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Resumen

Las condiciones ambientales, la industrializacion, la calidad de los motores y del
combustible que poseen los vehiculos del Valle de Aburrd y el poco control que se
lleva a cabo hacen de esta urbe una de las mas contaminadas de Latinoameérica
segun la mesa de trabajo para el medio ambiente de Medellin (2008). El uso de
biomarcadores genotoxicos es esencial para determinar el posible riesgo que
representa para la salud la exposicion a material particulado. El objetivo de este
estudio es determinar el efecto genotoxico y la influencia de la época climatica del
material respirable PMjo en linfocitos humanos por medio del ensayo cometa
alcalino. Se evaluaron tres sitios del Valle de Aburra Barbosa, Corantioquia y
Facultad de Minas con diferentes niveles de PMyy 25, 44 y 91 pg/m?®
respectivamente, en tres épocas climéaticas (lluvia, transicion y seca) entre Julio de
2011 y Abril de 2012. Se encontraron diferencias significativas (p< 0.001) en la
actividad genotoxica del PMyo de cada uno de los sitios con respecto al control
negativo, siendo 6 veces mayor el dafio en el sitio con niveles altos de polucién.

Respecto a las épocas climaticas se observd que la época de transicidon influye
fuertemente (p< 0.001) en la actividad genotéxica del PMig en los tres sitios
evaluados. La magnitud del dafio en el DNA es de 3 a 6 veces mayor que el
control y el porcentaje de células dafadas es muy variable entre los sitios, siendo
mayor en Facultad de minas. Concluimos que el Material Particulado respirable de
los sitios evaluados del Valle de Aburra presenta actividad genotoxica y que la
época climatica tiene incidencia en esta actividad, ademas de que la respuesta
biolégica evaluada con el ensayo cometa es apropiada como biomarcador de
genotoxicidad para complementar el monitoreo quimico y el analisis de calidad del

aire.

Palabras Clave: genotoxicidad, material particulado, biomarcador, contaminacion.



1. INTRODUCCION

El material particulado aerotransportado estd compuesto de particulas soélidas y
liquidas, suspendidas y dispersas en el aire. Algunas particulas son emitidas
directamente al aire del ambiente, mientras que otras son formadas en la
atmésfera por transformaciones de las emisiones gaseosas como los 6xidos de
azufre, de nitrdgeno y compuestos organicos volatiles (Pilinis et al., 1987). Para
fines de regulacion, el material particulado se designa comunmente como PM; 50
PMyo lo que refiere a particulas con diametro aerodinamico menor de 2,5 umy 10
Mm, respectivamente. Son de gran interés porque constituyen el material
particulado respirable y han sido asociadas a una variedad de enfermedades
humanas tanto somaticas como hereditarias, ademas de tener un impacto
importante a nivel de Ecosistema. Gran cantidad de estudios epidemiol6gicos
muestran incremento de mortalidad y morbilidad (admisiones hospitalarias,
sintomas respiratorios, disminucién de la funcién pulmonar, etc.) en ciudades con

altos niveles de Particulas (Solarte et al., 1999).

El PMyo resulta principalmente de la combustion incompleta de diferentes tipo de
combustibles, como la gasolina, el diesel y otros aceites, asumiendo también
como fuente importante a las industrias y con un menor aporte las fuentes
naturales como esporas, polen, suelos, particulas de hojas, incendios forestales,
entre otros (Diaz & Paez, 2006)

Dadas las condiciones socioeconémicas y climaticas del Valle de Aburra se ha
reportado la ciudad de Medellin como una urbe con alta polucion aérea, esta
problematica se ve enmarcada por la gran cantidad de autos que se tienen en la
ciudad, el incremento del parque automotor (motos y carros) duplicado en los
ultimos 5 afios y la permanencia de automotores viejos, por la baja calidad del

combustible utilizado, la poca vegetacién en las vias principales, el insuficiente



control de emisiones permitidas al transporte publico y a las industrias
(principalmente los sectores: textil, ceramico, vitreo y ladrillero), (Toro et al., 2010).
Por todo lo anterior, encontramos que en los ultimos afos se le ha dado relevancia
a lo que concierne a la contaminacién atmosférica y se ha logrado llevar a cabo un
monitoreo quimico de los niveles de poluentes en gran parte del Valle, ademas se
han realizado estudios epidemiolégicos que correlacionan ciertas enfermedades
con los niveles de contaminacién que se encuentran en la urbe. A pesar de estos
esfuerzos, se desconoce aun la composicion del Material Particulado del Valle y el
posible efecto temprano previo al desencadenamiento de las enfermedades
mencionadas, es decir, no se ha profundizado en el efecto biologico tras la
exposicion, que puede darse a nivel celular, cromosémico e inclusive de ADN y
gue posteriormente se vera expresado en la enfermedad. Es importante conocer
estas respuestas tempranas a nivel bioldgico ya que representan parametros a
tener en cuenta en las regulaciones sobre la calidad del aire al que estamos
expuestos ambientalmente los habitantes de esta region. Estas respuestas
biolégicas son conocidas como biomarcadores, los se estudian con el uso de
pruebas muchas de las cuales son implementadas por diferentes agencias
internacionales de regulacion para caracterizar el riesgo existente para la salud
humana y ambiental. Una de las baterias recomendadas por las agencias de
regulacion ambiental como la USEPA, la OCDE entre otras para la evaluacion
genotoxica es conocido como el ensayo cometa alcalino, el cual evidencia
rupturas en la cadena de ADN después de la exposicidn a un xenobidtico. En este
contexto, planteamos como proposito de estudio dilucidar el posible efecto
genotoxico del Material Organico de las particulas del Valle de Aburra en tres
épocas del afio utilizando el ensayo cometa alcalino como complemento de los
parametros y monitoreos actuales de la calidad del aire, siendo este un estudio
pionero en la ciudad en cuanto a la genotoxicidad del PMjo y pretendiendo que
represente el primer paso para comenzar a implementar un amplio rango de

respuestas bioldgicas en diferentes modelos de estudio (lineas -celulares,



bacterias, animales, plantas, etc) para robustecer el conocimiento de la
problemética ambiental y decidir sobre las medidas a implementar.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Colombia hace parte de los paises llamados “en via de desarrollo”, dichos paises
cuentan con una contaminacion aérea alta (Lozano, 2004) debido a que en las
ciudades de estos paises las calles estan atestadas con autobuses, camiones y
una aglomeracion de automoviles viejos, los residentes urbanos respiran
contaminantes que provienen de estos vehiculos, asi como también de las
pequefias empresas, industrias y plantas de energia eléctrica (Alem et al., 2005).
Conforme a la Mesa de Trabajo para el Medio Ambiente (2008), particularmente
Medellin es una de las urbes mas contaminadas de Latinoamérica, por encima de
ciudades que comunmente son percibidas como muy contaminadas como
Santiago, México o Sao Paulo. Segun un informe sobre la calidad del aire en el
Valle de Aburra, Medellin presentd nivel de particulas PMip contaminantes por
millén de 93, mientras le seguia Santiago con casi 73, Bogota con 66 y México con
64. De acuerdo a investigaciones recientes por cada 10 ug/m® de PM, se
aumenta la mortalidad general en un 4%, un 8% la mortalidad por enfermedades
respiratorias (EPOC) y un 14% la mortalidad por cancer de pulmoéon (REDAIRE,
2005). Un comportamiento similar se observdé en un estudio realizado entre la
universidad de Antioquia, Universidad de Medellin y Universidad CES en el cual se
demuestra que la contaminacion del aire en Medellin ocasiona: reduccién de la
funcidn respiratoria entre un 3% y 12% frente a una regién con menores niveles de
contaminacion (Oriente), aumento en el nimero de personas con cancer de
pulmén, 11.8 casos por 100 mil habitantes en 1980 con respecto a 20.6 en el
2005; aumento de enfermedades respiratorias en un 49.3% en aquellos nifios que
viven en zonas con altos niveles de PMy, PM2 5, hollin y plomo en comparacion
con aguellos niflos expuestos a concentraciones normales. Los investigadores
concluyeron que los altos niveles de estos contaminantes explican de forma
conjunta el 30.6% de las enfermedades respiratorias (Mesa de Trabajo para el
Medio Ambiente en Medellin, 2008).
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Esta plenamente documentado en el Valle de Aburra, los niveles de contaminacion
por material particulado, oxidos de azufre, carbono y nitrégeno, desde parametros
fisicoquimicos en tiempo y espacio pero no desde parametros bioldgicos y mucho
menos genotoxicos. Las condiciones ambientales del Valle de Aburra, su
humedad relativa, la trayectoria de los vientos hacen que los contaminantes de
aire permanezcan localizados en zonas en las cuales la exposicion se hace
mayor, ademas la calidad de los motores y del combustible que poseen los
vehiculos que se movilizan en la ciudad no es la mas aceptable y el control que se
lleva a cabo con respecto a esto es realmente poco. No es suficiente con la sola
identificacion de sustancias que se hayan reportado como nocivas o que puedan
tener un riesgo genético para la poblacion humana, se deben complementar los
programas de monitoreo quimico con estudios tendientes a determinar el efecto
biolégico especialmente genotdxico usando biomarcadores potenciales para el
andlisis de calidad ambiental ya que ellos son medida de la salud y el fitness.
Para el Valle del Aburra aun es desconocido el biomarcador de genotoxicidad
como un sistema de alerta temprano de una mezcla ambiental como el aire en la
cual se presentan interacciones propias del sitio y tipo de contaminantes
presentes.

Otro punto importante a tener en cuenta es que aunque en Medellin se hace
seguimiento de algunos componentes quimicos del aire, del material particulado y
ademas algunas universidades se han enfocado en realizar estudios
fundamentados en las enfermedades que surgen, aumentan o se empiezan a fijar
en nuestra poblacion, no se ha realizado un analisis de riesgo que comprometa al
aire como mezcla compleja ambiental. Conocemos el posible efecto que ciertos
compuestos tienen a nivel biolégico por si solos, pero desconocemos la actividad
de los mismos cuando interactian entre si, ya que se pueden presentar

sinergismos, antagonismos, entre otros.
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Por lo anterior, es fundamental empezar por este tipo de evaluaciones en la ciudad
para dilucidar el efecto que podria tener la polucion de nuestro medio ambiente
bajo las condiciones particulares y no solamente basarnos en parametros
establecidos en Estados unidos y otros paises de Europa donde se poseen
caracteristicas climéticas, geograficas y socioeconémicas totalmente diferentes;
dado que bajo dichos escenarios diferenciales sus conclusiones pueden no ser

validas en el contexto de ciudades latinoamericanas.

El enfoque de este estudio frente a esta problemética se basé fundamentalmente
en poder dar cuenta del posible efecto temprano que pudiera generar la polucién
aérea y el cual posteriormente servira como indicador de un riesgo genotoxico
antes que se desencadenen efectos tardios e irreversibles expresados en
enfermedades. Es necesario establecer marcadores biolégicos in vitro como
primeros estudios que esclarezcan la actividad genotdxica que tiene nuestro aire
ademas de los ya establecidos marcadores quimicos a los cuales se les hace
seguimiento desde la red de vigilancia del aire (REDAIRE). Consideramos que es
de gran importancia establecer el efecto que estos contaminantes tienen en la
cadena del ADN, ya que este tipo de estudios no se encuentran reportados para
nuestra ciudad aunque se esté llevando a cabo un monitoreo de los niveles de

contaminantes ya mencionados.

En el pais apenas se estd creando la necesidad de emprender la tarea de
investigar y entender como es el comportamiento de los contaminantes en los
diferentes compartimentos ambientales, cuales son los efectos bioldgicos que
pueden causar, como es la dinamica que tienen segun las condiciones climaticas
con el fin de generar datos sistémicos que den la posibilidad de intervenciones
preventivas tanto para la salud humana como del ecosistema. Esta investigacion
es pionera en nuestra ciudad ya que pretende entender el mecanismo de accién
de una mezcla compleja como es el componente organico del PM;o desde un

biomarcador de respuesta bioldgica, la genotoxicidad in vitro.
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3. MARCO TEORICO

El aire puro es una mezcla gaseosa compuesta aproximadamente de un 78% de
nitrdgeno, un 21% de oxigeno y un 1% de otros gases. Se llama contaminacion
atmosférica a la adicién de cualquier sustancia que altere las propiedades fisicas o
quimicas del aire. Los contaminantes atmosféricos mas comunes son gases
(monoxido de carbono, 6xidos de nitrégeno, 6xidos de azufre e hidrocarburos) y
material particulado (Daisey, 1988). Estos contaminantes se incorporan a la
atmaosfera principalmente por dos vias: Una proviene de las fuentes emisoras de
origen natural como erupciones volcanicas, descargas eléctricas, incendios de
bosques, entre otros y la otra via es de origen antrGpico, entre las que
encontramos la actividad agricola, silvicola, de construccion, procesos industriales,

de combustion, automotores, etc (Celis, 2009).

El material particulado respirable comprende particulas de didametro entre 2,5y 10
um, referidas cominmente como PM, s 0 PMg; estas particulas se depositan en la
trdquea, bronquios y bronquiolos y las PM, s son capaces de llegar inclusive a los
alveolos pulmonares, ambos tipos de particulas estan asociados con efectos
negativos para las salud humana y del ecosistema en general (Diaz y Paez 2006;
MPCA 2001). A este material particulado se adhieren otras especies
contaminantes como compuestos organicos mutacarcindgenos tales como los
Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), benceno, tolueno y compuestos
inorganicos con caracter toxico como sulfatos, nitratos, amonio y metales pesados
(Zuluaga et al., 2009). La principal fuente responsable de la emision de estos
compuestos es la combustion incompleta de carbdn y petréleo, especialmente la
generada por combustion de gasolina y diesel, por lo cual el transporte terrestre
representa entre un 30-90% del total de produccion de estos contaminantes en
paises desarrollados y hasta un 98% en los paises en vias de desarrollo como

Colombia (Warner & Wark 2004). La diferencia en estos valores se debe a la
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distinta calidad de combustibles y motores que usan los vehiculos y la
permanencia de estas sustancias en el ambiente que depende del tipo de
condiciones climaticas como la pluviosidad, vientos, presion atmosférica, humedad
relativa, etc., lo que hace imperativo la generacion de datos diferenciales y propios

de cada region para regular las emisiones (MPCA 2001)

El problema de la contaminacion aérea y su regulacion representan un proceso
complejo de abordar por lo que hay un interés creciente de entes
gubernamentales, académicos y privados por generar datos, hacer diagnosticos y
monitoreos frecuentes con el fin de disminuir su impacto. Se han configurado
diferentes organizaciones a nivel mundial preocupadas por determinar el riesgo
gue representa la contaminacion ambiental tanto para la salud humana como para
el ecosistema, entre ellas estad la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados
Unidos (US EPA), la Comision Internacional para la Proteccion contra Mutagenos
y Carcind6genos Ambientales (ICPEMC) y otras agencias que han enfocado su
interés en evaluar el impacto que constituyen los compuestos puros o las mezclas
ambientales a nivel genotdxico y carcinogénico debido a las implicaciones que
tiene para la salud humana y ambiental, para ello han armonizado baterias de
pruebas cortas de genotoxicidad y mutagenicidad para la regulacién de sustancias
y mezclas ambientales. Para establecer una sustancia, compuesto o mezcla como
riesgosa para la salud se debe hacer un analisis que comprende 4 pasos
propuestos por la US-EPA, estos son: Identificacion del peligro de una sustancia o
matriz, analisis de dosis—respuesta, andlisis de exposicion humana y por ultimo la
caracterizacion del riesgo, este Ultimo comprende la descripcidén de la naturaleza y
probabilidad del riesgo genotoxico para humanos (Dearfield et al, 2002). La
importancia que se da al riesgo mutagenico, genotoxico y uUltimamente a las
sustancias con efectos epigenéticos, es su relacion con cancer u otros procesos
degenerativos crénicos semejantes a vejez, enfermedades inmunes, coronarias y
respiratorias. Estos efectos se pueden expresar a nivel de genes individuales,

grupos de genes o cromosomas, por lo que se deben evaluar diferencias

14



metabdlicas, la capacidad de reparacion y otros procesos que son afectados por la

mutagenicidad quimica.

La universalidad del ADN proporciona el uso racional de varios sistemas no
humanos para predecir la mutagenicidad intrinseca generada por quimicos (idem).
Adicionalmente se soporta el uso de sistemas de evaluacion no humanos como
convenientes para la observacion de los efectos genéticos que causan los
guimicos en una especie 0 en otros sistemas como bacterias, lineas celulares,
insectos, roedores, ya que los quimicos causan efectos similares. Los ensayos de
genotoxicidad, mutagenicidad o epigenéticos se direccionan en hacer analisis
acerca del efecto génico del agente o mezcla in vitro lo que soporta los posteriores
andlisis in vivo. La US-EPA enfatiza en datos de genotoxicidad como una parte de
la evidencia de peso para el andlisis de riesgo de cancer, en particular establece
un procedimiento sobre el modo o mecanismo de accion de los compuestos como
foco del analisis de riesgo. La agencia define como modo de accién una secuencia
de eventos y procesos claves empezando con la interaccion del agente o la
mezcla que pueden redundar en cambios operacionales y anatomicos y resultar
en la formacion de cancer. Uno de los eventos y procesos claves que estan
siendo considerados es si el agente 0 mezcla es genotdxico, mutagénico o induce
cambios epigenéticos que contribuyen a la induccibn de céancer. Ademas
establecer si el modo de acciéon de una sustancia o mezcla genotéxica fundamenta
y permite acoplar estrictas medidas de control para su exposicion (Dearfield &
Moore, 2005).

El devenir de la industrializacibn y los nuevos avances tecnoldgicos han
incrementado la exposicion a potenciales agentes toxicos que agreden mediante
multiples mecanismos el patrimonio genético. Implican riesgo para la salud y por
ello deberian ser debidamente caracterizados en cuanto a su potencial genotdxico
(Tancell et al., 1995). Generalmente la exposicion a un poluente 0 contaminante

se estima determinando la concentracion del agente en el ambiente, sin embargo,
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la exposicion externa es una mera estimacion de la exposicion interna y esta a su
vez una mera estimacion de la dosis bioldgicamente efectiva (Mudry & Carballo,
2006). En cuanto a la contaminacion del aire existe un efecto a dos niveles: uno en
cuanto al ecosistema, que puede verse alterado en la presencia de estos
contaminantes y el otro es a nivel humano, el cual se ha intentado esclarecer pero

gue aun sigue siendo incierto.

Dentro de la caracterizacién de los potenciales riesgos, la toxicologia evalta el
andlisis directo del impacto producido en los seres vivos a nivel de genoma. Si
este resulta blanco de dafio, podria traer aparejado como consecuencia, el
desencadenamiento de distinto tipo de enfermedades tanto somaticas como
hereditarias de variado espectro, e incluso, llevar a la aparicion de nuevas
patologias productos de sinergismos aun hoy poco conocidos o previsibles. La
exposicidn a sustancias toxicas podria dar origen a alteraciones tempranas
previas al desarrollo de una enfermedad, las que servirian de sefales o
marcadores (figura 1). Estos biomarcadores se relacionan con la actividad de los
seres vivos al permitir determinar eventos asociados con su fisiologia de manera
cuali o cuantitativa. EI grado de exposicion es el mayor determinante de riesgo por
lo cual es necesario tener informacion precisa sobre este parametro (Mudry &
Carballo, 2006).

factor de .
?

Exposicion | hesp | Biomarcador | bessp Efecto

Figura 1. Modelo “caja negra” y biomarcadores (tomado de Mudry y Carballo, 2006)
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Los biomarcadores de genotoxicidad son apropiados para el andlisis de riesgo
ambiental, numerosos estudios relacionan el dafio en el ADN con subsecuentes
cambios a nivel molecular, celular y de tejidos en organismos expuestos (Ohe et
al., 2004). Por lo tanto, la identificaciébn quimica de sustancias que puedan tener
un riesgo genético para el humano y del ecosistema no es suficiente (Thybaud et
al., 2007). En los analisis de calidad ambiental los biomarcadores son usados
como medida de salud y fitness, asi un biomarcador puede ser usado en caso de
diagnéstico como primera medicidn en un paso a paso para sefalizar la presencia
o0 los efectos causados por contaminantes, referido frecuentemente como “sistema
de alerta temprano” (Den, 1998). Los sistemas de bioensayos cortos pueden ser
relevantes para un primer diagnéstico del potencial efecto de quimicos
ambientales para la salud humana y ecoldgica. La integridad del ADN es una
aspecto fundamental para la salud y el buen funcionamiento de nuestro organismo
y los quiebres o rupturas en €l son potenciales lesiones premutagénicas y
marcadores sensibles de dafio genotoxico evidenciados con el ensayo cometa
(Park & Choi, 2007).

El ensayo cometa permite profundizar en los aspectos relacionados con la
deteccién del dafio en el ADN, revela rupturas de cadena simple (SSB) y doble
(DSB) en células individualizadas, evaluando asi la heterogeneidad de la
respuesta en poblaciones celulares. Existen dos variaciones del ensayo, la neutra
y la alcalina (pH > 13), siendo la alcalina la version mas utilizada en la comunidad
cientifica dado que detecta sitios labiles al alcali (ALS) y SSB asociados a la
reparacion incompleta por escision, dicha deteccién de SSB la hace mucho méas
sensible para detectar agentes genotéxicos en comparacién con la neutra que
detecta los DSB. Actualmente es uno de los métodos mas populares para la
evaluacion del dafio en el ADN, con unos 5000 articulos publicados en mas de
150 revistas diferentes (Zufiga, 2009). Es usado en un amplio rango de modelos

biolégicos, usado en biomonitoreo ambiental y humano (ver Figura 2).
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Fig.2. Esquema de la aplicacion del ensayo cometa para la evaluacion del dafio en
el ADN en distintos modelos, desde bacteria hasta humanos (Tomado de: Dhawan
et al., 2009)

A nivel epidemiolégico, se ha observado en paises de Europa y Estados Unidos
gue existe un incremento de enfermedades respiratorias y cardiovasculares y esto
se ha relacionado con la polucion aérea de las ciudades (Park & Choi, 2007), sin
embargo, en nuestro medio no se ha determinado que posibles alteraciones
tempranas se estan dando a nivel genémico que puedan relacionarse con dichas
enfermedades. Los compuestos organicos que se adhieren al material particulado
respirable pueden causar dafio oxidativo del ADN y conducir a efectos
reproductivos y cardiovasculares. Biomarcadores de exposicion, dosis vy
susceptibilidad se han medido en poblaciones expuestas a la contaminacion aérea
principalmente impactada por las emisiones de la combustion de la gasolina y el
diesel mostrando una correlacion significativa de la exposicion a corto y largo
plazo con medidas de dafio genético. A largo plazo, los estudios epidemiolégicos
han informado de un aumento del riesgo de todas las causas de mortalidad y
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morbilidad cardiopulmonar y la mortalidad por cancer de pulmoén, ademéas de
efectos adversos a nivel reproductivo como el bajo peso al nacer (Four et al.,
2004). En estados Unidos la US EPA tiene gran cantidad de estudios de las
posibles enfermedades relacionadas con la contaminacion aérea y reportan
ademas del cancer de pulmon, el cancer de vejiga y del tejido linfatico como los
mA&s comunes asociados con la exposicion al Material organico en particulas

generadas por el diesel y la gasolina (US EPA, 2002).
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4. OBJETIVOS
4.1. General

Evaluar espacio-temporalmente la actividad genotoxica del Material Particulado

PMio en células humanas de tres sitios del Valle de Aburra entre 2011 y 2012.
4.2. Especificos

Hallar el potencial genotoxico del material particulado de tres sitios del Valle de

Aburrd en linfocitos humanos a través del ensayo cometa.

Establecer si existe incidencia de la época climética en la actividad genotoxica del
PMyo.

Valorar la respuesta biologica evidenciada en el ensayo cometa como un
biomarcador para aplicarlo como complemento en el monitoreo de la calidad del

aire en el Valle de Aburra.
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5. METODOLOGIA

5.1. Areade estudio y sitios de muestreo

El valle de aburra, se encuentra ubicado en la cordillera central en el
departamento de Antioquia, de Sur a Norte posee 30 Km de longitud desde Caldas
hasta Bello y hacia el Noroeste de Bello a Barbosa tiene una longitud de 35 Km.
Su Altitud media es de 1538 msnm, las temperaturas varian entre los 13°C — 35°C.
Los vientos alisios son caracteristicos de este valle y sus recorridos son
generalmente de Norte a Sur, sin embargo, son modificados constantemente por
la topografia; La precipitacion media es de 2200 mm anual, presentandose lluvias
en promedio de unos 1400 mm en Barbosa y de unos 3000 mm al sur del valle
(Hermelin, 2007).

De acuerdo con el monitoreo quimico que lleva a cabo la Red Nacional de
Vigilancia de la Calidad del Aire (REDAIRE) en el Valle del aburra, se eligieron tres
sitios de muestreo con diferentes niveles de contaminacion tomando como base
los resultados obtenidos en los ultimos 4 afios; Los niveles de contaminacion y los
sitios respectivos o representantes de estos son: alta contaminacién, Medellin
Universidad Nacional Facultad de Minas (MED-UNFM); mediana contaminacion,
Medellin Corantioquia (MED-CORA) y baja contaminacion, Barbosa- Hospital San
Vicente de Paul (BAR-HSVP), Figura 3.
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Ubicacién Geogriafica de las Estaciones
Red de Vigilancia y Monitoreo de la Calidad del Aire
Area Metropolitana del Valle de Aburrd, Septiembre 2011
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Fig. 3. Estaciones de monitoreo PM10 y otros contaminantes aéreos, REDAIRE.
Las flechas indican los tres sitios de estudio.

5.2. Muestreo de Material Particulado PM10

El monitoreo de este tipo de material particulado se realiza mediante el uso de un
equipo volumétrico (flujo constante) denominado Muestreador de alto volumen

PM10, el cual se basa en el principio de impactacion inercial para clasificar las
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particulas segun el tamafo deseado, las particulas con diametro < 10um son
depositadas en filtros de cuarzo expuestos durante un periodo de muestreo de 24
H. El muestreo se realizé en tres temporadas: seca, hUmeda y de transicion dadas
entre Julio de 2011- Abril de 2012. Los Filtros fueron obtenidos gracias a la
colaboracion de Redaire, teniendo para cada sitio de muestreo dos filtros de
temporada seca, dos de temporada humeda y uno de época de transicion como
también un filtro blanco (16 filtros totales). Ver anexo 1 para mas claridad del

disefio experimental.

Los reportes de la concentracion de particulas de 10 micras colectadas en el filtro
de cuarzo se encuentran en la tabla 1, donde se puede apreciar valores que
determinan a Barbosa, Corantioquia y facultad de Minas como sitios de baja,
mediana y alta polucién por el PM;o respectivamente.

Tablal. Concentracion de PM10 en cada época de estudio

ESTACION EPOCA DE MUESTREO CONCENTRACION PM10 (ug/m®)
BARBOSA Seca 24
Lluvia 23

Hospital San Vicente
Transicién 27
de Paul

CORANTIOQUIA Seca 43
Lluvia 47
Transiciéon 42
Seca 89
FACULTAD DE Lluvia 113
MINAS (UNAL) Transicién 72

*Norma actual para Colombia de emisiones diarias 100 pg/m®

5.3. Extraccioén organica del Material Particulado

Una vez obtenidos los filtros PM;o de cada una de las estaciones se procede

hacer la extraccion organica a partir de las particulas contenidas en ellos. Se
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fragmentando en varias partes cada uno de los filtros, se llevaron por separado a
recipientes de vidrio y se cubrieron con Diclorometano (DCM) como solvente
organico en una proporciéon 2:1 (2ml de DCM por cada gramo de PMjg). Después
de esto se llevan al ultrasonicador por un tiempo de una hora con el fin de
desprender la mayoria de los compuestos o0 sustancias orgénicas que se
encontraban adheridos a las particulas contenidas en el filtro, finalmente el
solvente rotaevapord para obtener la fraccion organica requerida (Sato et
al.,1995).

5.4. Emulsificacién de los extractos organicos

Cada uno de los extractos fue diluido en un volumen entre 1-2 mL de PBS para
realizar una pequefia emulsificacion por medio de una llave de tres vias acoplada
a un sistema de dos jeringas y un filtro de 0.22 pm. Se tomo el “diluido” en una de
las jeringas, se llevo a las llave de tres vias manteniendo cerrada la via del filtro,
de este modo solo podria pasar el extracto a través de las dos jeringas
permitiendo que la presion generada y el nUmero de veces de paso emulsificaran
cada uno de los extractos, luego se filtré la emulsion quedando estéril y disponible
para tratar los linfocitos (fig. 4).

5.5. Obtencién de linfocitos Humanos

Para la evaluacion del efecto del material organico extraible en el ADN se
utilizaron linfocitos humanos. Estos fueron obtenidos de un individuo voluntario
sano y con habitos que no implicaron sesgo en la investigacion como el consumo
de tabaco, alcohol, entre otros. Del individuo se tomé aproximadamente 10 mL de
sangre en un vacutainer con heparina; se realizd la separacion de linfocitos
siguiendo el método de separacion por gradiente con Ficoll Hystopaque (Noble &
Cuttis, 1967) en el cual se obtiene una interfase que representa los linfocitos los
cuales son atrapados cuidadosamente con una pipeta pasteur. Después de varios
lavados se hizo conteo del total de células y de su viabilidad usando el colorante

vital azul de tripano en camara de Neubauer. Con el azul de tripano se determina
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la integridad de la membrana celular, es decir las células viables no incorporan el
colorante y se observan refringentes en comparacion con las células muertas que
se observan azules por la incorporacion del colorante. La viabilidad antes del tratar
las células con el extracto organico del Material Particulado debe ser superior al
95%.

5.6. Determinacién de concentraciones subtéxicas

Se determinaron dosis subtéxicas con citotoxicidad maxima de 25+ 5% con el fin
de evitar falsos positivos, ya que los efectos genotoxicos estdn asociados a
citotoxicidad nula a moderada (Platel, 2010).

5.7. Evaluacién Genotoéxica

Se trataron 100.000 células con tres dosis de extracto organico de PM;o por una
hora. Pasado este tiempo se procede a realizar el ensayo cometa alcalino (Singh
et al., 1988) con una modificacién implementada en los ultimos afios, en gelbond
(McNamee et al., 2000). Un volumen de 20Ul de células tratadas se mezclaron
con 80 UL agarosa de bajo punto de fusion al 0.5%, de esta mezcla 10 Ul se
sembraron la ldmina del gelbond que contiene agarosa de punto de fusién normal,
posteriormente a la solidificacion de las muestras se llevaron a una solucion lisis
fresca (NaCl 2.5 M, Na;EDTA 100 mM, Tris 10 mM, sarcosinato de sodio 1%,
Triton X-100 y DMSO 10%) durante 24 H, pasado este tiempo se dejan en buffer
de electroforesis fresca (Na,EDTA 1 mM yNaOH 300 mM a pH13.5) por 20
minutos para permitir la desnaturalizacién del ADN, se corrié la electroforesis a
25mV y 300mA (BIORAD Power Pac 3000) por 30 minutos, a 4°C y en oscuridad.
Posteriormente las laminas Gelbond se lavaron con solucién neutralizante (Tris-
HCI 0.4M a pH 7.5). Consecutivamente se realizo la tincion con Bromuro de Etidio
2Ul/ml y se realizé la lectura en un microscopio de fluorescencia marca Boeco con
filtro verde y magnificacion de 20X. Se hicieron 2 experimentos cada uno por
duplicado, en cada experimento se analizaron 100 células al azar por dosis para

un total de 200 células por tratamiento.Como hay dos filtros por temporada, el total
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de células analizadas por dosis fue de 400 células. Las imagenes se analizaron
con se analizaron con el software Casp, el cual mide varios pardmetros
importantes para la interpretacion de la respuesta biologica, en este estudio se
tuvo en cuenta la longitud de cola del cometa (micrémetros), asumiendo que entre
mas larga la cola del cometa se dieron mas rupturas en el ADN ocasionadas por el
agente contaminante. Como control negativo se tuvieron las células sin ser

tratadas y como positivo se uso peroxido de hidrogeno 100mM (ver figura 5).

Fig. 4. Esquema de extraccion organica del PM;o a) Muestreador de alto volumen

y coleccion de la muestra en el filtro de cuarzo. b) Recorte de filtros y adicion del
solvente orgénico, diclorometano. c) ultrasonicado de las muestras por una hora.
d) Rotaevaporacion para eliminar el solvente organico. €) Emulsificacién con llave

de tres vias y obtencion final del extracto organico para el tratamiento.
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Fig. 5. Aislamiento de linfocitos y ensayo cometa. a) Extraccion de linfocitos y
conteo/viabilidad de células pretratamiento. b) Tratamiento y siembra en gelbond.
c) Lisis celular (24h). d) Electroforesis alcalina e) Lectura en microscopio de
fluorescencia, tincion con BrEt. f) Analisis con el software Casp.

5.1. Estadistica

Los datos se presentan como la media mas o menos la DS de la longitud de cola.
Se hizo el analisis del comportamiento de los datos obteniéndose una distribucion
no parameétrica, por lo cual se realizé un analisis de Kruskal-Wallis para establecer
diferencias entre los sitios con respecto a las dosis utilizadas. Ademas se realizo
prueba de rangos multiples para establecer que factores (sitios, dosis y época del
afo) presentan diferencias. Los analisis se hicieron con el programa StatGraphic
Centurion XVI.
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6. RESULTADOS

El material organico extraido presentd caracteristicas aceitosas por lo cual no se
pudo determinar el peso del material organico extraible (MOE) para hacer la
relacion de cuanto se recupero a partir del Material Particulado. Por lo anterior, las
dosis probadas se expresaron como Hg equivalentes de MP10. Las dosis
subtoéxicas evaluadas fueron de 25, 50 y 100 pg equivalentes PMjo. La viabilidad
celular después de una hora de tratamiento fue superior del 70% para todos los
tratamientos, por lo que la actividad genotoxica se puede atribuir a la accion del

MP y no a procesos de citotoxicidad (Tabla 2, Figura 6).

En este estudio se logré determinar que existe actividad genotéxica del Material
Organico Extraible del PMyo en los tres sitios evaluados comparado con el control
negativo, independientemente de si los niveles de PM10 monitoreados en cada
sitio fueron bajos, medianos o altos. La época climatica con mayor genotoxicidad
fue la época de transicion en donde el dafio o las rupturas en el ADN se
incrementan significativamente (p<0.001) aun teniendo datos homogéneos dentro
de cada sitio para las tres épocas, por otra parte el factor de induccién (FI) de
dafo fue de 3 a 6 veces mayor que el control negativo y el porcentaje de células
dafiadas, con pocas excepciones, fue alto en todos los sitios (Tabla 2). No se logro
establecer una relacioén clara entre la actividad genotoxica o el dafio en el ADN y
las dosis con las que fueron tratadas las células. Para tener mas claridad del
contexto genotoxico observar Tabla 2.
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Tabla 1. Genotoxicidad de MP10 en linfocitos humanos

SITIO EPOCA DOSIS X+DS IDP® % CD° FI® % V*
(ug equiv MPyo)

25 20.4 + 135 60 50 3 87.9

Lluvia 50 22.0 + 15.6 68 51 3 91.9

100 253 + 16.0 83 65 4 66.7

25 349 * 17.5 113 78 5 91.4

Barbosa Transicion 50 35.6 + 19.2 114 74 5 87.5

100 39.8 + 19.8 131 79 6 72.7

25 156 *+ 11.5 46 39 2 90.9

Seca 50 32.3 + 227 100 62 5 81.7

100 29.0 + 17.0 92 67 3 72.4

25 28.0 + 16.9 92 68 4 95

Lluvia 50 29.2 + 195 96 63 5 94

100 349 + 20.0 111 72 5 80

25 26.0 £+ 15.5 84 68 4 88

Corantioquia Transicion 50 37.7 £ 236 118 69 6 83

100 35.1 £ 155 120 85 6 85

25 26.1 £ 15.2 84 66 4 98.3

Seca 50 30.3 + 18.1 98 68 5 91.2

100 22.1 + 16.8 69 50 3 89.8

25 30.0+15.0 97 73 5 75

Lluvia 50 39.0+19.2 122 80 6 71.4

100 36.0+21.5 117 73 6 59.1

25 53.0+22.0 180 93 9 95

Fac. Minas Transicion 50 38.0+17.0 129 84 6 95.7

100 37.0£22.0 122 74 6 95

25 23.0+16.0 75 57 4 100

Seca 50 41.0£20.0 133 81 6 94

100 40.0+23.0 133 74 6 94

Filtro blanco 100 10.0+5.0 21 15 1 93.2

C- (PBS) 8.4+6.0 15 15 1 97.1

C+ (H,0,) XmM 54.3 £39.0 167 77 7 77.5

a. Media de la longitud de cola del DNA de dos experimentos independientes, cada uno por duplicado. b. indice de Dafio Ponderado. c. Porcentaje de Células Dafiadas (se considerd
dafio a partir de 16 micras). d. Factor de Induccidon. e. Porcentaje de Viabilidad después de 1 hora de exposicion a MP10.




. 6.1. Dosis subtéxicas y Viabilidad Postratamiento
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Fig. 6. Viabilidad celular postratamiento (>70%)

6.2. Caracteristicas del Dafo

Se determino el dafio genético teniendo como criterio la media del control negativo
mas una desviacion estandar mas uno (XxDS+1). A partir de esto se midieron
varios parametros que dan cuenta de la magnitud del dafio y de la cantidad de él
en las poblaciones celulares, asi obtuvimos que el Factor de Induccién (FI) fue de
3 a 6 veces mayor en los tratamientos en comparacion con el control negativo, el
indice de dafio ponderado (IDP) que puede relacionarse con la magnitud del dafio
fue significativamente (p< 0.001) alto para los tres sitios en las tres épocas
evaluadas (2-10 veces mas que el C’), siendo mucho mayor el dafio genético en la
época de transicion para los tres sitios (grafico B, Figura 7). Por otra parte el
porcentaje de células con dafio fue variable entre sitios y entre temporadas pero
en general se notd que él > % de células con dafio fueron las tratadas con MOE
de Facultad de Minas en las tres épocas. Ademas en Barbosa se evidencié un

cambio tanto en IDP como en % de Células dafiadas en la época de Transicién.
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Fig.7 indice de dafio Ponderado para cada sitio en las tres épocas climaticas (A-B-
C). * Denota la diferencia estadisticamente significativa (p< 0.001) entre el control
y los tratamientos y ** con el mismo valor p las diferencias entre transicion y las

otras dos épocas.

6.3. Genotoxicidad de las dosis equivalentes al PMjy en cada Sitio de
Muestreo
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Al comparar dentro de cada sitio (Intrasitio) se obtuvo con un valor p < 0.001
que existen diferencias estadisticamente significativas entre las medianas de
las dosis y el control negativo en cada uno de los sitios, teniendo asi que el
dafio o la genotoxicidad del control negativo representa un dafio basal del ADN
mientras que las dosis subtoxicas si poseen una actividad genotdxica
importante causada por el material organico del particulado, es decir, las tres
dosis resultaron genotdxicas en los tres sitios, independientemente de los
niveles de PMjo que representan Barbosa, Corantioquia y Facultad de Minas
(figura 8). Por otra parte se obtuvo que las dosis 50 y 100 ug equivalentes de
PMio, no presentan diferencias entre ellas con respecto al dafio generado en
ninguno de los tres sitios, mientras que la dosis 25 pg equivalente PM;, difiere
significativamente del dafio que ocasionan las otras dos dosis evaluadas (ver

anexo 2, prueba de rangos multiples).
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Fig. 8. Medianas de la longitud de cola en cada uno de los sitios. A) Barbosa B)

Corantioquia C) Facultad de Minas
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6.4. Relacion Genotoxica del PMjo entre los sitios y las dosis

La actividad genotoxica intersitios mostro que no existen diferencias marcadas
entre Barbosa y Corantioquia, sin embargo, Facultad de Minas si presentd una
actividad genotoxica mayor en comparacion con los otros dos sitios (p< 0.001)
para las tres dosis (fig. 9). Se corrobora que la dosis baja (25 pg equivalente de
PMso) posee una actividad genotéxica menor que las otras dos dosis, a pesar de
esto, asumimos que no existe un efecto de dosis claro ya que no se evidencian
diferencias marcadas entre las dosis 50-100 pg equivalentes de PMjo (Para

visualizar grupos homogéneos, anexo 3).
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Fig. 9. Genotoxicidad vs dosis en los tres sitios de muestreo. T Diferencias

significativas con respecto a los otros dos sitios (p<0.001)
6.5. Relacién Genotdxica del PMj entre los sitios y las épocas del afio

Para las tres épocas del afio Facultad de minas es significativamente diferente de
los otros dos sitios evaluados, presentando genotoxicidad en aproximadamente
1.3 veces mas. La época de transicion representa para los tres sitios un
incremento en la actividad genotoxica, mientras que entre los valores de dafio en
las épocas de lluvia y seca no se lograron establecer diferencias significativas
dentro de cada sitio (intrasitio), a nivel intersitios si se logra dilucidar un efecto

genotoxico diferencial (Anexo 3). En otras palabras, la época de transicion tiene
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un efecto importante en el incremento de la genotoxidad, independientemente de
los niveles de PM;p, homogéneos en las tres épocas en cada sitio (ver tabla 1),
mientras que las diferencias entre las épocas de lluvia y seca s6lo se ven al
comparar entre sitios, dados los niveles diferenciales de material particulado

muestreado en cada uno de ellos, mas no dentro de ellos (Fig. 10).

Sitio
—e=— Barbosa
+ —— Corantioquia

—=— Fac. Minas

50

40
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30

20

Lluvia Transicion Seca
Epoca

Fig. 10. Genotoxicidad vs época climética en los tres sitios de muestreo.

T Diferencias significativas con respecto a los otros dos sitios (p<0.001).

6.6. Relacion Genotoéxica del PMyo entre épocas climéaticas y dosis
Se observo que no existe una correlacién directa entre las dosis y las épocas
climéticas con respecto a la longitud de cola o nivel de dafio, se evidencia
nuevamente que en la época de transicion la genotoxicidad es mayor en
comparacion con las otras dos épocas, ademas de que el dafio no incrementa
necesariamente a medida que la dosis equivalente de PM10 sea mayor, sino que

su comportamiento es diferencial en cada una de las épocas (fig. 11).
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Fig. 11. Genotoxicidad vs dosis en las tres épocas climaticas. 1 Diferencias

significativas con respecto a las otras dos épocas (p<0.001).
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7. DISCUSION

El propdsito principal de este estudio fue determinar la actividad genotoxica del
PMio en tres épocas del afio y en diferentes sitios del Valle de Aburrd para tener
una primera vision del posible riesgo que la contaminacion atmosférica puede
representar para la salud humana y del ecosistema. El uso de marcadores
bioldgicos para dar cuenta de la calidad del aire aun no es implementado en el
Valle de Aburra y en este estudio se hizo uso de un biomarcador de genotoxicidad

para complementar los monitoreos que se llevan a cabo en la actualidad.

Se logro determinar que si hay un efecto genotoxico del Material Particulado y que
este puede ser diferencial dependiendo de la época climéatica y de lugares

especificos con diferentes niveles y naturaleza de contaminantes (Tabla 2).

El Material Organico Extraible (MOE) que se obtuvo presento caracteristicas
aceitosas, principalmente aquellos extractos obtenidos a partir de las muestras de
PMjo tomadas en Facultad de Minas, esto posiblemente se deba a la procedencia
del material particulado en dicha estacion ya que el muestreador de alto volumen
se encuentra a una distancia con respecto al piso de 3 m, lo que significa que esta
tomando PMyo principalmente proveniente del parque automotor, ademas dicha
estacion se encuentra sobre una de las carreras con mayor trafico vehicular de la
ciudad de Medellin (Crra 80) siendo ésta via de entrada y salida de buses,
camiones de carga y autos livianos, al occidente antioquefio y a la Costa Atlantica
Colombiana (AREA METROPOLITANA, 2012). De las muestras tomadas en
Corantioquia y en Barbosa, 15 y 6 m sobre el nivel del piso, respectivamente,
podemos decir que estan mas asociadas a particulas de fuentes menos
especificas, dada la altura de la toma de aire las fuentes de las que provienen
dichas particulas pueden ser mas diversas, las asociaciones en los dos casos
pueden ser diferentes ya que facultad de minas muestrea particulas a las que la
mayoria de la poblacidon humana estamos expuestos ambientalmente y por ello se
puede relacionar mas con los efectos que pueda acarrear en la salud de la
poblacién, mientras que los otros dos sitios pueden dar cuenta de la exposicion

ambiental a un nivel mas amplio de ecosistema (aves, plantas, etc.).
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El tipo de combustible que se maneja en el Valle de Aburra, su combustion
incompleta y la cantidad de sulfuros aportan a este caracter del MOE. En otros
estudios de genotoxicidad del aire en paises como Argentina, Ecuador y Bélgica,
no se reportan las caracteristicas particulares del MOE a partir del PMjo. en todos
ellos se hace separacion y caracterizacion de las diferentes fracciones del extracto
(Polares, no polares e HPA), lo cual le da relevancia a los resultados obtenidos en
este estudio ya que el efecto genotoxico no se ha reportado en términos de
mezcla compleja organica y la respuesta en el ADN puede ser diferente cuando
éste es expuesto a la mezcla o a cada componentes por separado (Yvonne et al.,
2008). En mezcla se pueden dar interacciones entre dichos compuestos
ocasionandose relaciones de sinergismos, antagonismos, entre otras. Asi, el
conocer la accién genotdéxica tanto de la mezcla como de cada uno de los
compuestos por separados nos da un contexto mas amplio de lo que ocurre a
nivel genomico, por lo que se pretende posteriormente hacer la respectiva
caracterizacion de los compuestos organicos adheridos a las particulas

contaminantes de esta region.

Los tres sitios de estudio fueron escogidos por sus diferentes niveles de
contaminacion por PMjo (baja, mediana y alta), se podria pensar que Barbosa
(bajos niveles de PMyp) presentaria una genotoxicidad baja o nula, sin embargo,
se encontré que existe actividad genotoxica del MOE en los tres sitios y que dicho
dafio genético minimamente triplica al dafio basal o control, lo que quiere decir
que el dafio en el ADN es realmente significativo independientemente de los
niveles del monitoreo ambiental actual; esto puede deberse a que los compuestos
organicos que se adhieren a las particulas de 10um pueden tener una actividad
importante a nivel gendmico, muchos de ellos catalogados por entes de regulacion
internacional como mutagénicos, genotdxicos y/o carcinégenos, como algunos
Hidrocarburos policiclicos aromaticos (Yvonne et al., 2008). En este punto vale la
pena resaltar que no son suficientes los monitoreos quimicos por si solos y que es
de gran importancia hacer uso de los biomarcadores como complemento de la
evaluacion de la calidad del aire, ya que esto puede relacionarse con los efectos

en la salud humana ambientalmente expuesta.

37



Las dosis 25 - 50 y 100 pg equivalentes de PMjo estan asociadas a procesos de
genotoxicidad dada su relacion con las altas viabilidades postratamiento como lo
plantea Platel (2010), sumado al dafio en el ADN evidenciado con el ensayo
cometa alcalino. Las dosis 50 y 100 ug equivalentes de PMyo presentaron un nivel
de dafio similar, siendo muy alto en ambas, esto puede deberse a que las células
se saturen con la dosis mayor y no se permita el ingreso de todos los
componentes organicos presentes en dicha dosis. Mientras que la dosis 25 ug
equivalentes de PMjp aun siendo genotdxica en todos los sitios y épocas
climaticas representa diferencias con respecto a las otras dos dosis dado que el
nivel de dafio y el % de células con rupturas es menor, que es lo que se

esperaria, dada la baja cantidad de MOE (figura 7).

En cuanto a las épocas climaticas evaluadas se obtuvo una mayor respuesta de
dafio en la época de transicién, en la cual se estaba terminando el periodo de
lluvias y comenzaria el periodo seco; las condiciones climéaticas como la humedad
relativa, incidencia solar, vientos entre otros pueden ser particulares durante esta
época permitiendo asi que la permanencia y la adherencia de otros contaminantes
a las particulas sea mayor. Siendo arriesgada la interpretacion, se cree que
posiblemente el aumento de la humedad relativa cuando la incidencia solar es
fuerte no permite ascender lo suficiente a las particulas en las columnas de aire y
como en poco tiempo también se dan lluvias, estas ayudan a que el PMyo se
precipite haciéndolo mas permanente en el ambiente y aunque los niveles de PMjg
dentro de cada sitio son homogéneos en las tres épocas esto podria estar
influenciando mas en la capacidad de adherencia de la particula a los compuestos
organicos. Aunque en los tres sitios el dafio se incremento significativamente para
esta época, en Barbosa particularmente el incremento de la actividad genotoxica
fue mas abrupto por lo que se podria pensar que se dio un evento especifico. Para
estos analisis resaltamos la importancia de hacer mediciones de todos estos
parametro climaticos al momento de muestreo para esclarecer la influencia de

dichos factores ambientales en la genotoxicidad del Material particulado.
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Esta investigacion propone el ensayo cometa como un buen método para
complementar los analisis de la calidad del aire del Valle de Aburra, consideramos
que la respuesta bioldgica evidenciada es importante a tener en cuenta para
generar normatividades propias, ademas de implementar otros ensayos biologicos
o biomarcadores que den cuenta ademas de la actividad mutagénica, epigenética,

epidemioldgica, etc.
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8. CONCLUSIONES

El PMy tiene efecto genotoxico en los tres sitios independientemente de los

niveles reportados en cada uno de ellos.

La época climatica tiene incidencia sobre la genotoxicidad del Material Particulado

siendo mayor en el periodo de transicion.

El tipo de MOE es diferente en cada uno de los sitios, siendo mas genotoxico el de
Facultad de Minas.

Es necesario implementar biomonitoreos ademas del seguimiento quimico ya que
los sitios de moderado y bajos niveles de PMjo que estan dentro del rango

aceptado por la norma actual tienen efecto genotoxico.

Se logro evidenciar un efecto temprano como respuesta a la exposicion de PMyg lo
cual puede estar representa un riesgo para la salud de la poblacion y del

ecosistema.

El ensayo cometa es un buen biomarcador de genotoxicidad para ser

implementado como complemento al monitoreo actual de la calidad del aire.

Es necesario implementar otro tipo de evaluaciones bioldgicas para robustecer el

conocimiento a cerca de la actividad del Material Particulado.

Es necesario empezar a proponer y fortalecer los ya existentes programas de

descontaminacion en el Valle de Aburra.
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ANEXO 1. Esquema del disefio experimental
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ANEXO 2. Prueba de Rangos multiples para cada sitio con respecto a la
dosis (ANOVA simple)

Barbosa

Pruebas de Multiple Rangos para Longitud de cola por Dosis

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dosis(ug Media Grupos

equv PMyy) Homogéneos
C- 8,58 X

25 23,8667 X

50 30,0567 X

100 31,4467 X

Contraste  [Sig. [Diferencia +/- Limites
C-25 * -15,2867 3,15328
C -50 * -21,4767 3,15328
C-100 * -22,8667 3,15328
25-50 * -6,19 3,15328
25- 100 * -7,58 3,15328
50-100 -1,39 3,15328

* indica una diferencia significativa.

Corantioquia

Pruebas de Multiple Rangos para Longitud de cola por Dosis

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dosis (ug Media Grupos Homogéneos

equv PMo)
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C 8,58 X

25 27,03 X

50 30,9933 X

100 32,6167 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
C-25 * -18,45 3,17077
C -50 * -24,0367 3,17077
C-100 * -22,4133 3,17077
25-50 * -5,58667 3,17077
25- 100 * -3,96333 3,17077
50-100 1,62333 3,17077

* indica una diferencia significativa.

Facultad de Minas

Pruebas de Multiple Rangos para Longitud de cola por Dosis

Método: 95,0 porcentaje LSD

Dosis (ug equv |Media Grupos

PM1o) Homogéneos

C 8,58 X

25 30,53 X

50 40,24 X

100 43,6767 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
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C-25 -21,95 3,5101
C -50 -31,66 3,5101
C-100 -35,0967 3,5101
25-50 -9,71 3,5101
25- 100 -13,1467 3,5101
50-100 -3,43667 3,5101

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 3. Prueba de rangos multiples combinando o relacionado diferentes
factores (ANOVA multivariada)

Sitios vs Dosis

Pruebas de Multiple Rangos para Longitud de Cola por Sitio

Pruebas de Multiple Rangos para Longitud de cola por Sitio

Método: 95,0 porcentaje LSD

Sitio Media LS |Sigma |Grupos

LS Homogéneos
Barbosa |23,4875 [0,59206 |X
Corantioq (24,805 |0,59206 |X
uia
Fac. 30,7567 |0,59206| X
Minas
Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites
Bar - Cora -1,3175 1,64108
Bar- Minas | * -7,26917 1,64108
Cora - * -5,95167 1,64108
Minas

* indica una diferencia significativa.

Sitios vs E

Pruebas de Multiple Rangos para Longitud de cola por Sitio

pocas

Método: 95,0 porcentaje LSD

Sitio

Media LS

Sigma

Grupos

50




LS Homogéneos
Barbosa |28,4567 |0,77730 |X

2
Corantioq|30,2133 |0,77730 |X
uia 2
Fac. 38,1489 |(0,77730
Minas 2
Contraste  [Sig. |Diferencia +/- Limites
Bar - Cora -1,75667 2,15454
Bar- Minas | * -9,69222 2,15454
Cora - Minas| * -7,93556 2,15454

* indica una diferencia significativa.

Epocav

Pruebas de Multiple Rangos para Longitud de cola por Epoca

s Dosis

Método: 95,0 porcentaje LSD

Epoca [Media LS [Sigma LS |Grupos
Homogéneos

Seca |[29,57 0,780841 X

Lluvia 29,7433 |0,780841 |X

Transic|37,5056 |0,780841 | X

ion

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

Seca - * -7,76222 2,16435

Transic
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Seca - Lluvia 0,173333 2,16435
Transic- 7,93556 2,16435
Lluvia

* indica una diferencia significativa.
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