por el mismo observador por fluorescencia y en campo claro. Se
realizd el conteo de 1000 células por paciente y se registraron en una base de datos las
células con microntcleos (MN) o con alguna anormalidad nuclear (AN), de acuerdo a los
criterios establecidos por Tolbert et al. (1991). Con el objetivo de contar tanto células
normales como células micronucleadas o con otra anormalidad nuclear empleando los
criterios de HUMNXI (Tolbert et al., 1991; Thomas et al., 2009; Torres-Burgarin et al.,
2014). Brevemente descritos aqui: Células Normales (CN) cuando los nucleos tifien
uniformemente con formas ovales o circulares, son mas pequefios que los citoplasmas y hay
ausencia de cualquier otra estructura a los alrededores del nucleo que contenga ADN, esas
células se consideran como completamente diferenciadas. Células micronucleadas (MN) se
caracterizan por la presencia de un nucleo principal y estructuras mas pequeias
denominadas micronticleos. Un micronucleo tiene forma oval o circular y su largo esta
entre 1/3 y 1/6 del tamafio del nucleo principal; la intensidad de la tincion, textura y el
plano es igual en ambas estructuras. Las caracteristicas de un microntcleo son las

siguientes: perimetro redondeado y suave que sugiere una membrana, menor a un tercio del
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diametro del ntcleo pero lo suficientemente grande como para diferenciarlo en forma y
color la intensidad de la tincion es igual a la del nucleo, igual textura que el nucleo, igual
plano focal que el nucleo y ausencia de traslape con el nicleo, o algin puente hacia el
nucleo. Células binucleadas (CB) son células con dos nticleos principales y usualmente
ambos nucleos estan cercanos o incluso en contacto, ambos tienen similar forma y tincion
que un nucleo normal. La formacién de células binucleadas para estar relacionado a
interferencias al final de la division celular. Cariorrexis (CR) se caracteriza por agregacion
de la cromatina nuclear y fragmentacion de la membrana nuclear, se visualiza como un
patron nuclear manchado, indicador de la fragmentacién nuclear lo cual conduce a la
desintegracion nuclear. Cromatina Condensada (CC) cuando el niicleo se ve intensamente
tefiido con agregaciones de cromatina y la membrana estd intacta con un patrén nuclear
manchado o estriado. Es evidente que la cromatina esta agregada en algunas regiones del
nicleo mientras otras areas carecen de la presencia de la cromatina. Cuando la
condensacion estd extendida se observa como un nucleo fragmentado, estas justo como las
células con cariorrexis terminan con fragmentacion nuclear lo cual conduce a una eventual
desintegracion del nucleo. Células con nucleos picndticos (CP) tienen un nacleo con un
diametro de aproximadamente 1/3 de los nucleos normales, con alta densidad de material
nuclear el cual esta uniformemente distribuido pero altamente tefiido. Cariolisis (CL) se da
cuando el nucleo tiene completa ausencia de ADN, la cual probablemente representa una
etapa avanzada de muerte celular. Botones Nucleares (BN) el nucleo se observa con una
fuerte constriccion en uno de sus extremos, sugiriendo un proceso de eliminacion del
material nuclear por formacion de botones o yemas. El 16bulo tiene caracteristicas similares

en morfologia a la del ntcleo pero es mas pequefio (1/3 a 1/4 del nticleo principal).

Analisis estadistico

Por propositos descriptivos algunos datos estan expresados como la media mas una
desviacion estandar. Las células micronucleadas y con otras anormalidades nucleares se
expresan como media mas una desviacion estandar y se reportan como el numero de
ocurrencias por cada mil células. Con el objetivo de determinar diferencias entre la

aparicion de células micronucleadas y otras anormalidades nucleares los datos se tabularon
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y analizaron en el programa R. Las diferencias estadisticas entre la apariciéon de
micronucleos y anormalidades nucleares, en nifios expuestos y no expuestos se llevo a cabo
mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (para muestras independientes) con
valores exactos del valor de p. La estimacion puntual del efecto se analiz6 con un intervalo

de confianza de 95%.

RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion

La ciudad de Guatemala estd ubicada a una latitud 14.6229, longitud -90.5315 con una
superficie de 996,000 km?2 y una altitud promedio de 1590 m. Un total de 65 nifios fueron
evaluados, se incluyeron nifios y nifias sanos/as que asisten a escuelas primarias localizadas
en zonas urbanas centrales y zonas urbanas ntcleo que corresponde a las zonas G4 y G5 y
nifios y nifias sanos/as que asisten a escuelas primarias localizadas en zonas rurales G1.
Los nifios ubicados en areas urbanas y rurales tienen una distribucion de edad similar (Ver

Cuadro 1).

Cuadro no. 1. Caracteristicas de los nifios evaluados que viven en ambientes urbanos en la
ciudad de Guatemala y nifios que viven en ambientes rurales.

Variables Niiios en ambientes Niifios en ambientes
urbanos rurales
n=30 n =35
Edad 72+2.1 83+1.8
Peso 275+84 31.5+109
Talla 119.9+13.0 129.0+12.0
IMC 17.4 £2.59 18.4+3.8
Sexo Q 17 13
4 18 17

Indice de Masa Corporal IMC
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Frecuencia de células micronucleadas y anormalidades nucleares

Se compararon las frecuencias entre los nifios que residen en areas urbanas y nifios que
residen en areas rurales. Entre los nifios que estan potencialmente expuestos a ambientes
urbanos en la ciudad de Guatemala se presentd mayor frecuencia de micronuicleos y de
células con anormalidades nucleares, las diferencias fueron significativas para la aparicion
de células con micronucleos y células binucleadas (p< 0.001) con relacion a los nifios que

viven en areas rurales (Ver cuadro 2).

La frecuencia de células micronucleadas se utilizo como el punto final principal; sin
embargo, el marcador del nimero de microntucleos también se puede usar como una medida
separada para mostrar si las células con multiples microntcleos estan presentes, aunque
dada la rareza de las células que llevan mas de un solo micronucleo no hay diferencias
sustanciales entre los dos enfoques, aunque la medicion de la frecuencia de células
micronucleadas es mas estable y se prefiere. La frecuencia de microntcleos y todos los
otros criterios de valoracion se expresaran como el nimero de eventos por cada 1.000
células, independiente de la cantidad de células, se encontro6 en los nifios expuestos hasta un

nimero maximo de 9 micronucleos por cada mil células.

Cuadro no. 2. Microntcleos y anormalidades nucleares en células de mucosa bucal en
nifos expuestos a ambientes urbanos en la ciudad de Guatemala y nifios que viven en
ambientes rurales.

Variables Niiios en ambientes  Nifios en ambientes  Significancia
rurales urbanos n = 35
n=230 (Valor de p)*
Microntcleo 0.30+0.7 257+1.9 <0.001
Células Binucleadas 073+ 1.3 229+2.1 <0.001
Nucleos Lobulados 0.33+£0.6 0.34+0.8 0.833
Cromatina Condensada 13.50+11.7 13.71+12.2 0.992
Picnosis 6.50+4.7 5.00+4.3 0.132
Cariorrexis 18.20 £ 15.8 26.54 £22.6 0.177
Cariolisis 26.90 +£23.4 39.00+32.5 0.085
Total Anormalidades nucleares 66.50 +40.7 89.46 £ 55.3 0.086

Se expresan los datos como media desviacion estandar M + DE
* U de Mann —Whitney
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La presencia de células binucleadas refleja tanto dafio genotoxico como muerte celular, con

relacion a las anormalidades nucleares, algunos investigadores sugieren que la presencia de

células binucleadas es un indicador de dafio genotoxico, mientras el resto de anormalidades

nucleares pueden considerarse dafio citotoxico (Bolognesi et. al., 2013).

Cuadro no. 3. Resultados del ensayo de mucosa bucal en nifios que viven en ambientes
urbanos en la ciudad de Guatemala y nifios que viven en ambientes rurales.

7]

§ o = 3 =3 2 @

— @ w T = ‘D £

s 22 g =3 E3 2 5 2 =

g = = YE 5% 5 S &

= o) a o3 )

Q
Ambiente rural
Minimo 0,00 0,00 2,00 0,00 0,00 2,00 2,00 0,00 22,00
Percentil 25% 0,00 0,00 6,25 0,00 4,00 8,00 13,25 3,00 38,75
Mediana 0,00 0,00 9,00 0,00 12,00 14,50 19,50 5,00 52,50
Percentil 75% 0,00 0,00 10,75 1,00 19,50 24,00 32,25 8,00 88,25
Maximo 3,00 2,00 20,00 5,00 56,00 83,00 111,00 19,00 204,00
Media 0,30 0,33 9,30 0,73 13,53 18,17 26,90 6,53 66,50
Desviacion estandar 0,70 0,66 4,71 1,28 11,78 15,81 23,37 4,79 40,66
Error estandar 0,13 0,12 0,86 0,23 2,15 2,89 4,27 0,87 7,42
IC Inferior al 95% de la
media -0,25 -0,24 -1,69 -0,46 -4,21 -5,66 -8,36 -1,71 -14,55
IC Superior al 95% de la
media 0,25 0,24 1,69 0,46 421 5,66 8,36 1,71 14,55
Ambiente urbano

Minimo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00 3,00 0,00 29,00
percentil 25% 1,00 0,00 5,50 0,50 5,50 10,50 18,50 2,00 42,00
Mediana 2,00 0,00 8,00 2,00 10,00 16,00 29,00 4,00 70,00
percentil 75% 3,00 0,00 13,50 3,50 18,00 40,50 61,00 6,50 129,00
Maximo 9,00 3,00 29,00 8,00 56,00 93,00 152,00 19,00 241,00
Media 2,57 0,34 10,06 2,29 13,71 26,54 39,00 5,00 89,46
Desviacion estandar 1,88 0,80 6,36 2,09 12,21 22,59 32,46 4,32 55,32
Error estandar 0,32 0,14 1,07 0,35 2,06 3,82 5,49 0,73 9,35
IC Inferior al 95% de la
media -0,62 -0,27 22,11 -0,69 -4,04 -7,48 -10,75 -1,43 -18,33
IC Superior al 95% de la
media 0,62 0,27 2,11 0,69 4,04 7,48 10,75 1,43 18,33

Los resultados que se muestran son medias por cada mil células
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Figura no 1. Imagenes de las diferentes células teiiidas usando Fuelgen y Light

Green vistos por fluorescencia con filtro rojo lejano

(a) Célula basal; (b) Célula diferenciada; (c) Célula con micronucleo (flecha); (d)
Célula con boton nuclear; (e) Célula Binucleada; (f) Célula con cromatina
condensada; (g) Célula con cariorrexis; (h) Célula picnotica; (i) Célula cariolitica.
Todas las imagenes fueron tomadas a 1,000x aumentos.

--
-
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DISCUSION

En este estudio se utilizd la técnica de micronticleos en células exfoliadas de mucosa oral
con el proposito de determinar la presencia de micronicleos y anormalidades nucleares,
esta técnica es minimamente invasiva y se recomienda para estudios de poblaciones
pediatricas (Bonassi et al., 2011). Una caracteristica importante de las poblaciones
pediatricas es que su exposicion ambiental a toxicos es distinta a la de los adultos, las tasas
de detoxificacion, procesos de reparacion de ADN y proliferacion celular son distintos
también, por ello nifios y adultos aun en el mismo ambiente pueden experimentar diferentes
exposiciones. Es bien conocido que los nifios deben tener un bajo nivel de dafio genético
ya que no tienen hdbitos de riesgo, no fuman (aunque algunos pueden ser fumadores
pasivos), no consumen alcohol o drogas, no presentan exposicion laboral a quimicos
peligrosos y su dieta suele ser menos variada (Neri et al.,, 2005). Por estas razones entre
otras se espera encontrar un bajo nivel de dafio celular cuando se estudian poblaciones

pediétricas.

La Ciudad de Guatemala ha crecido mas en la Gltima década que en toda su historia previa,
las proyecciones indican que el crecimiento continuard. De seguir el ritmo actual, el espacio
urbanizado se duplicaria para el afio 2020 y albergara los 3.3 millones de habitantes que se
espera vivan en el area metropolitana, este crecimiento poblacional y espacial se ha dado de
una manera desordenada. Desde hace unas tres décadas, se ha evidenciado una creciente
segregacion espacial entre las areas residenciales y las otras actividades. Lo cual obliga a
buena parte de la poblacion a movilizarse diariamente entre periferia y centro, aun asi, las
areas de actividad industrial y comercial también son areas de residencia ademas estas areas
por ausencia de un sistema de planificacion albergan escuelas publicas y privadas las cuales
quedaron ubicadas sobre o cercanas a las principales vias vehiculares, esto genera enormes
ineficiencias y problemas sociales, ambientales y econdmicos, tanto para los individuos
como para la ciudad en su conjunto (POT, 2006). La poblacién y sus actividades, asi como
la actividad industrial en la ciudad de Guatemala en los Gltimos afios ha ido en aumento lo
cual crea una carga ambiental que no ha sido cuantificada en ninguna forma, no existen

datos sobre la calidad del aire, agua, suelo o cualquier pardmetro ambiental que sean
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informacion publica que nos permita tener idea si existen riesgos de salud sobre las
personas que viven en la Ciudad de Guatemala, pero es evidente que los niveles de
contaminacion en suelo, agua y aire aumentan constantemente y la ciudad atn carece de un
plan, ordenamiento o regulacién que establezca pardmetros ambientales minimos para los
desechos y emisiones tanto para ciudadanos como para la industria y comercio. Manzano
et. al. (2013) encontr6 que las aeroparticulas contaminantes de la Ciudad de México
inducen deleciones del ADN en ratones, lo cual no puede ser muy distinto a lo que sucede
en humanos que se ven obligados a permanecer en estas areas de alta contaminacion. Se
encontré6 un numero mayor de micronucleos en nifios que viven en zonas urbanas en la
ciudad de Guatemala (2.57 + 1.9) que aquellos que viven en zonas rurales (0.30 = 0.7), lo
cual hace evidente que existe un aumento significativo y que la exposicion a los ambientes
urbanos de la Ciudad de Guatemala puede inducir dafios en el ADN, por su parte la
aparicion de fallas en la division celular es significativamente diferente entre los nifios
expuestos (2.29 £ 2.1) y los no expuestos (0.73 £ 1.3). Castafieda-Yslas et al. (2016)
encontr6 las mas altas frecuencias de células micronucleadas en nifios expuestos a
pesticidas por actividades agricolas o por vivir en areas aledafias a zonas agricolas con
valores de 2.5 (media) + 2.5 (desviacion estandar) similares a los encontrados en nifios que
viven en la ciudad de Guatemala, otros estudios en México (Gomez-Arroyo et al., 2013) y
Sur América (Benitez et al., 2010; Bernardi et al., 2015) han encontrado valores similares
en el incremento de células micronucleadas en nifios expuestos a pesticidas. Los nifios
especialmente susceptibles al dafio genotoxico ya que difieren de los adultos en su
metabolismo, comportamiento y fisiologia, los nifios tienen mayor consumo por kilogramo
de peso corporal de comida, agua y aire, por lo cual, pueden tener proporcionalmente
mayor consumo de agentes toxicos en el ambiente, a esto también debe agregarse un
incremento a la exposicion ambiental en nifios dado por su comportamiento “mano a boca”
lo cual les confiere mayor oportunidad de ingerir compuestos toxicos presentes en el agua,
suelo y polvo. Finalmente las tasas de detoxificacion, procesos de reparacion de ADN y
proliferacion celular son distintas. La division celular es distinta ya que la migracion celular
presenta diferentes tasas de acuerdo a la edad y es influenciada por los flujos hormonales

(Neri et al., 2003; Holland, 2011)
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Macawile y Sia (2013) evaluaron la aparicion de microntcleos en dos provincias una
considerada rural y la otra de tipo urbano, sin encontrar diferencias significativas
encontraron mayor ocurrencia (66.3%) en los nifios que asisten a escuelas publicas que en
aquellos que asisten a escuelas privadas (33.7%), ademds encontraron que existe mayor
frecuencia de micronucleos en aquellos nifios que caminan hacia sus centros de estudios
(52.6%) y los que toman el servicio de transporte publico (33.1%) que aquellos que se
transportan en vehiculos con aire acondicionado (14.3%) lo cual puede indicar que la
condicion socioecondomica del individuo podria predisponerlo a distintas tasas de
exposicion, en este estudio solo se evalud nifios que asisten a escuelas publicas por lo que
incluir el enfoque socioeconémico debiera considerarse en estudios posteriores. En un
estudio realizado en Brasil en escolares, Sisenando et. al. (2012) encontraron que la
exposicion a contaminacion en el aire por quema de biomasa en la Region del Amazonas se
veia incrementada encontrando medias para la aparicion de micronucleos entre 0.83 + 0.56
y 0.87 £ 0.54 comparados con los escolares no expuestos 0.19 = 0.31 y 0.29 + 0.46, estos
valores son incluso mas bajos a los encontrados aqui, es importante considerar que los
valores encontrados en los nifios que viven en zonas no expuestas a contaminantes fuertes
en el aire son similares los encontrados en nifios en Ciudad de Guatemala (0.30 = 0.7) y
coincidentes por lo reportado por Holland et al. (2008) para el proyecto en Células
Exfoliadas en Mucosa Bucal (HUMNYy;). Al comparar entre areas expuestas y no
expuestas a contaminacion se ha encontrado que los nifios expuestos a contaminacion
tienen una frecuencia mas alta de micronucleos, resultados semejantes a los que se han
encontrado en India, Rusia y Estados Unidos (Lahiri et al, 2000; Maimulov et al, 1998;
Huen et al, 2006 y Chen et al, 2006). En la Ciudad México se encontr6 al comparar nifios
de varias edades que el efecto de la contaminacidn en el aire era mas fuerte en relacion a la
frecuencia de micronticleos en los nifios mas jovenes, lo cual se relaciona con la mayor
sensibilidad que tienen los nifios a la exposicion ambiental (Valverde et al. 1997 y Wild,
2003). Factores genotoxicos incluyendo mezclas desconocidas en el ambiente, humo de
tabaco, nano particulas en el aire, contaminantes en los alimentos (pesticidas y quimicos
generados al cocinar), combustion de aceite y carbon, asi como radiacion ionizante y no
ionizante  han sido estudiados y se ha comprobado su efecto en el incremento de

micronucleos en nifios al comprarlos con referentes (Holland et al., 2011). Ademas al
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comparar la frecuencia de microntcleos la expresion de genes diferenciados, se ha
demostrado que existe un pequeflo traslape al nivel de transcriptoma entre nifios y adultos,
y las dos funciones mds importantes moduladas en nifios pero no en adultos son el
nucleosoma y la respuesta inmune, la expresion de multiples genes se ha podido relacionar
significativamente con la frecuencia de microndcleos en nifios aun asi debe realizarse mas

estudios (Van-Leeuwen et al., 2008).

Segiin Thomas et al. (2009) es razonable considerar que los valores individuales que estan
mas alld de dos desviaciones estandar de la media del biomarcador deben considerase como
anormales cuando se comparan los resultados con grupos de similares edades, tomando en
cuenta esto puede decirse que el 69% de los nifios evaluados que viven en areas urbanas
tiene valores anormales en la aparicion de células micronucleadas en relacion a los nifios
que no viven en estas zonas urbanas G4 y G5 de la ciudad de Guatemala. El significado
clinico de la presencia de otras anormalidades nucleares no esta completamente elucidado,
en los intentos por entender el significado bioldgico por otros investigadores de las
anormalidades nucleares, estas han sido asociadas con la presencia de diversas
enfermedades cronicas y degenerativas asi como a la exposicion a quimicos peligrosos. En
general la presencia micronucleos estd relacionada con inestabilidad cromosdmica o dafio
en el ADN. La aparicion de Células binucleadas es reflejo de un fallo en la citocinesis asi
como defectos en la formacion de los microfilamentos o por arresto del ciclo celular por la
mal segregacion de los cromosomas o disfuncion de los telomeros. Y el resto de
anormalidades nucleares como cromatina condensada, cariorrexis, células picoticas y

cariolisis estan asociados a muerte celular (Bolognesi et al., 2013).

La media de la frecuencia de micronticleos para nifios no expuestos (media 0.30%) es mas
alta que la observada en nifios sanos sin exposiciones considerables (Bonassi et al., 2011).
Esta media es mas alta que la encontrada en nifios en areas rurales (media 0.17%) y urbanas
(media 0.22%) en Calcuta (Lahari et al., 2000), y similar a la observada en nifios expuestos
a quema de biomasa en Brasil (0.29%), y la observada por Ceretti et al. (2014) en Italia
(0.29%). De acuerdo con otros investigadores una frecuencia en un intervalo entre 0.03% y

0.17% de micronucleos puede ser considerado como un rango de aparicion espontanea en ¢
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¢lulas exfoliadas de mucosa oral en nifios no expuestos (Bonassi et al., 2011). Chen et al.
(2006) estima un intervalo entre 0.05% y 0.08% para personas saludables, al comparar esto
con lo encontrado en este estudio tenemos que la media de la frecuencia de microntcleos
encontrados en nifios no expuestos es de tres a cuatro veces el valor estimado como
referencia para nifios en edades similares y que los nifios expuestos presentan frecuencias
mucho mas altas. Estos resultados podrian indicar que existen contaminantes en el
ambiente en areas rurales en la ciudad de Guatemala y apoya los hallazgos que indican que
los contaminantes en el ambiente en zonas industriales o urbanas pueden tener efectos

genotoxicos en la mucosa oral (Ceretti et al., 2014).
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CONCLUSIONES

El ambiente urbano tiene un efecto en el incremento de células micronucleadas y células

binucleadas en los nifios evaluados que residen en la ciudad de Guatemala

La frecuencia de aparicion de microntcleos es mayor en nifios que residen en areas urbanas

en relacion con aquellos que viven en areas rurales en el departamento de Guatemala.

Los resultados del estudio sugieren dafio citogenético relacionado a ambientes urbanos en

el departamento de Guatemala

RECOMENDACIONES

El estudio tiene un caracter exploratorio, la muestra no es lo suficientemente representativa
para generalizar los resultados a la poblacion guatemalteca pero nos permite tener una
primera aproximacion a lo que pueda estar sucediendo con la poblacién pediatrica en la
ciudad de Guatemala, los hallazgos sugieren la existencia de dafio citogenético en los nifios
que residen en ambientes urbanos, por lo que se considera la necesidad de ampliar la
muestra e investigar las causas del dafio. Se recomienda estudios de biomonitoreo para
evaluar el efecto de la exposicion directa e indirecta, en las habilidades cognitivas y
conductuales de los nifios; en la prevalencia de alteraciones ginecologicas y en el desarrollo
de cancer entre otros efectos, por lo que se recomienda evaluar grados de exposicion, estilo
de vida, nutriciéon y funcidon inmune con el objetivo de poder determinar cudles podrian ser
los mecanismos que generan la formacion de micronticleos durante la infancia y la vida

adulta.
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ANEXO 1. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO No.
Universidad de San Carlos de Guatemala

Centro de Investigaciones Biomédicas

“Daiio celular en una poblacion infantil expuesta al medio ambiente urbano en la Ciudad de Guatemala”

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Usted ha sido seleccionado para ser informado respecto al trabajo de investigacion que estamos realizando en
la Universidad de San Carlos de Guatemala. El proposito de hablar con usted es invitarlo a participar en este

trabajo de investigacion con el fin de identificar dafio celular en edad temprana.

El estudio durara 3 meses y su participacion serd UNA UNICA VEZ, vamos a examinar a 100 distintos nifios.
Si usted acepta que el nifio nifla menor de edad, bajo su tutela, participe en el estudio, su participacion
consiste en: autorizarnos a tomar una muestra de células del epitelio bucal (region interna de la mejilla), para

analizar en ella si su hijo o menor bajo su tutela, tiene algiun indicio de dafio celular.

Si usted no lo desea, no es necesario que participe en este estudio. Usted es libre de decidir el momento que
quiera retirarse del estudio si usted se arrepiente o no se siente comodo con las preguntas que se le realizaran.
Asi mismo, usted acepta que la muestra sea utilizada en estudios posteriores en relacion a esta investigacion.

Los resultados del analisis de epitelio bucal, son confidenciales, se le proporcionaran tnicamente a usted.

He tenido conocimiento y he leido el consentimiento sobre el estudio que se esta realizando en el Centro
de Investigaciones, he recibido respuestas a mis preguntas y dudas, deseo participar voluntariamente

aunque si cambio de parecer y ya no quiero, me puedo retirar.

Nombre: Firma o Huella

No. DPI: Fecha

*En caso que el padre o madre no sepa leer y/o escribir
Nombre del Testigo Firma_oHuella
No. DPI: Firma
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ANEXO 2. Boleta de datos Generales

Escriba aqui su cadigo

Boleta de datos Generales

Queremos solicitar su colaboracion en este proyecto sobre dafio celular y estilo de vida en
una poblacion escolar. Este estudio se esta realizando en el municipio de Guatemala y en €l
participan 60 nifios y nifas. Le agradeceriamos que rellenara este cuestionario. Por favor,
no escriba su nombre en el cuestionario. Los cuestionarios son totalmente anénimos. En su
lugar escriba el codigo que se asignd al inicio de la actividad. Le recordamos que la
participacion en este estudio es voluntaria.

Los datos que debe indicar a continuacion son referentes a su nifio o nifia.

Fecha
1). nacimiento: /]
dia mes aflo
*Por favor marque con una x dentro del paréntesis
2). Genero Masculino ()
Femenino ()
3). Peso
4). Talla
5). Fumador (pasivo)
* Un nifio es fumador pasivo Si No
e comme () ()
Padre ()
Madre ()
Otro ()
(Indique)
Consumo de
6). Alcohol Madre ()
Padre ()
7). Antecedentes familiares de:
Cancer No ()
si ()
Relacion

Enfermedad cardiovascular
No ()

si ()

Relacion



Enfermedad
neurodegenerativa

No

si

Relacion
Enfermedades recientes

~_~ o~
N N

Medicamentos

8). Ocupacion Padre
Madre

9). Exposicion
Quimicos
no
si
Tipo
(Anestesia,

fungicidas, otros)

Rayos X
no
s

~_~ o~
N N

47

Herbicidas,

()
()

(Hace cuanto tiempo?

Antenas

de

telecomunicacion

no
si

()
()

Distancia de la casa

Tiempo de exposicion

Otro

10). Tipo de Sangre A+
B+

AB+
O+

AB-
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ANEXO 3. Conteo individual de micronucleos y alteraciones nucleares de nifios de

areas urbanas.

No. MN NL BA BN cC CR CL PN TAN
1 3 0 18 2 8 15 15 45
2 1 0 9 4 15 12 20 56
3 2 0 23 2 8 42 68 10 132
4 2 0 13 3 3 8 15 33
5 4 0 11 2 4 1 9 32
6 6 0 29 0 4 24 29 6 69
7 | 0 6 0 4 6 26 0 37
8 2 0 9 2 8 21 27 10 70
9 0 0 18 0 12 3 6 9 30
10 9 | 18 4 26 46 66 4 156
11 | 0 7 1 19 16 36 3 76
12 2 0 13 0 16 24 18 7 67
13 4 0 10 1 18 54 62 8 147
14 | 0 15 0 5 50 70 0 126
15 2 0 8 6 18 10 20 0 56
16 3 1 19 1 6 55 65 19 150
17 | 0 4 0 8 23 33 4 69
18 3 0 7 0 0 14 19 3 39
19 1 0 7 0 2 3 21 2 29

20 5 0 8 2 2 10 16 2 37
21 5 0 8 2 16 35 29 5 92
22 3 0 9 2 13 66 152 5 241
23 1 0 4 3 7 93 98 2 204
24 2 0 6 6 15 27 36 2 88
25 1 3 14 5 27 4 3 11 54
26 1 0 0 0 0 1 19 | 32
27 2 2 7 4 10 20 35 3 76
28 2 | 3 8 24 57 68 6 166
29 3 1 3 3 25 13 44 3 92
30 5 0 5 3 8 73 60 5 154
31 3 3 3 2 7 9 12 | 37
32 2 0 5 5 44 14 23 13 101
33 0 0 15 1 56 15 31 13 116
34 2 0 5 5 30 6 7 5 55
35 5 0 13 1 12 39 107 3 167
Media £DE | 3 611903 0.8 10,1 £6.4|23+2.1]13,7+12.6|26,5+22.6 39,0 £32.5|5,0+4.3 | 89,5+55.3

Micronucleos (MN); Nucleo Lobulado (NL); Basales (BA); Binucleada (BN); Cromatina Condensada (CC);

Cariorrexis (CR); Cariolisis (CL); Picnosis (PN); Total de Alteraciones Nucleares (TAN)
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ANEXO 4. Conteo individual de micronucleos y alteraciones nucleares de nifios de

areas rurales.

No. MN NL BA BN CC CR CL PN TAN
1 0 0 20 5 9 10 13 15 59
2 3 0 2 20 8 10 0 53
3 1 2 0 17 2 51
4 0 1 15 4 4 4 8 57
5 1 1 10 3 24 30 27 11 43
6 0 0 8 0 5 12 3 90
7 0 0 3 1 16 22 2 105
8 0 0 2 0 83 111 6 83
9 1 0 1 16 14 19 7 51
10 0 0 15 1 13 20 13 12 139
11 2 1 14 0 24 17 5 108
12 0 0 4 0 17 20 8 128
13 0 0 3 0 5 24 20 8 69
14 0 0 20 0 8 15 15 5 71
15 0 1 7 0 20 28 36 5 38
16 0 0 9 0 25 35 40 5 37
17 0 0 8 1 17 22 33 10 52
18 1 2 9 1 18 10 15 4 100
19 0 0 9 0 56 40 24 19 28
20 0 0 10 0 28 18 45 17 35
21 0 0 14 0 12 25 89 2 24
22 0 2 1 28 30 3 59
23 0 0 0 14 37 13 53
24 0 0 0 24 8 4 51
25 0 0 11 2 4 10 19 2 57
26 0 0 4 0 12 14 19 7 43
27 0 0 0 12 30 55 3 90
28 0 0 17 0 2 8 14 4 105
29 0 0 6 0 1 8 24 2 83
30 0 0 0 1 8 11 4 51
Media + DE

03+ 0.7{03+0.7|93+4.7|0.7+13|13.5+11.8|18.2+15.8|26.9+ 23.4|6.5+4.8| 66.5 +40.7

Microntcleos (MN); Ntcleo Lobulado (NL); Basales (BA); Binucleada (BN); Cromatina Condensada (CC);
(CL);

Cariorrexis

(CR);

Cariolisis

Picnosis

(PN);

Total

de

Alteraciones

Nucleares

(TAN)
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